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RESUMEN

Se determino la concentracién de elementos traza (Zn, Cu, Cr, Se, Pb, Cdy
Hg) en muestras de cabello y orina de nifios con Sindrome de Espectro Autista,
con edades comprendidas entre 2 y 15 afos, pertenecientes al Centro Integral

para la Estimulacién Cognitiva y Comunicativa (CIPECC).

Previo al andlisis de las muestras, se optimiz6 la concentracién del agente
reductor (NaBH,) y la influencia de diferentes acidos transportadores (HNOz 6
HCI), para la determinacion de Hg total por CV-AAS. Los resultados obtenidos
arrojaron gue la concentracion éptima de reductor fue 0,2% p/v de NaBH, y que el
empleo de HCI como &acido transportador produce un aumento en la sensibilidad

de la técnica.

También se optimizaron los tiempos de lavado de las muestras de cabello
con acetona y EDTA para la determinacion de Cd y Hg, obteniéndose finalmente,
porcentajes de remocién de aproximadamente 76% y 82% para Cd y Hg,
respectivamente. Por tal motivo, los datos que deriven del analisis de estos
elementos en cabello, incluiran un error adicional que dependeran de la exposicion
del individuo a estos metales. Asimismo, se estudiaron posibles problemas de
adsorciéon de Hg al utilizar material de plastico para el analisis de cabello,
encontrdndose que éstos no adsorben mercurio y pueden ser utilizados de manera

confiable.

En total se analizaron 29 muestras de orina y 31 muestras de cabello de
niflos autistas. La determinaciéon de los elementos Zn, Cu, Cr, Se, Pb y Cd, se
realiz6 mediante espectrometria de emision atdmica con plasma inductivamente
acoplado (ICP-OES) y la concentracion de Hg total fue determinada por
espectrometria de absorcion atomica con generacion de vapor frio (CV-AAS). Las
metodologias de analisis empleadas fueron validadas empleando para algunos
elementos el factor de recuperacion, partiendo de estandares puros de cada
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elemento, y para otros se utilizo material certificado apropiado. Los datos
obtenidos fueron tratados empleando el paquete Statgraphic version 5.0 para

Windows.

Para las muestras de orina, las concentraciones de Zn y Cr en nifios de
Espectro Autista mostraron niveles de normales a bajos, para Cu y Se, las
medianas presentaron niveles normales. Metales téxicos como Pb, Cd y Hg, se

mantuvieron siempre por debajo de los valores umbrales.

Se comparo la carga metalica, liberadas por via urinaria, del grupo autista
con la poblacién control, encontrandose que existe cierta tendencia por parte de
los primeros a excretar cantidades menores de Zn, Cr y Se. En el caso del Hg, la
tendencia es inversa, los nifios sanos lo liberan en mayores proporciones,
ademas, en nifios autistas se observo que la liberacion de Hg aumenta a medida
gue disminuye la severidad del Sindrome. Se hallaron ademas, correlaciones
positivas para la excrecion de metales en orina, entre ellas: Pb-Se, Pb-Zn, Hg-Zn,
Cu-Zn, Cu-Se y Cu-Pb; que pueden estar indicando la existencia de procesos
metabodlicos o enziméticos afectados en el organismo de nifios con autismo,
capaces de generar déficits de Zn y retencion de Hg. Asi como también, indicios
de que el Se presenta una funcién protectora hacia elementos como Cu y Pb que
puede estar favoreciendo la formacion de complejos Se-Pb y Se-Cu que no son
excretados por el cuerpo, generando asi una menor liberacion de Pb por parte de

nifios de Espectro Autista.

Los resultados obtenidos por el analisis de orina, concuerdan con teorias
propuestas en estudios previos, que asocian la menor excrecion de Hg y Pb en
nifos de Espectro autista a dos posibles causas, afecciones en proteinas
encargadas de la detoxificacion del organismo y la capacidad del Se para formar

complejos con Cu, Pb y/o Hg.
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En el caso del cabello, la informacion adquirida fue muy limitada
observandose niveles relativamente normales para todos los elementos

analizados.
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I. Introduccién

El autismo no es una enfermedad con una causa especifica, sino mas bien
un sindrome con una combinacién de caracteristicas conductuales anormales.
Aunque por largo tiempo se ha sospechado de una base genética para muchos
casos de autismo, solo recientemente los investigadores han podido vincular a

genes especificos con tal enfermedad.

Se han encontrado desérdenes metabdlicos en algunos casos de autismo.
Ademas, en los nifios autistas, se presentan deficiencias en la descomposicion de
los péptidos (proteinas simples tales como la insulina, las endorfinas, y otros
neurotransmisores) durante el proceso digestivo. Aunque no hay una causa Unica
conocida del autismo, hay pruebas que indican que el autismo puede ser causado
por una variedad de problemas: defectos del tallo cerebral, envenenamiento por
plomo, defectos del proceso de la mielinizaciéon (aislamiento de las fibras
nerviosas), alergias alimentarias, infecciones por Hongos (Levaduras) y la
intoxicacién por metales como Cu, Zn, Hg y Al.

Estudios muy recientes se han ocupado de la repercusion negativa de los
metales pesados en la situacion del ecosistema y la salud del ser humano. Hoy en
dia se conoce mucho mas sobre los efectos de estos elementos, cuya exposicion
esta relacionada con problemas de salud como retrasos en el desarrollo, varios
tipos de cancer, dafios en el rifidn e incluso, con casos de muerte. La relacién con
niveles elevados de mercurio, oro y plomo ha estado asociada al desarrollo de la
auto inmunidad (el sistema inmunolégico ataca a sus propias células tomandolas
por invasoras). La auto inmunidad puede derivar en el desarrollo de dolencias en
las articulaciones y el rifion, tales como la artritis reumatica, y en enfermedades de

los sistemas circulatorio o nervioso central.

En consecuencia, seria oportuno considerar los niveles de multiples

metales en los nifios con autismo y, en funcién de ellos obtener argumentos que
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admitan o no, la existencia de correlaciones entre la concentracibn metalica en el

organismo de los infantes y la etiologia del sindrome.



Il. Revisién Bibliografica

2.1 Trastornos o Sindromes del Espectro Autista

2.1.1 Aspectos generales.

Actualmente esta ampliamente aceptado que los trastornos incluidos dentro
del espectro del autismo, segun clasificacion internacional vigente, los
“Trastornos generalizados del Desarrollo”, son trastornos neuro-psiquiétricos,
gue, presentando una amplia variedad de expresiones clinicas, son el resultado

de disfunciones multifactoriales del desarrollo del sistema nervioso central.

Las personas con un trastorno generalizado del desarrollo (TGDs) presentan
un conjunto particular de sintomas que afectan tres areas o 'dominios":
comunicacién, socializacion (interaccion con los demas) y comportamiento. Esta
amplia categoria comprende en la actualidad cinco diagnésticos aceptados

oficialmentel®®:

o Trastorno Autista (Autismo): trastorno del desarrollo que afecta la capacidad

de la persona para comunicarse, establecer relaciones con los demas, y
responder de manera apropiada al medio ambiente. Algunas personas con
autismo funcionan a un nivel elevado de rendimiento, con inteligencia y
lenguaje intactos. Otros pueden carecer de lenguaje verbal y/o sufrir de

retraso mental.

o Sindrome de Asperger: también conocido como trastorno de Asperger, es

de naturaleza neurobiolégica. En contraste con el autismo, las personas
con sindrome de Asperger no presentan retraso en el desarrollo del
lenguaje hablado, pero pueden presentar déficits importantes en las
habilidades sociales y comunicativas. A menudo presentan rutinas

repetitivas y preocupaciones obsesivas sobre un asunto particular.
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e Trastorno Generalizado del Desarrollo No Especificado (TGDNE):

el diagnoéstico de TGDNE se considera con frecuencia en niflos que
presentan manifestaciones de autismo que no satisfacen los criterios
diagnoésticos para ninguno de los otros trastornos generalizados del
desarrollo (TGDs).

e Sindrome de Rett : también conocido como trastorno de Rett, este

sindrome neuroldgico afecta principalmente a las nifias, pero hay informes
de varones que también lo presentan. De origen genético, el sindrome de
Rett figura entre las causas hereditarias mas comunes de discapacidad
intelectual profunda y de minusvalia fisica en las nifias, y se presenta en
mas de 1 en 10.000 nacimientos femeninos. Las personas con este
trastorno se desarrollan normalmente hasta los 6-18 meses de edad, y
luego presentan una regresion en su desarrollo, manifestada por
disminucién en el crecimiento de la cabeza, pérdida de los movimientos
manuales voluntarios, y luego aparicion de movimientos estereotipados de
las manos en la linea media. Un gen relacionado con el sindrome de Rett

fue descubierto en 1999.

« Trastorno Desintegrativo Infantil: Los nifios con trastorno desintegrativo

infantil se desarrollan normalmente durante un periodo prolongado (2 a 4
afios por lo general) antes de que aparezca una condicién parecida al
autismo. Caracteristicamente pierden el lenguaje, el interés en el ambiente
social, a menudo también las habilidades para el aseo y el cuidado

personales, e igualmente pueden perder el interés por el ambiente.

Este amplio espectro de manifestaciones clinicas, con causas organicas
diferentes, se caracteriza por la afectacion nuclear de determinadas funciones

fisiologicas y neuro-psicolégicas.

Prevalencia: los estudios convergen a la hora de establecer que en todo el
mundo 5 de cada 10000 personas presenta un cuadro de “autismo clasico”, y de
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gue si se toma en consideraciéon todo el espectro del sindrome, éste afecta
aproximadamente a 1 de cada 700 6 1000 personas. La poblacion masculina en
comparacion a la femenina esta sobre-representada en una proporcion de 4 al.
Se encuentra la misma proporciéon de casos de autismo en todas las clases

sociales y en las diferentes culturas estudiadas.

Algunos estudios recientes establecen que se ha producido un gran
incremento de la tasa de casos identificados. No esta claro si esto representa un
incremento real de la incidencia, o es un efecto de las modificaciones en los
criterios diagnésticos, o el que los profesionales tengan una mayor conciencia del

autismo.

2.1.2 Presentacion clinica

Todos los casos presentan sintomas en las siguientes 3 areas:
1. Alteracion del desarrollo de la interaccién social reciproca.

En algunas personas se da un aislamiento social significativo, otras se
muestran pasivas en su interaccion social, presentando un interés escaso y
furtivo hacia los demas. Algunas personas pueden ser muy activas en establecer
interacciones sociales, pero haciéndolo de manera extrafia, unilateral e intrusa;
sin considerar plenamente las reacciones de los demés. Todas tienen en comun
una capacidad limitada de empatia, pero son capaces, a su manera, de mostrar

sus afectos.
2. Alteraciéon de la comunicacion verbal y no verbal.

Algunas personas no desarrollan ningun tipo de lenguaje, otras muestran
una fluidez engafiosa. Todos carecen de la habilidad de llevar a término un
intercambio comunicativo reciproco. Tanto la forma como el contenido de sus
competencias linglisticas son peculiares y pueden incluir ecolalia, inversion
pronominal e invencion de palabras. Las reacciones emocionales a los

requerimientos verbales y no verbales son inadecuadas: evitacion visual,

5
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incapacidad para entender las expresiones faciales, las posturas corporales o los
gestos; en otras palabras, las conductas implicadas para establecer y regular una
interaccién social reciproca. En algunos casos, el desarrollo del lenguaje puede

verse interrumpido o incluso retroceder.
3. Repertorio restringido de intereses y comportamientos

La actividad imaginativa resulta afectada. La gran mayoria de personas
incluidas en el espectro del autismo fracasan en llevar a término el juego normal
de simulacién, ficcion o fantasia. Esto obstaculiza y limita su capacidad de
entender las emociones de los demas. En algunos casos la actividad imaginativa
es excesiva. En muchos de los casos la actividad imaginativa no es efectiva como

funcion adaptativa.

En la medida que carecen de la capacidad de desarrollar representaciones
internalizadas de las intenciones de los demas, disponen de posibilidades
limitadas para anticipar lo que pueda suceder, y para afrontar los acontecimientos
pasados. Los modelos de conducta estan a menudo ritualizados y son repetitivos.
Pueden darse relaciones perseverantes de apego a objetos inusuales e
insospechados. Los movimientos repetitivos y estereotipados son habituales. A
menudo se da una gran resistencia al cambio y perseverancia en la inmutabilidad.
Cambios insignificantes en el entorno pueden provocar un profundo malestar.
Muchos nifios afectados de autismo llegan a tener intereses especificos o

preocupaciones sobre temas peculiares.

De todas maneras, en muchos casos se da una sensibilidad inusual hacia los
estimulos -tactiles, auditivos, visuales-. Otros rasgos comunes asociados no
especificos incluyen: ansiedades, trastornos del suefio y de las pautas
alimentarias, trastornos gastrointestinales, crisis violentas con conducta auto
lesiva. La expresion clinica puede variar mucho de uno a otro individuo, y también
en un mismo individuo en el transcurso de su desarrollo. Algunos de los signos

pueden ser muy intensos y dominantes en una edad y pueden fluctuar tanto en
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naturaleza como en intensidad en otra, y si bien conducen a perfiles clinicos muy

diferentes, sin embargo, todos son expresiones del espectro del mismo sindrome.

Ademas de las variaciones de expresion conductual, se da una enorme
diversidad respecto al nivel de actividad mental que va desde una inteligencia
normal o incluso superior, hasta un profundo retraso. Hay que tener en cuenta, sin
embargo, que en las tres cuartas partes de los casos incluidos en el espectro del

autismo concurre una alteracién o deficiencia intelectual.

2.1.3 Causas

Una gran cantidad de evidencias cientificas coinciden en que los sintomas de
los trastornos del espectro del autismo son el resultado de alteraciones
generalizadas del desarrollo de diversas funciones del sistema nervioso central. La
causa, 0 causas, esta aun por dilucidar. Esta claro que no se trata de una causa
biolégica Unica, sino que hay que considerar una etiologia multifactorial. En la
mayoria de los casos, se establecen correlaciones con factores hereditarios junto
con una contribucion genética compleja y pluridimensional que daria lugar a una

gran variacion en la expresion de las conductas.™

Sin embargo, sélo con los genes no se pueden explicar todas las variaciones
que se dan en las desviaciones muy precoces. Debe tenerse en cuenta la

interaccion entre el potencial genético y el entorno bioldgico a nivel pre y perinatal.
[90]

En otros casos, existe una gran relacién entre los trastornos del espectro del
autismo y algunas patologias genéticas -fenilcetonuria, esclerosis tuberosa,
neurofibromatosis, X fragil-. Actualmente, en el autismo, es aplastante la evidencia
de un mecanismo causal bioldégico y organico. Se ha demostrado, mas alla de
cualquier duda razonable, que no hay ninguna relacion causal entre las actitudes y
las acciones de los padres y el desarrollo de los trastornos del espectro del

autismo.®”

7
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La expresion clinica hay que considerarla como el resultado de la interaccién
entre la constitucion del individuo -predisposicion biolégica- y un numero de
factores internos y externos que pueden interactuar de manera favorable
protegiendo del riesgo, o de manera desfavorable acentuando el riesgo y la
subsiguiente expresion clinica. Pueden actuar como factores protectores: un
coeficiente intelectual -Cl- alto, el desarrollo del lenguaje y del habla, un
temperamento agradable, el éxito en las intervenciones educativas del desarrollo,
y un entorno social protector que pueda afrontar la mdltiple problemética y, al

mismo tiempo, favorecer un desarrollo sano.

A la inversa, los factores de riesgo incluyen: un coeficiente intelectual -ClI-
bajo, ausencia de lenguaje o de habla, deficiencias neuroldgicas, ausencia de
programas educativos en la primera edad, y un entorno social incapaz de prestar
apoyo y afrontar la tremenda presion causada por la presencia de un nifio
afectado por el trastorno del espectro del autismo.

Asimismo, se presume que agentes externos como la contaminacion,
factores nutricionales e incluso, intoxicacién por metales incluidos dentro de los

elementos biogenésicos, pueden aumentar el riesgo de padecer autismo.
2.2 Los Elementos Biogenésicos

Un elevado numero de elementos quimicos forman parte de los seres vivos
y son conocidos como elementos Biogenésicos o Bioelementos. Se pueden
clasificar de acuerdo a su abundancia en: Bioelementos principales, secundarios y
elementos traza. Los Bioelementos principales, llamados también elementos
mayoritarios, constituyen el 95% de la masa total de los seres vivos, éstos son: C,
H, O y N. Por su parte, los bioelementos secundarios representan el 4,5% de la

materia viva y los elementos traza, menos del 0,01%. !

La importancia de la presencia de los elementos quimicos en el organismo

humano, en especial los elementos traza, radica en que algunos de éstos, regulan

8
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las actividades de muchas enzimas y proteinas, actian como biocatalizadores que
permiten la transformacion quimica de grandes cantidades de sustratos a partir de
los cuales se producen los diferentes componentes necesarios para llevar a cabo

todos los procesos vitales. %

Por otra parte, los elementos quimicos presentes en los seres vivos pueden
ser esenciales y no esenciales. Para que uno de éstos sea considerado esencial
debe cumplir con las siguientes condiciones: i) Estar presente en los tejidos sanos.
ii) Su concentracién en los tejidos de una misma especie debe ser relativamente
constante. iii) La ingesta insuficiente del elemento debe provocar deficiencias
funcionales, alteraciones ultraestructurales y fisiolégicas en algunos casos
reversibles cuando éste vuelve a estar en las concentraciones adecuadas. iv)
Tiene que influir directamente en el organismo y estar involucrado en sus procesos

metabolicos. 2

Es importante sefialar que cualquier elemento quimico, sea esencial o no,
puede ser téxico a partir de unos determinados niveles. Existe un intervalo de
concentraciones considerado 6ptimo dentro del cual se alcanza un valor que le
permite al elemento desempefiar correctamente las funciones biolégicas en un
organismo (ver figura 1). Por debajo o encima de este rango se produce la
deficiencia o toxicidad respectivamente, lo que conlleva a la aparicién de efectos

patoldgicos o incluso la muerte.

Los niveles 6ptimos de un elemento quimico se mantienen en un organismo
mediante mecanismos homeostéaticos. De esta forma se controla la absorcion,
almacenamiento y excrecion del mismo. Sin embargo, se puede producir déficit o

exceso debido a la dieta, problemas en los mecanismos de absorcién, entre otros.

9
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Figura 1. Representacion cualitativa de la respuesta de un organismo frente a la dosis de
un elemento quimico.

Seguidamente, en la figura 2, se presenta un esquema que ilustra la
clasificacion de los elementos quimicos en los seres vivos.

Figura 2. Clasificacion de los elementos quimicos en los seres vivos.

Finalmente, algunas caracteristicas y funciones de los elementos quimicos en
los organismos vivos, especialmente, los bioelementos secundarios y elementos
traza son presentadas a continuacion.

2.2.1 Bioelementos secundarios

Los bioelementos secundarios son conocidos también como
macrominerales o elementos en masa, existen tipicamente en estado ibnico en los

alimentos y en el cuerpo humano. M A este grupo pertenecen: P, Mg, Ca, S, Na,

10
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Cl y K; Entre las funciones y consecuencias de las deficiencias de algunos de

estos elementos en el organismo se encuentran:

a. Magnesio: El magnesio i6nico (Mg®"), es un cofactor para mas de 300
enzimas que intervienen en el metabolismo de los componentes de los
alimentos. Entre las reacciones que lo requieren estan la sintesis de acidos
grasos y proteinas. También desempefia una funcién en la transmision y
actividad neuromuscular. En la contraccién muscular normal, el calcio hace
las veces de un estimulador y el magnesio actia como un relajador. Este
elemento opera como bloqueador de los canales del calcio fisiologico. Se
ha notificado en individuos con deficiencia, trastornos como irritabilidad,
espasmos musculares, convulsiones, estados de coma y alteraciones en la

secrecién de hormona paratiroidea. %

b. Calcio: El calcio iénico (Ca?), en liquidos corporales participa en el
transporte de iones a través de las membranas de organelos celulares,
ademas, constituye el 99% de huesos y dientes; el resto participa en los
procesos de coagulacién de la sangre, contraccibn muscular, transmision
nerviosa y regulacion de la funcion del musculo cardiaco. Su deficiencia es
uno de los factores que intervienen en el desarrollo de la osteoporosis en

una etapa de la vida. ?

c. Potasio: El ion (K") funciona en la regulacion del pH fisiologico. Es
necesario para el metabolismo de los carbohidratos y las proteinas. La
deficiencia se ha relacionado con la hipertension, dolores de cabeza,

irritabilidad y taquicardias.

2.2.2 Elementos traza

Estos se encuentran en concentraciones muy pequefias en los tejidos

corporales y algunos de ellos son esenciales para el crecimiento 6ptimo, la salud y
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el desarrollo de los organismos vivos. De acuerdo a su significado biologico se
clasifican en: elementos traza esenciales (oligoelementos), posibles esenciales y

no esenciales o toxicos. M

Los oligoelementos, se definen como aquellos que se han comprobado
mediante experimentos disefiados y corroborados en forma apropiada, necesarios
para el rendimiento optimo de una funcion especifica en el organismo. Pueden
estar en dos formas en el cuerpo humano: como iones cargados o0 unidos a
proteinas si se encuentran en la sangre o en otros liquidos celulares. Estos
actian como activadores de enzimas, ejercen labores estructurales y metabdlicas,
estimulan o inhiben la funcién hormonal, regulan las respuestas fisioldgicas, la
velocidad y la calidad de la transmision nerviosa, entre otros procesos biolégicos.
Ejemplo de ellos son: Fe, Zn, I, Se, Mn, F, Mo, V, Cu, Cr, Co, Ni, By Si?. Algunas
de las funciones, consecuencias de las deficiencias en el organismo humano y
sintomas asociados con la toxicidad (cuando sus concentraciones exceden
determinados limites) de algunos de estos oligoelementos son presentadas a

continuacion:

a. Hierro: (Fe**, Fe*"); alrededor del 70% se encuentra en la hemoglobina y la
mioglobina. EI hierro de la hemoglobina se coordina con el oxigeno y lo
transporta a través de la sangre a los 6rganos del cuerpo, ademas, es
componente esencial de algunas proteinas como los citocromos. La
deficiencia puede relacionarse en algunos casos con hemorragias
excesivas y producir la anemia como resultado de niveles bajos de
hemoglobina en la sangre. Entre los sintomas de la anemia se encuentran
el cansancio, falta de energia, insomnio, pérdida del apetito y palidez.
Todos éstos se asocian con un aporte disminuido de oxigeno a los tejidos y
a los organos. El hierro también desempefia una funcion inmune, las
personas con niveles bajos de este elemento presentan una resistencia
menor ante las infecciones. Otra deficiencia se relaciona con el

funcionamiento cerebral disminuido, en los nifios puede resultar en

12
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problemas con la capacidad de aprendizaje y el comportamiento. Los
sintomas de toxicidad incluyen la fatiga, la pérdida de peso, dolores de

cabeza, dificultad de respirar y vértigo.

Cobre: (Cu*, Cu®*); componente de la sangre, de las enzimas y varias
proteinas; protege contra oxidantes y radicales libres; favorece la sintesis
de melanina y juega un papel importante en la oxidacion del hierro antes de
transportarlo en el plasma; desempefia funciones en la produccion de
energia de las mitocondrias. Las manifestaciones clinicas de su deficiencia
son: la anemia, anormalidades esqueléticas, despigmentaciéon del cabello;
muchas de ellas son atribuidas a fallas enzimaticas. Las personas con
niveles altos de cobre a menudo presentan una variedad de sintomas como
la fatiga, el nerviosismo, la depresion, la irritabilidad, cansancio, problemas
de comportamiento, dificultades de aprendizaje y enfermedades mentales,

es posible que se desarrolle la cirrosis hepatica. 24

Cromo: En el organismo el Cr* tiene accién sobre la insulina (hormona
producida en el pancreas que controla el nivel de azlucar en la sangre).
Generalmente, no se encuentra en forma ibdnica libre, sino que esta
formando parte de un complejo &cido dinicotinico-glutation denominado
Factor de Tolerancia a la Glucosa (FTG), el cual, ha demostrado aumentar
los efectos estimulantes de la insulina. Se cree que este elemento participa
en el proceso de fijacion de la insulina mediante la formacion de un puente
entre la molécula de esta sustancia y la membrana celular. También,
participa en la sintesis de aminoacidos y controla los niveles de colesterol
en la sangre. La deficiencia altera el metabolismo de los azucares,
aminoacidos y produce el incremento de las grasas en la sangre. La
toxicidad del Cr™® se encuentra bajo estudio. Por otra parte, los compuestos
de Cr*® son muy oxidantes y tienen propiedades carcinégenas. El hecho de

que el Cr*® sea perjudicial para el organismo es que una vez que ingresa

13
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tiende a reducirse en su forma estable que es Cr*® degenerando las células

y provocando diferentes tipos de cancer. 34

Cobalto: (Co®); el ion libre se coordina a ciertas enzimas y existe en
forma de complejo como constituyente de la vitamina Bi; esencial para la
funcion de todas las células, sobre todo las de la médula 6sea, los sistemas
nervioso y gastrointestinal. La deficiencia de cobalto esta relacionada con
la vitamina B2, lo cual produce, anemia macrocitica. Un alto consumo de
cobalto inorganico puede provocar reticulocitosis y un aumento del volumen

sanguineo. 234

Selenio: (Se™, Se*®); Interviene en el metabolismo de la vitamina E y forma
parte de diversas enzimas llamadas selenoproteinas (ver figura 3). La
actividad biolégica mas importante de este elemento es a traves de la
enzima Glutation peroxidasa (GSH-Px) que se reconoce generalmente por
su funcién antioxidante. También, las selenoproteinas de la lodotironina
Deiodinasa (ID) en sus diferentes tipos: ID I, ID II, ID Ill, son capaces de
convertir la hormona T, (tetrayodotironina o tiroxina) en T3 (triyodotironina).
Es rara su deficiencia en el ser humano; Los consumos deficientes
contribuyen a la carcinogénesis. Se ha demostrado que los enfermos con
algunos tipos de cancer tienen bajas concentraciones plasmaticas de este
elemento. Los signos de toxicidad consisten en cambios cutaneos, caries

dental, anormalidades neurolégicas, entre otras. 34
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Figura 3. Selenoproteinas en mamiferos.

Zinc: (zZn*); Las funciones bioguimicas del zinc son muy variadas. Es un
componente esencial de mas de 300 metaloenzimas que participan en las
vias metabdlicas principales. En las metaloenzimas, el zinc habitualmente
se localiza y actua a nivel del sitio catalitico activo, aunque también puede
desempeniar funciones estructurales y/o reguladoras, en cualquiera de los
casos forma un complejo con las proteinas o con las apoenzimas al
combinarse con sus atomos ricos en electrones, como el oxigeno, el
nitrogeno y el azufre. Este elemento juega un importante papel en la
sintesis del acido desoxirribonucleico (ADN), del acido ribonucleico (ARN) y
las proteinas. Es esencial para el normal crecimiento y desarrollo de las
especies. Interviene en los procesos de cicatrizacion, de expresion de
informacion genética, en la sintesis del colageno y en el almacenamiento de
insulina en las células B del pancreas. Ademas, participa en los procesos
de transporte y de inmunidad celular. La deficiencia produce defectos
inmunitarios, retardo en la cicatrizacion de las heridas, del crecimiento y
maduracién sexual. También, lesiones cutaneas, alteraciones en el apetito
y el gusto. La suplementacion por encima de los valores recomendados
interfiere en la absorcion del cobre. Los sintomas de toxicidad en algunos

casos son: la anemia, fiebre y alteraciones del sistema nervioso central.
[1,2,3,4]
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g. Manganeso: (Mn?"); componente de las enzimas, entre la que se encuentra
la dismutasa de superéxido de las mitocondrias. El manganeso se relaciona
con la formaciéon de tejidos conjuntivos esqueléticos, el crecimiento, la
reproduccion, el metabolismo de carbohidratos y lipidos. No se ha
comunicado alguna evidencia fisiolégica por motivo de su deficiencia y los
datos que resultan, estan confinados a los resultados de estudios en
animales. Mahan y Scout-Stump'?, dicen que se ha presentado intoxicacion
por manganeso en mineros debido a su absorcion a través del sistema
respiratorio, el exceso se acumula en el higado y en el sistema nervioso

central, produce sintomas parecidos a los de la enfermedad de Parkinson.

Es importante sefialar que algunos elementos traza presentes en el
organismo poseen esencialidad incierta, por lo tanto, sus funciones vy
requerimientos se encuentran indefinidos en virtud de los papeles a saber en el

funcionamiento del cuerpo humano. Entre ellos se encuentran: Li, Al'y Sn. @

Asimismo, otros elementos traza, conocidos como no esenciales o toxicos,
pueden producir una patologia aguda, desarrollada rapidamente tras la ingesta o
el contacto con una dosis alta o cronica y por exposicion a dosis bajas a largo
plazo. Ejemplo de ellos son: Pb, Cd, Hg y As. A continuacion se presentan

algunos de sus efectos sobre la salud por intoxicacion:

1. Plomo: Afecta los nervios interfiriendo en la produccion energética y el
lanzamiento de neurotransmisores. La toxicidad aguda del plomo conduce a
la encefalopatia. La exposicion de plomo crénica puede dar lugar a
problemas de aprendizaje, especialmente en los nifios, puede entrar en el
feto a través de la placenta de la madre. Debido a esto, puede causar
serios dafos al sistema nervioso y al cerebro de los nifios por nacer. El

peligro potencial del plomo continuaré siendo un problema. ™
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2. Mercurio: La toxicidad del mercurio depende de su forma quimica y, por lo
tanto, los sintomas y signos varian segun se trate de exposicion al mercurio
elemental, a los compuestos inorganicos de mercurio, 0 a los compuestos
organicos de mercurio (en particular los compuestos de alquilmercurio
como sales de metilmercurio, etilmercurio y el dimetilmercurio). El
mercurio tiene un namero de efectos sobre los humanos, que pueden ser
simplificados en los siguientes: afecta al sistema nervioso, ADN vy
cromosomas, efectos negativos en la reproduccién. ElI exceso de mercurio
en el cuerpo puede dafar el higado, rifiones, pancreas, médula, asi como

agravar la hipertension y diabetes. !

3. Cadmio: EIl Cadmio se acumula en los rifiones, donde causa un dafio en
el mecanismo de filtracion. Esto causa la excrecion de proteinas esenciales
y azucares del cuerpo y el consecuente dafio de los rifiones. Lleva bastante
tiempo antes de que el cadmio que ha sido acumulado en los rifiones sea
excretado del cuerpo humano. Otros efectos sobre la salud que pueden ser
causados son: enfisemas, bronquitis cronica, deterioro del sistema

nervioso central, el sistema inmune y desarrollo del cancer. 4
2.2.2.1 Interacciones entre elementos traza.

Existe un creciente interés en la determinacion de elementos traza
esenciales o toxicos en especimenes bioldgicos por su relacion con la salud, la
nutricion y la toxicologia®®. Los metales pesados alteran el metabolismo y las
funciones de ciertos elementos traza como el hierro, el cobre y el zinc, al competir
por los mismos ligandos en ciertos sistemas biolégicos™*!. Por otra parte, se
indica al estado nutricional como modificador del metabolismo y la toxicidad de los
metales pesados™™®. De hecho, estudios en animales demuestran que ciertos
elementos esenciales, como el zinc, el hierro, el selenio y el cobre, especialmente

a elevadas concentraciones, pueden interaccionar con los efectos del plomo y
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otros metales!*”. Asi, las tasas elevadas de plomo producen el desplazamiento del

cobre y zinc de los tejidos™®.

Uno de los mecanismos por los cuales se produce una interaccion entre
elementos traza es la competicion, en el tracto gastrointestinal, por proteinas que
afectan a la absorcion. Asi, la velocidad de absorcion de cadmio esta aumentada
cuando existe deficiencia de ciertos elementos con un mecanismo de transporte
comun®®, los suplementos de Zn que superan en 10 veces a los ingresos diarios
recomendados (15 a 20 mg/dia) producen un déficit condicionado de cobre
acompanado de anemia®?, o las dietas pobres en selenio o0 zinc pueden dar lugar

[21]

a una mayor absorcion de plomo“™. Se considera que la metalotioneina (MT)

intestinal interviene en este efecto!??2%,

Ademas, los elementos tienen en comin la afinidad por la MT?242]
teniendo en coman, por lo tanto, un importante mecanismo de transporte, como
por ejemplo en el caso del cadmio®®?? o del mercurio®®”, almacenamiento e,
incluso, de proteccion frente a los efectos toxicos de los mismos. En la bibliografia

0 [28][29][24][30]

se citan efectos protectores para el cadmi , el cobre!® y el mercurio

249 "antre otros.

El hecho de que la sintesis de metalotioneina (MT) se encuentre inducida
por los metales esenciales CulPYE? y zn ZI3L32] - 357 como por los metales toxicos

o BUBAY v mercurio BIBUEA explica el efecto protector de unos elementos

cadmi
sobre otros, como sucede con el zinc en el caso del cadmio 34 o en el caso del

mercurio®.

La interaccion entre el mercurio y otros elementos, en particular el selenio,
ha sido de gran interés en las Ultimas décadas. El selenio puede interaccionar en
el organismo con una serie de metales toxicos (As, Cd, Hg, Cu, Ag, Pb, etc.),
impidiendo el dafio de éstos en diferentes tejidos!?!]. La reduccién de la toxicidad

del mercurio por parte del selenio ha sido observada por diversos autores por
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estudios, tanto en animales como en el hombre. Sin la necesidad de suplementos
de selenio, el selenio procedente de la alimentacion es capaz de reducir la

toxicidad crénica del metilmercurio®®,

El mecanismo por el cual el selenio ejerce una cierta protecciéon contra la
toxicidad del mercurio es desconocido (OMS, 1987), pero el hecho de que la
vitamina E y otros antioxidantes tengan el mismo efecto protector ha planteado la
hipdtesis de que actian sobre los radicales libres producidos en la accion del

mercurio®™”. Se han propuesto tres mecanismos de actuacion:™.
1. Formacion de complejos insolubles y estables con estos metales.

2. Union a proteinas de bajo peso molecular y junto al metal, formar proteinas

de gran tamafo que no atraviesen la membrana celular.
3. Interfiriendo en el metabolismo de dichos metales.

La accién protectora del id6n selenio en el caso del metilmercurio no implica
un aumento en la excreciéon de mercurio, sino que origina una alteracion en su
distribucién con incremento de la concentracién de mercurio en el cerebro® lo
gue sugiere que el efecto sobre la distribucion del mercurio se realiza por medio
de un mecanismo tisular especifico, mas que por un mecanismo general que
afecte a todos los tejidos por igual™®. En el hombre expuesto de manera crénica al
mercurio (inorganico u organico) se observa una acumulacion paralela de selenio

y mercurio en rifién y el resto de los tejidos.

El estudio de los comportamientos descritos en parrafos previos, han sido
desarrollados a través del empleo de diferentes técnicas analiticas, cuya
aplicacion depende de lo que se desea determinar, asi como también del grado de

sensibilidad y rigurosidad requerida.
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2.3 Técnicas analiticas empleadas para la determinacion de metales en nifios

de Espectro Autista.

Para la determinacion del contenido metalico en niflos autista en
indicadores biolégico como cabello y orina, han sido sumamente importantes los
avances que se han producido para diversas técnicas analiticas. En el caso de la
espectroscopia de absorcion atdbmica con atomizacion de llama (FAAS) en 1928 y
la espectroscopia de absorcién atémica con atomizacion electrotérmica o de horno
de grafito, en 1959 (ETAAS), el limite de cuantificacion mejoré desde partes por
cien (pph) o gramos por litro, a partes por millén (ppm) o miligramos por litro vy,

finalmente, a partes por billén (ppb) o microgramos por litro.” 17,

“Para reducir las interferencias producidas por la matriz o medio en el que
se encuentra el analito, se han utilizado diferentes técnicas de digestion, dentro de
las que estan incluidas la digestion por vias humeda y por via seca, para analizar
suero, sangre, orina y otros especimenes. Sin embargo, la adiciébn de esta etapa
de digestion puede introducir errores considerables, por lo que la aparicién de la
correccion de fondo por efecto Zeeman introdujo la posibilidad de analizar
directamente las muestras clinicas, a excepcion de los tejidos, sin una previa
digestion.” 17,

“En los afios setenta y ochenta aparecieron técnicas como la activacion de
neutrones o el plasma acoplado inductivamente (ICP) y, finalmente, la tecnologia
de punta del plasma acoplado inductivamente acoplada a la espectrometria de
masas (ICP-MS) que permite cuantificar los elementos traza a niveles de partes

por trillén (ppt) o nanogramos por litro (ng/L).” ¥/,

“Con el uso de estas técnicas se han descrito enfermedades asociadas a
los elementos traza como la encefalopatia dialitica, en el caso del aluminio, la

enfermedad de Wilson, en el caso del cobre, que han provocado que se
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establezcan unos intervalos de concentracibn aceptables para los distintos

elementos traza.” #7,

Tabla |. Diferentes caracteristicas de las principales técnicas analiticas utilizadas
para la determmamon de elementos traza!*”.

Patron interno

Deteccion multlelemental
simultanea

Interferenua de fondo Baja Baja

Para este estudio en particular, se trabajo con el espectrofotometro de

absorcion atémica con generacion de vapor frio (CV-AAS) para la determinacion
de mercurio vy, el espectrometro de emisién atbmica con plasma inductivamente
acoplado (ICP-OES) para elementos como zinc, cobre, cromo, selenio cadmio y
plomo, cuyas técnicas son descritas ampliamente en secciones posteriores de

este trabajo.

2.3.1 Plasma 6ptico inductivamente acoplado (ICP-OES).

Por definicion, un plasma es una mezcla gaseosa conductora de la
electricidad que contiene una concentracidn significativa de cationes y electrones
(la concentracion es tal que la carga neta se aproxime a cero). EIl origen de la
emision continua proviene aparentemente de la recombinacion de los electrones

con el argén y otros iones.

En el plasma de argén empleado frecuentemente en los andlisis de emision,
los iones de argdn y los electrones son las principales especies conductoras,
aunque los cationes de la muestra también estén presentes en menor cantidad.
Una vez que se han formado los iones de argén en un plasma, son capaces de

absorber la suficiente energia de una fuente externa como para mantener la
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temperatura a un nivel tal que la posterior ionizacidbn sustente el plasma

indefinidamente; la temperatura puede llegar a ser de 10000 °K en el ntcleo. 7]

Un plasma caracteristico tiene un ndcleo no transparente, blanco brillante y
muy intenso, coronado por una cola en forma de llama. Las observaciones
espectrales por lo general se hacen a una altura de 15 a 20 mm por encima de la
bobina de induccion. En esta zona la radiacion de fondo esta libre de las lineas
del argén y resulta adecuada para el anélisis. 1"

2.3.1.1 Fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP, Inductively

Coupled Plasma)

El equipo de ICP OES utliza una
Plasma ——

fuente de plasma de acoplamiento inductivo

. . , . Altura de ohservacidn
para disociar los atomos o iones que

Bobina de induccién

constituyen la muestra, excitdndolos a un
nivel de energia de donde emiten luz al m

relajarse con una longitud de onda D

#==T+——— Flujo de gas tangencial que

, . o tta el pl de Arod
caracteristica. La fuente de plasma de e R

7 +———— Flujo de gas Awidliar

acoplamiento  inductivo se denomina .
ubo Central
(Imyecton)

antorcha (ver figura 4). Consiste en tres

T ——— Flujo de gas nebulizador

tubos concéntricos de cuarzo a través de los (Potato del erstl

cuales fluyen tres corrientes de argon. El Figura 4. Fuente de plasma de
diametro del tubo mas grande es de acoplamiento inductivo (antorcha).

aproximadamente 2,5 cm. Rodeando la parte superior de este tubo se encuentra
una bobina de induccion, refrigerada por agua, que estid alimentada por un
generador de radiofrecuencia, capaz de producir una potencia de 0,5 a 2 KW a

unos 27 o0 41 MHz.

La ionizacion del argon que fluye se inicia por medio de una chispa que

proviene de una bobina Tesla. Los iones resultantes y sus electrones asociados
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interaccionan entonces con el campo magnético oscilante producido por la bobina
de induccién. Esta interaccién hace que los iones y los electrones dentro de la
bobina se muevan en trayectorias circulares. Las temperaturas alcanzadas son
debidas al calentamiento 6hmico que surge como consecuencia de la resistencia

que presentan los iones y electrones a este movimiento. [47.48]

Estos electrones ionizan el gas plasmogeno que se inyecta tangencialmente
formando un patréon en remolino y es el responsable de sostener la descarga,
ademas, enfria las paredes del tubo central. Otro gas también es inyectado y es
llamado gas auxiliar, su funcion es estabilizar el flujo hidrodinamico en la antorcha
y centra al plasma. ®®®ULas muestras disueltas son transformadas en un aerosol
de particulas finas por los nebulizadores, los cuales se acoplan al sistema de
generacion del plasma. El aerosol se introduce dentro de la antorcha mediante un

flujo de argén de 0,3 a 1,5 L/min llamado flujo de gas nebulizador. 748!

El proceso de excitacion se inicia cuando la energia de la fuente ICP es
transferida hacia el canal central a lo largo del cual se introduce la muestra a
analizar, una vez alli comienza a sufrir un proceso secuencial de desolvatacion,

vaporizacion, atomizacién, excitacion e ionizacion (ver figura 5).

lones Atomos Gas Solido Liquido

000 _

-

el bl

E + Aerosol

olale

lonizacidon Atomizacion  Yaporizacion Desolvatacion

Figura 5. Estados de la materia y procesos que sufren los atomos a lo largo de
su camino a través del plasma (configuracion axial).
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Posteriormente, la luz emitida por los atomos excitados e ionizados
presentes en la muestras es colectada por un sistema 6ptico. Este enfoca la luz
hacia un detector que transforma la energia electromagnética en una sefial
eléctrica que es amplificada, registrada y expuesta para ser leida. En la figura 6,
se presenta un esquema del instrumento de ICP OES. Finalmente, hay que
destacar que existe la posibilidad de analizar directamente muestras solidas y

gaseosas empleando la técnica de ICP OES. Para introducir las muestras sélidas

se utilizan .
procedimientos T
como los de 0
vaporizacion
— 1

electrotérmica y ’
ablacién por laser.
47 Las gaseosas se WLl ™

. 1. Fuente [CP 6. Red de dispersidn -
analizan por 2. Lente 7. Detectar —]

I . 3. Lente 2. Ubicacidn del detector EEEN
aCOp amiento con 4. Rendija 9. Sisterna de Amplificacion
Cromatograﬁa de 5. Espejo colimador 10. Sistema de lectura

gases 0 generacion Figura 6. Sistema espectroscopico del ICP-OES (configuracion

radial).

de hidruros.

2.3.2 Espectrofotometro de absorcion atomica con generaciéon de vapor
frio (CV-AAS).

La técnica de vapor frio es un método de atomizacion aplicable solamente a
la determinacion de Hg, ya que es el Unico elemento metalico que tiene una

el El método de eleccién

presion de vapor apreciable a temperatura ambient
para su analisis es la vaporizacion fria seguida de espectrofotometria de absorcién
atémica. En la realizacion de este tipo de anélisis el Hg se convierte en Hg*? por
tratamiento de las muestras con una mezcla oxidante de acidos nitrico y sulfarico,

seguido de la reduccion del Hg*? al metal (Hg® , normalmente volatil, con un
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NaBHj,, en un sistema cerrado, como se indica en la figura 7, produciéndose asi la

reaccion descrita por la siguiente ecuacion quimica:

Hg*? + 2BHy » Hg® + H, + BoHs (1)

El mercurio elemental es conducido mediante un gas a una célula de
cuarzo (tubo de absorcién de camino 6ptico largo) por donde pasa el rayo de luz
monocromatica correspondiente (longitud de onda de 253,7 nm). Se obtienen los

limites de deteccién en un intervalo de las partes por billon!*%®!,

o e

Figura 7. Diagrama del sistema de flujo de inyeccién. A, solucién acida transportadora; B, agente
reductor; c, reactor; D, Desechos; GL, separador gas/liquido; F, Celda de atomizacion (cuarzo); H,
espectrémetro de absorcién atomica; V, valvula de inyeccion; P, bomba peristaltica; M, Muestra;
MC, micro—columna; L, solucién eluyente

2.4 Estudios sobre la incidencia de los metales pesados en la apariciéon del

Sindrome del Espectro Autista.

Son muchos los estudios que se han realizado con la finalidad de establecer
relaciones metal-autismo, sobre todo en el caso del mercurio. Sin embargo, en
esta seccion, se presenta un resumen de los trabajos mas recientes relacionados

con esta investigacion:

e Lathe, R. (2006)Y, realiz6 el analisis de muestras de orina de cientos de
nifios franceses, con y sin autismo, con la finalidad de establecer

relaciones entre el autismo y la exposicion a metales pesados. Logrando
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observar que las muestras de los nifios con autismo contenian niveles
extraordinariamente elevados de una familia de proteinas conocidas como
porfirinas (las concentraciones de la molécula coproporfirina en la orina de
los nifios con autismo eran 2,6 veces las de los niflos de control). Las
porfirinas son precursoras en la produccién de hemo, el componente de la
hemoglobina que transporta el oxigeno, y los metales pesados bloguean
la produccién de hemo, haciendo que las porfirinas se acumulen en la
orina. Lathe, concluyé que si la tendencia observada lograra confirmarse,
significaria que algunos casos de autismo se podrian tratar con farmacos

gue eliminen los metales pesados del cuerpo.

Palmer, R. (2006)[92], estudio los datos de liberacién de mercurio de 39
centrales eléctricas encendidas por carbdén y 56 estaciones industriales de
Texas y se examinaron los indices de autismo de 1.040 distritos de este
Estado. Por cada 1.000 libras de mercurio liberado en el ambiente por las
fuentes industriales de Texas en 1998, habia un aumento del 2,6% en el
indice de autismo para el afio 2000 y éste ascendia al 3,7% por cada
1.000 libras de mercurio liberado por las centrales eléctricas. Palmer logro
determinar que la prevalencia de autismo se reducia del uno al dos por
ciento por cada 10 millas de distancia de la fuente de mercurio v,
concluyendo asi que los niveles de mercurio en plantas, animales y
personas son mas altos cuando estan cerca de una fuente de liberacion
de este metal. Esto puede ser mas peligroso si los afectados son nifios,
sobretodo en la fase de desarrollo de los nervios, lo que puede llevar a

trastornos como el autismo.

Adams, J., et. al. (2003)®3 determinaron los niveles de 39 metales
toxicos y minerales esenciales en muestras de cabello para nifios con
trastornos del espectro autista y un subconjunto de sus madres en

comparacion con los controles. Observandose que: (1) los niveles de yodo
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son un 45% menor en los nifios con autismo (p = 0,005); (2) los niveles de
litio fueron 30% mas bajos (p = 0,04) en los nifios mas pequefios con
autismo. Ademas, las madres de nifios pequefios con autismo tenian
niveles especialmente bajos de litio (-56%, P = 0,005). (3) Los nifios con
pica tenia un 38% menos en el nivel de cromo (p = 0,002), y también mas
bajos niveles (58% menos) de sodio (p = 0,05). (4) Los nifios con bajo
tono muscular presentaron niveles muy bajos de potasio (-66%, p = 0,01),
altos de zinc (+31%, p = 0,01), y elevados niveles de bario (+109%, p =
0,03). Concluyéndose asi que todos los resultados antes mencionados
deben ser investigados en un estudio mas amplio, para confirmar los
hallazgos. Estos hallazgos pueden ser importantes en términos de que
apunta a las deficiencias nutricionales como un factor que contribuye a la

etiologia del autismo.

Adams, J., et. al (2003)°¥, desarrollaron un estudio que compara la
excrecion de mercurio después de un periodo de tres dias de tratamiento
con un agente quelante oral, &cido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA), en nifios con trastornos del espectro autista y de una poblacion
control. En general, las concentraciones de mercurio en orina fueron
significativamente mayores en 221 nifios con trastornos del espectro
autista que en 18 controles normales (aumento relativo (RI) = 3,15, P
<0,0002). Ademas, en los casos de nifios vacunados, se not6 una
concentraciéon de mercurio urinario significativamente mayor que la de los
controles sin vacunar (Rl = 5,94, P <0,005). Sin embargo, las
concentraciones de mercurio urinario observado entre controles
vacunados y sin vacunar fueron similares, y no se encontré asociacion
entre el cadmio en orina o las concentraciones de plomo y el trastorno del
espectro autista. Concluyéndose asi, que las concentraciones de mercurio
determinadas en la orina, podrian plausiblemente ser una consecuencia
del contenido de timerosal de las vacunas infantiles, aunque fuentes

externas de mercurio, incluyendo la exposicion de las madres al metal,
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también pueden contribuir en la carga metalica encontrada. Por lo tanto,
independientemente del mecanismo por el cual los nifios con trastornos
del espectro autista logren expulsar concentracion elevadas de mercurio
por la orina, el tratamiento DMSA descrito en este estudio podria ser util

para diagnosticar la carga de mercurio en nifios de espectro autista.

e Holmes, A., et. al. (2003)®! estudiaron los niveles de mercurio en el primer
corte de cabello de nifios autistas (de bebés). Trabajaron con muestras de
94 nifios diagnosticados con autismo utilizando el Manual Diagndstico y
Estadistico de Trastornos Mentales, 4 2 edicion (DSM V). Asimismo,
recolectaron informacion, a través de cuestionarios maternos y observacion
clinica, respecto a la dieta, nimero de amalgamas dentales, historia de
vacunas, la administracion de inmunoglobulina Rho D, el autismo y la
gravedad de los sintomas; logrando hallar que los niveles de mercurio en el
grupo autista fue de 0,47 ppm frente a 3,63 ppm en los controles, una
diferencia significativa. Ademas, encontraron que en las madres del grupo
de autistas habian niveles mas altos de exposicion al mercurio a través de
inyecciones de inmunoglobulina Rho D y del numero de amalgamas
dentales que en las madres del grupo control. Ademas, en el grupo de nifios
autistas, los niveles de mercurio en el cabello variaron considerablemente
en funcion de la severidad del autismo, obteniendo medias de 0,79, 0.46 y
0.21 ppm para moderado, severo y leve, respectivamente. También hallaron
gue, los niveles de mercurio en el cabello entre los controles, se
correlacion6 significativamente con el niumero de amalgamas y el consumo
de pescado de las madres, asi como la exposicién al mercurio a través de
vacunas de la nifiez, correlaciones que estuvieron ausentes en el grupo de
autistas. Adicionalmente, los patrones de excrecion de mercurio en el
cabello de los nifios autistas se redujo significativamente en relacion con la
poblacién control. En consecuencia, llegaron a la conclusion de que los
datos que obtuvieron ponen en duda la eficacia de los analisis de cabello

como una medida del total de la exposicién al mercurio en un subconjunto
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de la poblaciéon y, que a la luz de la verosimilitud biolégica del mercurio en
el papel de los trastornos neurologicos del desarrollo, es posible que exista
un mecanismo por el cual la exposicion al mercurio pueda aumentar el

riesgo de autismo.
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lll. Objetivos

3.1 Justificacion.

En los ultimos afios, se ha incrementado el nimero de estudios sobre el
autismo, debido principalmente a un incremento significativo de las tasas de
individuos afectados. Se considera que aproximadamente uno de cada 150 nifios

presenta algun nivel del Sindrome de Espectro Autista.

No se conocen las causas que lo originan, pero se cree que su origen esta
asociado a factores genéticos predeterminados por la influencia multifactorial de
desoOrdenes gastrointestinales, un sistema inmune deficiente y/o la contaminacion

80 Debido a esto, existen numerosos estudios dedicados a la

ambiental!
busqueda de informacién contundente respecto a los mecanismos que intervienen
en la aparicion del Sindrome, entre ellos aquellos que buscan determinar la

posible influencia de los elementos traza en el desarrollo del autismo.

En Venezuela, son pocos los analisis de elementos trazas que se han
realizado en muestras bioldgicas de personas con autismo. La mayoria de las
investigaciones se enfocan en el papel del mercurio en bioindicadores como
sangre y orina. Esta situacion, ha conllevado a muchos médicos, a buscar
alternativas que le suministren mayor informacion sobre el contenido metalico en

el cuerpo de los niflos de Espectro Autista.

Hoy en dia, uno de los examenes utilizados por los médicos venezolanos,
es la determinacion del contenido de elementos traza en cabello. Estos estudios,
ademas de ser onerosos, son realizados en laboratorios extranjeros como
Doctor’s Data, Inc y Trace Elements, Inc. Tal situacion, implica ademas de una
mayor inversioén, la ausencia de bases de datos relacionadas a la carga metalica
de nifios autistas venezolanos, que permitan estudiar a fondo la existencia o

ausencia de relaciones metal-autismo.
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Adicionalmente a esto, son muchas las opiniones encontradas respecto a la
utilidad de este tipo de andlisis. En el caso del cabello, el Dr. Dan Pascual,
investigador quimico en los CDC (Centers for Disease Control and Prevention),
hace hincapié en que el cabello tiene ventajas reales en que: (1) puede contener
niveles relativamente altos de sustancias peligrosas de potencial interés, incluidos
los elementos y algunos compuestos organicos, (2) no es un método invasivo, y
(3) se trata de un modelo estable. También asevera que algunas de las
limitaciones son: la falta de precision y la exactitud de los resultados,
contaminacion externa, las variaciones interindividuales, la falta de correlacion con

los efectos en la salud, y la falta de intervalos de referencia fidedignos“oz].

Por tal motivo, surge la necesidad de realizar investigaciones mas amplias
gue permitan determinar la utilidad de indicadores bioldégicos como cabello y orina,
para proporcionar a los galenos venezolanos analisis mAas precisos;
estableciéndose asi relaciones ciencia — salud y/o ciencia -sociedad. Dado que el
autismo no distingue entre clases sociales y, que son muchos los padres de

escasos recursos econdémicos que no pueden costear este tipo de analisis.

Es por ello, que se ha planteado la optimizacibn de métodos para la
determinacion de la concentracion de elementos traza en cabello y orina de nifios
de espectro autista, que puedan llegar a formar parte de los examenes rutinarios

de médicos venezolanos.

3.2 Objetivo general.

Determinar el contenido de elementos traza Zn, Cu, Cr, Se, Pb, Cd y Hg, en
muestras biolégicas de nifios venezolanos con sindrome de espectro autista

empleando técnicas de espectroscopia atomica.

3.3 Objetivos especificos.
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Optimizar las metodologias de andlisis para la determinacién de elementos

traza en cabello y orina, a través de técnicas de espectroscopia atbmica.

Determinar las concentraciones de los metales esenciales: Zn, Cu, Cr, Se
y no esenciales: Hg, Pb, Cd, en cabello y orina de nifios de espectro

autista, a través de técnicas de espectroscopia atbmica.

Comparar el contenido de los elementos traza en nifios autistas con el de

un grupo control.

Estudiar la existencia de posibles correlaciones entre la concentracion de
elementos traza en nifios de espectro autista, con factores como la dieta y

la severidad del trastorno.



IV. Parte experimental

4.1 Equipo

4.1.1 Espectrometro de emisién atémica con plasma inductivamente
acoplado (ICP-OES).

Para la determinacion de los elementos trazas en las muestras de cabello y
orina, se utilizé un espectrometro de emision atdbmica con plasma inductivamente
acoplado de argén con deteccion simultanea marca Termo Jarrel Ash, modelo

IRIS-HR, vista radial, de deteccion simultanea, que se muestra en la figura 8.

Figura 8. Espectrémetro de Emisién Atdmica Thermo Jarrel Ash en funcionamiento.

La tabla Il presenta las condiciones de trabajo empleadas, las cuales fueron

optimizadas en trabajos previos. ]
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Tabla Il. Condiciones de operacién del equipo ICP-OES vy longitudes de onda de
trabajo.

Parametros de operacion Valor

Potencia del generador RF 1350 W
Flujo gas plasmoégeno 12 L/min
Flujo de gas nebulizador 0,4 L/min
Aspiracién de muestra 1,14 mL/min
Flujo de gas auxiliar 1,5 L/min
Zn(IN202,5;  Cu()219,9;  Cr(11)283,6;
A-trabajo (nm) Se(l);196,1 Pb(11)220,3; Cd(l)226,5;

A: longitude de onda de trabajo

nm: nanémetros

El equipo consta de los siguientes componentes: un generador de
radiofrecuencia (RF). el cual opera a una frecuencia de 27,12 MHz; una antorcha o
guemador del tipo desmontable, fabricada de cuarzo, circundada por tres espiras
de cobre de 4,0 mm de diametro externo, refrigeradas por agua. El sistema 6ptico
esta constituido por un monocromador de dispersion cruzada, provisto de una red
de echelle de dispersién cruzada de 62 lineas/mm, una distancia focal de 381mm
y un prisma; este arreglo permite obtener un espectro en dos dimensiones. El
detector que utiliza el equipo es el de inyeccion de carga (CID, Charge Injection
Detector), en estado solido, el cual permite una deteccién simultanea. Esta
fabricado en silicio y opera a unas bajas temperaturas de -70 °C mediante argén

gue circula en una unidad refrigerante.

4.1.2 Espectrofotometro de absorcion atdbmica con generaciéon de vapor
frio. (CV-AAS)
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Para la determinacion del contenido de mercurio en las muestras, se utilizo

un espectrofotometro de absorcién atdmica con generacion de vapor frio (CV-
AAS), marca Perkin Elmer, modelo FIMS — 100 Flow Injection (ver figura 9), que
consta de una vélvula de 4 puertos y un separador gas liquido. Este equipo tiene
una sensibilidad caracteristica de 0,25 g, la radiacion es obtenida por una
lampara de mercurio Perkin Elmer, junto con una celda de cuarzo del tipo FIMS-

cell.

Figura 9. Espectrémetro de absorcién atémica con generacién de vapor frio, marca Perkin
Elmer, modelo FIMS-100.

La tabla lll, presenta las condiciones Optimas de seleccionadas para la

determinacién de Hg en las muestras.

Tabla Ill. Condiciones de operacion para el CV-AAS.

Parametros Valor
Longitud de onda (A) 253,7 nm
[NaBHa] concentracion 0,2% m/v
[HCl]concentracién 5% pl/v
Flujo de reductor 5mL7min

Flujo de &cido transportador (HCI) 9mL/min
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Para la digestion de muestras y material certificado, se emple6 un bafio de
ultrasonido de la casa Cole Parmer, modelo 8894 con porta muestra circular

semigiratoria.

4.2 Soluciones y reactivos

Para la digestion de las muestras de cabello se emple6 acetona al 99,5%,
HNO3; al 65% p/p, tetradestilado en un destilador de teflon a temperatura por
debajo del punto de ebullicién, asi como también H,O, al 30%p/p, todos de la casa
Riedel de Haen. Ademas, se utilizo la sal di-sodica de EDTA al 99% de pureza,

marca Merck. EI HNO3 también fue utilizado para la acidificaciéon de los patrones.

La preparacion de los patrones multielementales utilizados para la
construccion de las curvas de calibracion en ICP-OES, se llevo a cabo empleando
estandares de Zn, Cu, Cr, Se, Pb y Cd de 1000 mg/L al 2% de HNO3 cada uno, de
la casa Merck. En el caso del Hg, se prepararon patrones para la elaboracién de
curvas de calibracién por CV-AAS, partiendo de un estandar de 1000mg/L al 2%
HNOS3, marca High-purity Standard; estos fueron acidificados con los acidos nitrico
y sulfarico (HNOg tetradestilado y H,SO,)

Para el tratamiento de las muestras de orina se utiliz6 HNO3; al 65% p/p
tetradestilado, H,SO, al 98% p/p, ambos de la marca Riedel-de-Haén, KMnQO, al
99,1% p/p marca J.T. Baker. Adicionalmente, se us6 para la determinacién de Hg,
NaBH, al 95% p/p marca Riedel-de-Haén, como agente reductor y HCI al 99% p/p
de la zasa Merck, como &cido transportador. Para todas las muestras, se emple6
agua 18 MQ, obtenida de un sistema Nano pure (Barnstead Thermolyne,
Alemania). Asimismo, se emple6 un bafio de ultrasonido de la casa Cole Parmer,

modelo 8894 con porta muestra circular semigiratoria.
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La solucién de sudor artificial utilizada en este estudio, se prepar6 a partir
de sulfato de calcio anhidro (CaS0O,) al 99,9% y cloruro de sodio (NaCl) al 99,8%,
ambos de la casa Baker Analyzed Reagent; sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS0,4.7H20) al 99,5% y urea (H,NCONH;) al 99,8%, los dos marca Merck,
sulfato de potasio (K;SO,) al 99,5% de la casa Riedel de Haen. La proporcion de

las sales para la preparacion del sudor artificial se indica en la figura 10.

100 mL de H20 destilada
(Sudor artificial)

Figura 10. Proporcion de las distintas sales para la preparacién de 100mL de una solucién
de sudor artificial.

4.3 Materiales de referencia

El material de referencia utilizado estuvo constituido por: las muestras
certificadas NIST-1566b de tejido de ostra, NIST-2976 de tejido de mejillon, NCS
ZC 81002b de cabello y Urine Seronorm™ .

4.4 Muestreo.

Se analizaron muestras de cabello y orina de nifios espectro autista del
Centro Integral para la Estimulacion Cognitiva y Comunicativa (CIPECC), con

edades comprendidas entre 2 y 15 afios.
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Las muestras de cabello y orina fueron tomadas considerando factores pre-

analiticos como: edad, sexo, alimentacion y medicacion, que pueden influir en los

resultados de la determinacion de elementos traza en estas. Para ello se aplicé la
encuesta que se presenta en el apéndice 6.

Asimismo, se presentd a los representantes toda la informacién
correspondiente al estudio, a través del folleto que se muestra en el apéndice 7,
pudo clasificarse a los nifios segun la severidad de autismo que presentaron, en

funcioén de diagnaésticos realizados por médicos calificados.

Para la recoleccion de la orina (24 horas), se tomaron por 24 horas las
micciones del infante, exceptuando la primera miccion del dia, en botellas color

ambar; manteniéndolas bajo refrigeracion hasta el momento de su tratamiento.

En el caso del cabello, se procedi6 a cortar una porcion de
aproximadamente un gramo, de la zona occipital de la cabeza del infante lo mas
cercana al cuero cabelludo. Las mismas fueron depositadas en bolsas plasticas

hasta el momento de su digestion.

4.5 Metodologia experimental.

La metodologia experimental de este estudio se encuentra divida en dos
partes: la primera, destinada para optimizar parametros metodologicos y la
determinaciéon de las figuras de mérito correspondientes. La segunda parte, se
dedico al analisis de las muestras de cabello y orina de nifios de Espectro Autista

y de un grupo control (niflos sin autismo).

Parte I. Optimizacion de parametros instrumentales y metodoldgicos para el

analisis de las muestras.
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[.4.5.1 Optimizacion de los parametros instrumentales para Ila

determinacion de Hg en muestras de orinay cabello por CV-AAS.

Para la optimizacion de los pardmetros instrumentales se adoptdé un modelo
univariado, en el cual se evaluaron diferentes factores en funcién de la maxima
sefial de absorbancia con la menor variacion entre las medidas. Los factores
estudiados fueron: la concentracion del reductor (NaBH,) y la influencia de los
diferentes acidos (HNO3 y HCI) en la reaccion del mercurio con el agente reductor
utilizado (NaBH,). Partiendo de concentraciones de acido (5%) y flujo de reductor

(5mL/min), previamente optimizados por Diaz *°® .

Para optimar la concentracion del NaBH,4, se midio la sefial de absorbancia
de un patron de Hg de 3ug/L, utilizando diferentes concentraciones de NaBH,4

preparadas entre 0,1y 0,4% pl/v.

En el caso de la influencia de distintos acidos, el estudio se realiz6
construyendo curvas de calibracion de seis patrones (0.5, 1, 3, 5, 10, 20 ug/L) a
concentraciones iguales de acido, empleando como acidos transportadores, HCI y
HNO3, ambos al 5%.

1.4.5.2 Optimizaciéon de la metodologia de analisis de muestras de cabello
para la determinacion de Hg por CV-AAS y Cd por ICP-OES.

[.4.5.2.1 Optimizacion del tiempo y numero de lavados para la

determinacion mercurio (Hg) en cabello.

Los estudios sobre el efecto de los metales presentes en el cabello,
poseen el principal inconveniente de no poder distinguir entre los elementos
incorporados por mecanismos endoégenos o exdgenos. Tal distincion es muy
importante, debido a que los metales incorporados mediante un mecanismo

exégeno pueden influir apreciablemente en la interpretacion de los resultados,
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especialmente cuando se utiliza el cabello como bioindicador. Es por esto, que
como primer paso, se llevé a cabo un enriquecimiento con sudor artificial, a partir

de soluciones con concentraciones de Cd y Hg conocidas.

El principal propésito de este andlisis, fue verificar la existencia o ausencia
de afinidad del cabello hacia elementos como Hg y Cd (mecanismo exdgeno), y
asi, determinar la cantidad de metal que puede ser adsorbido por el mismo.
Finalmente, en funcién del método de lavado empleado por Rojas®® (analizé este
efecto para el resto de los elementos estudiados en este trabajo: Zn, Cu, Cr. Se y
Pb), efectuar las modificaciones necesarias que permitieran obtener la mayor
eficiencia de remocién del contenido de mercurio y cadmio de caracter exogeno,

gue pudiera adherirse al tejido objeto de estudio.

Para enriquecer la superficie del cabello con Cd y Hg, las muestras fueron
impregnadas con 5mL de sudor artificial, con una concentracion de 5mg/L de cada
elemento. Se dejo reposar por un periodo mayor de 24 h, para asegurar que se
adsorbiera la mayor cantidad de los elementos que estaban presentes en la
solucion. Luego, se lavd con agua desionizada y se dejo secar en una estufa a
una temperatura de 60°C. Finalmente, las muestras de cabello fueron digestadas
partiendo del procedimiento sefialado previamente en la seccion 11.4.4.1.2 de este
trabajo y, se analizaron empleando el CV-AAS para Hg y para Cd el ICP-OES.
Cada andlisis se realiz6 por triplicado y los resultados obtenidos fueron

comparados con los de la muestra de cabello sin contaminar.

Para establecer la cantidad de metal adsorbido o removido de la superficie
del cabello, se midieron muestras contaminadas y sin contaminar con una solucién
de sudor artificial, de manera tal, que a través de las ecuaciones (Ec.). 1y 2,

pudieran obtenerse tales cantidades:

C.MAA'=M.C.S" -M.S.S” [Ec. 1]

* C.M.A= Cantidad de metal adsorbido (ug/g)
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** M.S.S= Muestra sin sudor (ug/g)

*** M.C.S= Muestras con sudor sin lavar (ug/g)

C.M.R'=M.C.S*-M.C.S.L* [Ec.2]

1 C.M.R= Cantidad de metal removido (ug/g)
2 M.C.S.L= Muestra con sudor + lavado (ug/g)

3 M.C.S= Muestras con sudor sin lavar (ug/g)

Para facilitar la interpretacion de los resultados y apreciar el efecto de los

lavados, se calculé el siguiente factor:

i. Porcentaje elemental de origen exdgeno removido por los agentes de
lavado: provee informacion sobre la proporcion de masa total removida, de
origen exdgeno y se determind mediante la siguiente ecuacion:

M.C.5L (pg/E)

% Remocion= 100 [1 "~ McS(pgle)

| [Ec. 31

1.4.5.2.2 Estudio de la adsorcion de Hg en recipientes de plastico.

Este andlisis se realizé con el proposito de verificar si existian problemas de
adsorcién de Hg al utilizar material de plastico para el andlisis de cabello. Para
ello, se trabajo con una muestra de cabello determinada, de la cual se pesaron 4
réplicas en las mismas proporciones, tanto en recipientes de vidrio, como en
recipientes de plastico. Una vez pesadas, para dos de las réplicas de cada

recipiente se siguio el procedimiento que se indica en la figura 11.
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Contaminacién con Lavado con Digestién
sudor artificial H20 (18MQ) y analisis
*Lamuestra se conFamina con «Se descarta el sudor de la *Se aplica a las muestras el
5mLde una solucion con muestra. procedimiento sefialado en la
Smg/Lde Hg. «Se afiaden 14 mL de agua seccion 11.4.5.1.2 de este
desionizada, se tapa el estudio.
recipiente y se deja reposar +Anadlisisde las muestras por
durante 5 minutos. CV-AAS.

*Se descarta el agua delavado.

Figura 11. Procedimiento desarrollado para el estudio de la adsorcién de mercurio en
recipientes de plastico.

Las réplicas restantes fueron incluidas en el proceso previamente sefialado,
a partir del dltimo bloque, en el cual se dividieron las réplicas de cada grupo
(muestras contaminadas y sin contaminar) con el objeto de aplicar el lavado sélo a
la mitad de ellas. Finalmente, cada analisis se realiz6 por triplicado y se obtuvieron

los resultados para cada receptaculo de muestra.

1.4.5.2.3 Validacion de las metodologias de anélisis.

La validacién de la metodologia de analisis aplicada a las muestras de
orina, se realizé analizando por triplicado las muestras del material certificado
Seronorm™ para la determinacién de Hg. Debido a que las concentraciones del
resto de los elementos objeto de estudio, se encontraban por debajo de los limites
de deteccion de la técnica empleada(ICP-OES) en la muestra certificada de orina,
se hizo necesaria la validacion de Cd, Cu Zn Cr, Pb y Se en orina, asi como Cd en
cabello, a través de un estudio de recuperacion. Para ello, se enriquecieron las
muestras con 400 ng/g de cada elemento a certificar, éstas concentraciones estan
en el orden que se espera obtener en este tipo de muestras. Se analizaron tres

réplicas de las muestra con y sin enriguecimiento.
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Asimismo, se emplearon muestras certificadas de cabello, tejido de mejillon
y tejido de ostras, para la validacién del métodos empleado para la determinacion
de Pb, Cr, Cu, Se, Hgy Zn en las muestras de cabello.

El tratamiento aplicado para la validacion de las metodologias de analisis de
orina y cabello, se indican en las figuras 12 y 13 respectivamente, exceptuando en
el caso del cabello los procedimientos de lavado.

1.4.5.2.4 Validacion de las metodologias de anélisis.

Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion, se midié 10 veces la
sefial del blanco, a cuyo conjunto de datos se les calcul6 la media y la desviaciéon
estandar. Siendo el limite de deteccion igual al promedio de las medidas del

blanco, mas tres veces la desviacion estandar del mismo (LOD=y,, + 3sy).

Parte Il. Andlisis de las muestras de cabello y orina de nifios de Espectro

Autista.

11.4.5.1 Tratamiento de las muestras.

11.4.5.1.1 Tratamiento de muestras de orina 24 horas.

Las muestras de orina fueron digestadas segun la metodologia optimizada
por Carrién, Caetano, Guillén, Avendafio y Hernandez °® para la determinacion

de Hg (ver figura 12).
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rotulados.

Sumercién de tubos con muestra en un bafio de hielo y :

Lposterior adicion de 4mL de una mezcla acida

HNO3:H2504(2:1) y tapar. &
‘Sometimiento de las muestras a un bano de

Lultrasonido durante 60 minutos, con una temperatura

de 55°C. j
- Destapar y afadir 1mL de KMnOQ4 al 5% p/v. Tapar y

lsometer nuevamente a ultrasonido durante 20

minutos, a una temperatura de 55°C. @

tAgregar H202 (30%p/p) gota a gota hasta decoloracion

{Pesar 15,0000g. De Orina en tubos de vidrio secos y

del KMNO4 y analizar por las técnicas respectivas.

Figura 12. Procedimiento experimental para la digestion de las muestras de orina
24 horas.

Las muestras se mantuvieron bajo refrigeracion hasta el momento de su
analisis. Se determin6 el Hg empleando la espectrometria de absorcion atomica
con generacién de vapor frio y el resto de los elementos (Cr, Pb, Cd, Cuy Zn) por

espectrometria de emisién Optica con plasma inductivamente acoplado.

11.4.5.1.2 Tratamiento de muestras de cabello.

Las muestras de cabello fueron tratadas partiendo de la metodologia

5l97.98]

optimizada por Pérez y Roja , para la determinacion de Pb, Cr, Cu, Sey Zn,

tal como lo indica la figura 13.
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*Pesar 0,2000 gramos en tubos de plastico.

D ———

*Se agregan a la muestra 14mL de acetona, se tapa el
Lavado con acetona recipiente y se somete a 3 horas de ultrasonido
(35°C). Se descarta la acetona

*Se agregan a la muestra 14mL de EDTA, se tapa el
Lavado con EDTA recipiente y se somete a 3 horas de ultrasonido
(35°C). Se descarta el EDTA.

*Se afiaden 14 mL de agua, se tapa el recipiente y se
3 lavados con Hz0 {18MX2) somete a 15 minutos de ultrasonido (35°C). Se
descarta el agua.

*Se agregan 1,5 mL del &cido a lamuestra, se tapa el
Digestion acida con HNO3 recipiente y se somete a ultrasonido (45°C), hasta
que se produce la disolucién total.

*Se adiciona 1mL de H202 a la muestra, se tapa y se
Adicion de H202 somete a digestion ultrasonica (45°C) durante 3
horas.

*Se enrasa la muestra a un volumen de 10mL vy
posteriormente se analiza a través de la técnica
correspondiente.

Figura 13. Procedimiento experimental para la digestién de muestras de cabello.



V. DISCUSION DE RESULTADOS

Parte I. Optimizacion de parametros instrumentales y metodoldgicos para el

analisis de las muestras.

[.5.1 Optimizacion de los pardmetros instrumentales para la determinacién

de Hg en muestras de orinay cabello por CV-AAS.

Los resultados obtenidos para la concentracion del agente reductor, NaBHy,,
son representados en la figura 14, en la cual se observa un incremento
significativo de la sefial hasta una concentracion de 0,3%p/v y luego una
disminucién de la sefial a partir de esa concentracion, sin embargo, para esta
concentracion la reproducibilidad de la medidas disminuye considerablemente,
asociado al hecho de que la reaccion se vuelve mas violenta, como resultado de
gue la mayor concentracion de NaBH, tiende a generar una mayor cantidad de
hidrogeno que puede llegar a saturar la reaccion, lo cual origina en primera
instancia gran cantidad de burbujas en el reactor que disminuye la reproducibilidad
y, en segundo lugar, una baja en la sefal de absorbancia. En tal sentido, se

seleccioné como concentracion optima: 0,2% p/v de borohidruro de sodio (NaBH,).

0,0300
0,0295 [ o
g 0,0290 / \
2 0,0285 rL
: / I
< 0,0280 V
&,
0,0275
0,0270
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

% p/v NaBH4

Figura 14. Absorbancias de una solucion de mercurio (Hg) de 3ug/L en funcion de
diferentes concentraciones de NaBH,.
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[.5.1.2 Estudio de la naturaleza del &acido en la absorbancia, con

borohidruro de sodio (NaBH,4) como agente reductor.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 15, en la cual puede
apreciarse una mayor pendiente para el HCI que para el &cido nitrico HNOg3 [ver
tabla IV]. En consecuencia y, considerando que una mayor pendiente implica
mayor sensibilidad, aun cuando la diferencia entre ellas no fue tan grande, se
decidio trabajar con el HCI para la determinacion de Hg por CV-AAS.

0,18 T
0,16 =0,0076x+0,0014 =3
0,14 R2=0,9995
m r L /
2 0,12 =
§ 01 ===
E ! // ,/ =
S 0 08 - = -
2 /;(/ + HNO3
< 006 ==
004 — v = 0,0063k- 0,0006 o HCl
! B 1=
0.02 e R?=0,9992
o &
0 5 10 15 20 25
Concentracion de Hg (ng/L)

Figura 15. Absorbancia en funcién de la concentracién de mercurio (Hg), con NaBH, al
0,2%plv.

Tabla IV. Ecuaciones de la recta obtenidas para las curvas de calibracion de los
diferentes acidos de arrastre analizados.

BRI ooecon  ows

[.5.2 Optimizaciéon de la metodologia de andlisis de muestras de cabello para
la determinacion de Hg por CV-AAS y Cd por ICP-OES.

[.5.2.1 Optimizacién del tiempo y namero de lavados para la determinacién

Hg en cabello.
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El estudio sobre el efecto de los solventes para el lavado de metales en
cabello, fue optimizado por Rojas *® para todos los metales estudiados en este
trabajo, excepto Cd y Hg. Para los cuales, tal como lo indica la tabla V, los
procedimientos de lavado empleados por Rojas °®, fueron deficientes en cuanto a
la remocién de la carga exégena proporcionada por la adicion del sudor artificial,
pues, se observa que parte del Cd y el Hg se adsorben al cabello y ademas, no se

remueven por completo tras la aplicacion de los lavados.

Tabla V. Adsorciéon y remocién de Cd y Hg en cabello por el procedimiento de
digestion de Rojas.

Cu ba) |G b

_———
_ 0,9106 0,6854

En consecuencia, la optimizacion del método de lavado para la
determinacion de Cd y Hg, se enfoc6 en la modificacion de los tiempo de lavado
de las muestras con acetona y EDTA, asi como en la adicion de un lavado extra
con agua desionizada, con la finalidad de obtener resultados precisos. En tabla VI,
puede observarse que a medida que se aumenta el tiempo de lavado con acetona
y EDTA, aumenta también el porcentaje de remocion de Cd y Hg en cabello.
Asimismo, es observable que la adsorcion de cadmio en cabello tiende a ser

mayor que la de mercurio.

Tabla VI. Variacion de los tiempos de lavado con Acetona y EDTA para optimizar la
determinacion de Hg y Cd en muestras de cabello.

_ 0,0921 0,0861 62,2 0,9106 0,6854 68,4
_ 0,0981 0,1065 76,4 0,9425 0,8544 82,6

280 0,0931 0,1080 76,8 0,9707 0,8785 82,7

* Para el procedimiento de los 180 minutos no se aplico el lavado extra con agua destilada.

- Los tiempos de lavado corresponden a 180 minutos para cada lavado (uno con Acetona y otro con EDTA),

- Los tiempos de lavado con agua fueron de 20 minutos cada uno.
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Tales resultados sugieren, que los datos que deriven del andlisis de Hg y

Cd en cabello, incluirdn un error adicional, correspondiente a las porciones de
metal que puedan adherirse al mismo y, que dependeran de la exposicion del
individuo a estos elementos. En base a esto, se modifico la metodologia para la

digestion del cabello, obteniéndose el procedimiento que se indica en la figura 16.

*Pesar 0,2000 gramos en tubos de plastico.

*Se agregan a la muestra 14mL de acetona, se tapa el
Lavado con acetona recipiente y se somete a 4 horas de ultrasonido
(35°C). Se descarta la acetona

*Se agregan a la muestra 14mL de EDTA, se tapa el
Lavado con EDTA recipiente y se somete a 4 horas de ultrasonido
(35°C). Se descarta el EDTA.

*Se afiaden 14 mL de agua, se tapa el recipiente y se
4 lavados con H20 (18MQ2) somete a 20 minutos de ultrasonido (35°C). Se
descarta el agua.

*Se agregan 1,5 mL del &cido a lamuestra, se tapa el
Digestion acida con HNO3 recipiente y se somete ultrasonido (45°C), hasta que
se produce la disolucion total.

*Se adiciona 1mL de H202 a la muestra, se tapa y se
Adicion de H202 somete a digestion ultrasdnica (45°C) durante 3
horas.

*Se enrasa la muestra a un volumen de 10mL vy
Analisis posteriormente se analiza a través de la técnica
correspondiente.

Figura 16. Procedimiento experimental para la digestion de muestras de cabello de este estudio.

I.5.2.2 Estudio de la adsorcion de mercurio (Hg) en recipientes de
plastico.

En la tabla VII, se sefialan las concentraciones obtenidas para la muestras
de cabello, contaminadas y sin contaminar con Hg en diferentes tipos de material;
pudiéndose notar que no existen entre ellas diferencias significativas. Por lo tanto,
puede afirmarse que los recipientes de plastico no adsorben Hg y pueden ser
utilizados de manera confiable para la digestion de muestras en las que vaya a

determinarse este elemento.
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Tabla VII. Comparacion entre receptaculos de muestras de distinto material para la
determinacién de Hg.

CMCS(ng/g) CMSS (ug/g) | CMCSL (ug/g) | CMSSL (ug/g)

1,034 + 0,013 0,092 + 0,002 0,180 + 0,008 0,056 + 0,003
1,035 + 0,014 0,090 + 0,002 0,180 + 0,007 0,057 + 0,002

texp(95%)
[tteo= 2,23] 0,05 0,71 0,00 0,28
- CMCS = concentracion de la muestra con sudor

- CMSS = concentracion de la muestra sin sudor

1.5.3 Validacion de las metodologias de andlisis.

Empleando las metodologias descritas en el capitulo previo, se obtuvieron
las concentraciones mostradas en la tabla VIII, con un intervalo de confianza del
95% para cada elemento; las cuales, se encuentran dentro del intervalo

correspondiente de concentraciones reportadas para cada material certificado.

Tabla VIII. Concentraciones obtenidas* y certificadas en los materiales de
referencia
Material

certificado Concentracion

Seronorm ™  Obtenida
(Hg/L) 456 +1,6
Trace
Element Certificada”
Urine (hg/L) 36,1 — 45,3
LOT 0511545
ICosos (g/L)’ 45,6 +1,3
Obtenida
Cabello (no/g) 33,13+0,98 1872 7,58+0,21 3,72+0,04
Certificada”
NCS zC (1g/g) 33,60+2,30 191+ 16 8,74+0,97 3,83+0,18
81002b
ICosoe(Hg/g)” 33,13+2,44 187 +4 7,58+0,51 3,72+0,10
Obtenida
(ng/Kg) 0,0381 + 0,0008
Tejido de B n
Ostra Certificada
(no/Kg) 0,0371 + 0,0013
NIST - 1566b

1Co50 --- - 0,0381 + 0,0006 --- ---
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Obtenida
(no/Kg) 65,7 £1,7
Tejido de
Mejillén Certificada
(ng/Kg) 61,0 £3,6
NIST- 2976
LCos5% - - 65,7+1,7 - -

**Valor reportado como Hg total en la muestra
NR: no reportado; CV: coeficiente de variacién, IC: intervalo de confianza expresado como | + IC

Asimismo, el estudio de recuperacién arrojo los resultados que se muestran

en la tabla IX.

Tabla IX. Concentraciones obtenidas por porcentaje de recuperacion.

Elementos Zn Cu Cr Se Pb Cd* Cd**
Promedio 69,00 22,21 17,82 232,71 9,41 <LD <LD
(na/L)
Muestra sin S 0,12 0,17 0,23 1,11 0,27
Contaminar (ng/L)
CV (%) 0,17 0,76 1,32 0,48 2,91
1C950%) 68,72 — 27,79 — 17,24 — 229,94 — 8,73 —
(ng/L) 69,29 22,63 18,40 235,47 10,09
Promedio 465,26 421,70 417,62 625,18 408,64 399,85 396,10
(na/L)
Muestra S 4,41 0,67 0,75 4,03 0,56 1,68 1,98
Contaminada (ng/L)
CV (%) 0,95 0,16 0,18 0,65 0,14 0,42 0,50

ICoswy  454,31— 420,02— 41575- 61517 - 407,24— 39568- 391,18 -
(ug/L) 476,22 423,37 41950 63520 410,03 404,02 401,01

Promedio 396,26 399,49 399,80 392,48 399,22 399,85 396,10

5 (ng/L)
Concentracion
exégenaen la S 4,52 0,60 0,52 5,01 0,64 1,68 1,98
muestra (ng/L)
CV (%) 1,14 0,15 0,13 1,28 0,16 0,42 0,50

ICoswy  385,04— 397,99— 398,52— 380,05— 397,63— 39568— 391,18
(ug/L) 407,49 400,98 401,09 404,90 400,82 404,02 401,01
(ug/L)  400+1 400+1 4001 400+1 400+1 400+1 4001

Factor de agregados
recuperacion

FR (%) 99,07 99,87 99,95 98,12 99,81 99,96 99,02

LD: Limites de deteccion de la tecnica

CV: coeficiente de variacién, IC: intervalo de confianza expresado como | IC95‘V
(]

Cd*: cadmio en orina ; Cd**: cadmio en cabello

FR: factor de recuperacion
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De acuerdo a las concentraciones y factores de recuperacion obtenidos

para cada elemento, puede afirmarse que las metodologias empleadas para el
tratamiento y digestion de las muestras, asi como su analisis, garantizan la
exactitud de las determinaciones de los elementos objeto de estudio en las

muestras de orina y cabello.

I.5.4 Figuras de mérito obtenidas para las metodologias de andlisis

empleadas.

En la tabla X, se sefalan los limites de deteccion (LOD) obtenidos para la
determinacién de mercurio total mediante CV-AAS; y de Zn, Cu, Cr, Se, Pb y Cd,
por ICP-OES. Puede observarse que los LOD experimentales se encuentra por

[103]

encima del valor reportado'™. Tal diferencia, puede ser atribuida a pérdidas de

sensibilidad en los equipos, producto del desgaste del mismo; repercusion de los
efectos de dilucion caracteristicos del método, u otras condiciones de trabajo no

aptas para la obtencion de los limites de deteccién reportados.

Tabla X. Limites de deteccién y concentracién caracteristica para el método

aplicado.
LOD(pg/L) Co(pg/L) LOD(p.g/L) Co(ug/L)

Hg* 0,01 0,06 0,60

-————
.

I I D D
20,0 NR 21,0 <Id

o< rr {1 [
“ 20,0 NR 62,8 <Id

- NR = No reportado

- Co = concentracion caracteristica para una sefial de absorbancia de 0,0044ua.
- El Hg fue determinado por CV-AAS y el resto de los elementos por ICP-OES.

- Id: limites de deteccion
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PARTE Il. Andlisis de muestras de cabello y orina de nifios con Sindrome de

Espectro Autista.

[1.5.1 Andlisis de elementos traza en muestras de orina de nifios de espectro

autista.

Las concentraciones obtenidas para los metales Zn, Cu, Cr, Se, Pby Hg, en
las muestras de orina 24 horas, pertenecientes a una poblacién de 29 nifios con
Sindrome de Espectro Autista, se representan en la figura 17 y se indican en el

apeéendice 1.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la mediana derivada de los mismos
y en base a los valores de referencia reportados para cada elemento (ver tabla XI),
puede decirse que en estos infantes la distribucion de concentraciones de metales
esenciales como Zn y Cr tiende a ser de normal a baja, mientras que para
elementos esenciales como Cu y Se, la propension es muy variable, sin embargo,
las concentraciones mas frecuentes (mediana) se mantienen dentro del intervalo

de concentraciones de referencia.

Por su parte, el contenido de metales toxicos como Pb, Cd y Hg, se
mantiene siempre por debajo de los valores maximos permisibles para este tipo de

muestras.
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Figura 17. Distribucion de concentraciones de Zn, Cu, Cr, Se, Pb y Hg (Hg total),
en muestras de orina 24 horas de la poblacion de niflos con Sindrome de Espectro

Autista.
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Tabla XI. Distribucién de concentraciones de Zn, Cu, Cr, Se, Pb y Hg (mercurio
total), en la poblacion de nifios con Sindrome de Espectro Autista.

Intervalo de Intervalo de Mediana Mediana Intervalo de
*2 concentraciones | concentraciones Obtenida para Obtenida para concentraciones
% grupo autista grupo control grupo autista grupo control de referencia’ *
w (ng/24h) (ng/24h) (ng/24h) (ug/24h) (ng/24h)
I N R R
6,44 — 102,44 4,09 - 62,09 35,62 £ 30,98 34,43 + 20,81 11 -68

o« ¢ ! 1 ]

21,3 -667,4 78,2 -965,23 187,13 + 190,66 555,39 + 315,74 54 — 390

0,04 - 3,51 0,15-2,16 0,33+ 0,87 1,29 + 0,69

_____

ND: no detectable , < LD: menor al limite de deteccién de la técnica

Pudo notarse que las concentraciones determinadas presentaron una
dispersion elevada que es reflejada por la desviacién estandar obtenida para cada
elemento. Esto, es una consecuencia directa del tipo de muestras objeto de
andlisis, donde las concentraciones de cada elemento pueden verse afectadas por
variables como edad, nutricion, la ingesta de diversos farmacos, patologias del
paciente, entre otros. Adicionalmente, la distribucion de concentraciones obtenidas
no siguen, en su mayoria, una distribucion normal, es por ello, que se emplea el

valor de la mediana para la interpretacion de estos datos (ver tabla Xl).

Ademas del estudio de la poblacion de nifios con Sindrome de Espectro
Autista, se analizaron también muestras de orina 24 horas, de 10 nifios sanos
(denominados como poblacién control), para los cuales la distribucion de
concentraciones de los elementos esenciales como Zn, Cu y Cr, indican mayor
frecuencia para concentraciones que se mantienen dentro y en reducidas
ocasiones, por debajo de las correspondientes al intervalo de referencia (ver tabla

X1). En el caso del Se, su comportamiento en estos nifios difiere de los demas

! Los intervalos de referencia son representativos de una poblaciéon sana, determinados por el laboratorio
extranjero Doctor’s Data, Inc (lllinois, Estados Unidos). Pues, no existen valores de referencia establecidos
con seguridad. Ademas, estos pueden variar segun la region.
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elementos esenciales, porque su tendencia es de normal a elevada; este resultado
era de esperarse considerandose que en Venezuela la ingesta diaria de Se es

mayor que en otras regiones (80 — 500ug/dia)™%.

Por su parte, las concentraciones correspondientes a los elementos toxicos
como Pb y Hg en orina, se mantuvieron en su mayoria, al igual que para el grupo

autista, por debajo de los valores maximos permisibles para este tipo de muestras.

Finalmente, los resultados obtenidos, son Utiles para establecer
comparaciones entre los niveles de los metales objeto de estudio de las
poblaciones control y autista. Pudiéndose notar, tal como lo indica la figura 18, las

siguientes tendencias:

v' Zinc : la poblacién autista se caracterizd por presentar niveles de Zn de
bajos a normales. Mientras que para el grupo control, la frecuencia en la
excrecion del elemento por via urinaria fue mayor y, aun cuando el
estadistico P indica que no existen diferencias significativas entres las
medianas de ambos grupos, la figura 18 indica cierta tendencia hacia una
mayor excrecion de Zn en el grupo control. Por lo tanto, puede decirse que la
excrecion de Zn es relativamente normal para las dos poblaciones y que
existe cierta propension por parte de los nifios autistas a liberarlo en menor
proporcion que los infantes sanos. Sin embargo, para establecer
conclusiones mas concluyentes debe trabajarse con poblaciones mas

grandes y equivalentes (n° de controles similar a n° de autistas).

v' Cobre: para el grupo autista los niveles de Cu se mantuvieron entre
normales y elevados respecto a la referencia, mientras que los de nifios
sanos pueden catalogarse de bajos a normales. A pesar de ello, las pruebas
estadisticas de Mann-Whitney, no muestran diferencias significativas entre
las medianas de ambos grupo, debido probablemente a la dispersién de los
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datos. Por tal motivo, puede decirse que los niveles de Cu se mantienen

normales para las dos poblaciones de nifios analizadas en este estudio.

Cromo: su excrecion fue mayor en la poblacién control que en la autista
(P=0,0464), presentando un comportamiento normal (con elevada frecuencia
de valores dentro de los intervalos de referencia) en el primer caso y

tendencia de concentraciones bajas para el segundo (nifios autistas).

Selenio: para este elemento el comportamiento en las poblaciones objeto de
estudio, fue distinta (ver tabla 18), aun cuando el estadistico P (P=0,0688)
sefiala que no existen diferencia significativa. Pues, en el caso del grupo
control, la excrecién por via urinaria de Se fue de normal a elevada, mientras
gue para los nifios con autismo, la liberacion del metal fue un poco mas
variable (de bajas a elevadas). En consecuencia, de considerarse una
confianza del 90%, podria aseverarse que la excrecion de Selenio por via

urinaria, €s mayor en nifios sanos.

Plomo: para la excrecion de este elemento por via urinaria no se observaron
diferencias entre nifios sanos y de espectro autista. Aun cuando para el
grupo control, existen algunos datos cuya magnitud sobrepasé el valor

umbral para dicho elemento.

Mercurio: para este elemento todas las concentraciones obtenidas se
encuentran por debajo de los valores maximos permisibles para este tipo de
muestras, notdndose, sin embargo, que la excrecion de Hg fue mayor para

nifios sanos que para nifios de espectro autista (P=0,0276) .
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Figura 18. Diagrama de cajas
horas de nifios autistas y nifios sanos.

La unificacién de este tipo de resultados con los datos adquiridos a partir
del analisis de Hg, en nifios autistas previamente quelados, han hecho asumir a

los especialistas que existe la posibilidad de que estos nifios estén reteniendo el

metal en su organismo.

Efectivamente, Adams[94], evalud los niveles de excrecion de mercurio en

2/ bigotes de los datos obtenidos para muestras de orina 24

los nifios con trastornos del espectro autista en comparacion con un grupo control,

% para la comparacion de medianas experimentales de dos grupos se aplicé la prueba de Mann-Whitney,
utilizando como hipétesis nula que entre ambas medianas no existen diferencias significativas. Esta hipotesis

se cumple cuando el valor de P es mayor o igual a 0,05 y corresponde a un nivel de confianza del 95%.
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todos sometidos a tres dias de tratamiento con un agente quelante oral, acido
meso-2,3 dimercaptosuccinico (DMSA). Los resultados globales de este analisis,
tal como lo sefiala la tabla XII, mostraron un aumento significativo en las
concentraciones de Hg en orina (aumento relativo (RI) = 3.15, p: 0.0002) de los

nifios de espectro autista.

Tabla XIl. Resultados obtenidos por Adams al determinar Hg en orina de nifios
previamente quelados.

Media de Hg
Poblacién Namero de NUmero de Media de la edad en urinario
nifos nifias afos (intervalo) (19/9creatinina)

(intervalo)
Autista 6,25 4.06 + 8.59
183 38 (3a15) (0 a58.65)
Control 8,85 1.29 +1.54
14 4 (3a16) (0a6.2)
Por otro lado, el andlisis independiente de los diferentes elementos objetos
de estudio, no aportan por si solos informacion concluyente. Sin embargo, existen

muchas teorias que pueden ajustarse para describir los comportamientos

observados.

De hecho, hay dos hipétesis que, de comprobarse su veracidad, podrian
unificarse para explicar lo que puede estar ocurriendo con los nifios con Sindrome
de Espectro Autista. La primera, es la posicion de Walsh*12%} quien sefiala que,
posiblemente, los nifios autistas presentan ya desde el nacimiento un sistema
gastrointestinal inmaduro, muy sensible, débil y facilmente lesionable, cuya causa
principal, asi como la causa principal del autismo o de algun tipo de autismo, es el

funcionamiento defectuoso de las metalotioneinas.

Walsh*®%! afirma que la afinidad de las MT por los metales pesados
toxicos es notable y el zinc puede ser desplazado de las MT por todos esos

metales. Asimismo, asevera que la mayoria de los pacientes autistas muestran una
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condicién de sobrecarga de cobre que se ha asociado con deficiencias en el

aprendizaje, hiperactividad, ansiedad y pobre control del comportamiento.

La segunda teoria, viene dada por observaciones realizadas en numerosos
estudios, que afirman que el selenio puede interaccionar en el organismo con una
serie de metales (Hg, Pb, Cd, Cu etc), impidiendo el efecto de éstos en diferentes
tejidos®3¢),

Esta dltima premisa puede ser conveniente para explicar el por qué de la
menor liberacién urinaria de Hg y Se en nifios autistas que en nifios sanos. Pues,
se presume que el Se forma complejos estables con este elemento y, que su
accion protectora no implica un aumento en la excrecion de los mismos, lo que
ocurre es la acumulacion paralela de Se y el metal (Pb, Cu y/o Hg) en el rifidon y el

resto de los tejidos.

Para darle mayor validez a lo descrito en el parrafo anterior, se examinaron
posibles correlaciones entre las concentraciones de los elementos en orina de
niflos autistas, las cuales se analizaron empleando como estadistico el coeficiente

de Spearman, el cual es poco sensible a la influencia de datos anémalos.

Los resultados numéricos obtenidos, para un 95% de confianza, se
presentan en el Apéndice 5, e indican que existe una correlacion significativa entre

los elementos que se muestran en la figura 19.

Hg )—{ zn SeL J Zn]
D)) s

Pb

Figura 19. Correlaciones entre elementos en orina de nifios autistas, segun el coeficiente de
Spearman.
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Las correlaciones encontradas para Hg, Cu y Pb, apoyan las teorias
propuestas de forma parcial, y de ser ciertas, podrian ser Utiles para la elaboracion
de una descripcién mas completa de los factores que pueden estar influyendo en
la aparicion del autismo, sustentada por las observaciones obtenidas en esta

investigacion.

Pues, en el caso del Hg, tal como lo sefala la figura 20, se observa que a
medida que disminuye la excrecion de Hg en orina, también se reduce la
liberacion de Zn. Tal situacion indica que, probablemente, existe algin mecanismo
gue esta siendo afectado en el organismo de los nifios con autismo, generando
deéficits de Zn y retencion de Hg. Este comportamiento, podria explicarse
considerando que fuera un hecho la alteraciébn de la metalotioneina, como

resultado de dos factoreso4tos!:

un defecto genético que involucra el
funcionamiento defectuoso de la MT y una agresién externa durante el desarrollo
temprano que la inactiva; pudiendo ser esa agresion (deficiencias de Zn en la
dieta del infante y/o fuerte exposicion a metales toxicos) el factor desencadenante
de afecciones a la proteina MT y, en consecuencia, de la retencion de Hg en

diversos tejidos del cuerpo.
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Figura 20. Variacion de las concentraciones de Zn respecto a la concentracion de
Hg en muestras de orina 24 horas de nifios de Espectro Autista.
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Por su parte, la excrecion de Se podria encontrarse ligada al Pb, como lo
indica la figura 21, notandose que una mayor expulsién de Se implica también
una mayor liberacion de Pb. Esta tendencia da indicios de que la funcién
protectora del Se previamente mencionada, probablemente se produce con el Pb,
favoreciendo asi la formacion de complejos Se-Pb que no son excretados por el
cuerpo. Tales interacciones podrian ser las responsables de la menor excrecion
urinaria de Pb por parte de nifios con autismo. Sin embargo, estos hechos deben
ser verificados en muestras mas contundentes como la sangre, considerando que
las muestras de orina reflejan estados recientes que pueden verse influenciados
por diversos factores externos: dietas, clima, exposicion temporal a compuestos

toxicos, entre otros.
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Figura 21. Variacion de las concentraciones de Se respecto a la concentracion de Pb en
muestras de orina 24 horas de nifios de Espectro Autista.

Ademas, puede pensarse gue asi como los nifios autistas pueden retener el
Pb por formacion de complejos Se-Pb, los nifios sanos también podrian hacerlo.
Sin embargo, debe notarse que la susceptibilidad de la metabolizacion de metales
pesados en los nifios sanos tiende a ser mejor que en nifios con Sindrome de

Espectro autista, como resultado de que los primeros son menos susceptibles a
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presentar alteraciones gastrointestinales que puedan afectar a las proteina
encargadas de la excrecion de elementos toxicos del organismo (por ejemplo: la
MT), siendo justamente ésta la correlacion que posiblemente existe entre las
excreciones limitadas de Zn y Pb que suelen presentar los nifios de Espectro

Autista.

En el caso del Cu, las correlaciones con Zn y Pb eran de esperarse, en
términos de las premisas que se manejan, ya que la sintesis de la metalotioneina
se encuentra inducida por estos metales (Cu, Pb y Zn). Asimismo, existe
congruencia en la correlacion hallada entre Cuy Se, porque al igual que el Pb, el
Cu también presenta afinidad para formar complejos con su ion. Segun esto, la
excrecion de Cu en orina deberia ser similar a la de Se en los nifios de Espectro
Adutista, es decir, la disminucion de uno deberia implicar la insuficiencia del otro en

este tipo de muestra, tal como lo sefiala la figura 22.
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Figura 22. Variacion de las concentraciones de Se respecto a la concentracién de Cu en
muestras de orina 24 horas de nifios de Espectro Autista.

Este resultado aporta una informacion que debe de ser analizada de

manera mas amplia, ya que numerosas investigaciones sefialan que la excrecion
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de Cu en nifios autistas tiende a ser elevada y, que si existe en ellos retencion de

plom ol211221[23]129][105]

sin embargo, en este estudio tales hechos no fueron
observables por via urinaria, lo que indica que, de ser correctos ambos resultados,
pueden estar influyendo: la existencia de competencias por afinidad Se-Pb y Se-
Cu, para la formacién de complejos, que estan favoreciendo la retencion de estos
elementos en los nifios. Sin embargo, debido al relativamente bajo nimero de

muestras analizados, esto debe ser verificado.

[1.5.1.1 Distribucién de las concentraciones de elementos traza en
muestras de orina de nifios de espectro autista, en funcién del nivel de

autismo.

El Sindrome de Espectro Autista, se caracteriza por ser una enfermedad cuyas
manifestaciones clinicas son muy variables, tanto, que la agrupacion de éstas ha
dado origen a multiples clasificaciones. En este caso, se trabajara con los tipos de
autismo que manejan los meédicos venezolanos, quienes suelen catalogarlos como

leve, moderado y severo.

En funcion de tal clasificacion, se procedié a agrupar los valores obtenidos
para cada elemento. Los resultados obtenidos de muestran en la figura 23,
pudiéndose notar que solo existen diferencias significativas en el caso de la
excrecion de Hg, la cual aumenta a medida que disminuye la severidad del

autismo.
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Figura 23. Diagrama de cajas y bigotes de los datos obtenidos para muestras de orina 24

horas de nifios con Sindrome de Espectro autista, segun el nivel de la enfermedad.

11.5.1.2 Distribuciéon de

las concentraciones de elementos traza en

muestras de orina de nifios de espectro autista, en funcién de la dieta.
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La nutricion es un factor intimamente asociado al desarrollo no sélo del
autismo, sino a multiples enfermedades, debido a que cada elemento esencial
cumple roles especificos que permiten el normal desempefio de todos los
procesos vitales del organismo vy, la alimentacion como principal sustento del
cuerpo juega un papel fundamental en el suministro de cantidades adecuadas de

los mismos.

Sin embargo, en el caso de los nifios autistas la situacion es mas
complicada, ya que como se ha mencionado en parrafos anteriores, se
caracterizan por poseer un sistema gastrointestinal muy sensible, que favorece la
aparicion de alergias alimentarias, intolerancia hacia alimentos a base de trigo,

lactosa, entre otros.

En base a tal condicién, uno de los tratamientos que se han utilizado
ampliamente para controlar los rasgos del autismo, ha sido en base a dietas libres
de gluten y caseina (derivados de trigo y de lacteos, respectivamente). En efecto,
la gran mayoria del grupo de nifios autistas que conforman la muestra de este
estudio, estan siendo tratados con esta o ninguna dieta. Por tal motivo, se
procedié al establecimiento de comparaciones entre ellos, con la finalidad de

verificar si aportan o no algun tipo de beneficio.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 24, donde puede notarse
(segun estadisticos P) que la excrecién urinaria de los elementos objeto de
analisis es similar, independientemente de si siguen o0 no un régimen alimenticio

libre de gluten y caseina.
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Figura 24. Diagrama de cajas y bigotes de los datos obtenidos para muestras de orina 24

horas de nifios de Espectro Autista, segun la dieta.

[1.5.2 Andlisis de elementos traza en muestras de cabello de nifios de

espectro autista.
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Las concentraciones obtenidas para los metales Zn, Cu, Pb, Cd y Hg, en las

muestras de cabello, pertenecientes a una poblacion de 29 a 31 nifios con

Sindrome de Espectro Autista,
apéndice 3 de este estudio.

se representan en la figura 25 y se indican en el
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Figura 25. Distribucion de concentraciones de Zn, Cu, Pb, Cd y Hg (mercurio total), en
muestras de cabello de nifios con Sindrome de Espectro Autista.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, la mediana derivada de los mismos
y en base a los valores de referencia para cada elemento (ver tabla XIlll), puede
decirse que la distribucién de concentraciones del Zn tiende a ser de normal a
baja, mientras que para el Cu, la tendencia es muy variable, sin embargo, las
concentraciones mas frecuentes (mediana) se mantienen dentro del intervalo de

concentraciones de referencia.

Por su parte, el contenido de metales toxicos como Pb, Cd y Hg, se
mantiene siempre por debajo de los valores maximos permisibles para este tipo de
muestras, excepto en muy pocos nifios que presentaron valores de Pb y Cd por
encima de lo “normal” (considerando como normal aquellos datos que se
encuentran dentro de los intervalos reportados para cada elemento), lo cual es
totalmente razonable, ya que son justamente los infantes con padres fumadores vy,

en consecuencia, mayormente expuestos a tales elementos.

Los resultados obtenidos para este tejido son consecuentes con los datos
adquiridos a partir del analisis de las muestras de orina de la poblacion objeto de
estudio, por lo tanto, sirven de soporte para las propuestas que se han ido

manejando en el desarrollo de las discusiones de este trabajo.

Asimismo, se observd que nuevamente las concentraciones determinadas
presentaron una dispersion elevada, reflejada por la desviacion estandar obtenida

para cada elemento (ver tabla XllI).
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Tabla XIll. Concentraciones de los elementos objeto de estudio, obtenidas para
muestras de cabello de nifios de Espectro Autista.

Intervalo de Intervalo de Mediana Mediana Intervalo de

% concentraciones | concentraciones Obtenida para Obtenida para concentraciones

GE) grupo autista grupo control grupo autista grupo control de referencia’

w (ng/g) (ng/g) (ng/9) (ng/g) (no/g)
[ES5E 200 S0 2| F20s0R= 51657 [F020R= 231537 [NTA0R2 200
3,51 - 62,84 3,35-6,89 5,70 £ 18,21 4,84 +1,16 11 - 37
LI N R N UL
ND ND ND ND 0,55-1,1

[=mess [ stp e [ asE Ly | A Bsor T[T <060 ]
0,0008 — 2,9727 0,13-0,84 0,1771 + 0,5480 0,50 £ 0,24 <0,80

) 1 ! | |

ND: no detectable , < LD: menor al limite de deteccién de la técnica

Del mismo modo, se analizaron muestras de cabello de 8 nifios sanos
(grupo control), para los cuales la distribucion de concentraciones de los
elementos esenciales como Zn y Cu, mostraron medianas que se encuentran por

debajo de los valores reportados en el intervalo de referencia (ver tabla Xlll).

Por su parte, las concentraciones correspondientes a los elementos toxicos
como Pb, Cd y Hg, se mantuvieron en su mayoria por debajo de los valores

maximos permisibles para este tipo de muestras.

Si se observan con detenimiento los datos obtenidos para nifios sanos y
con Sindrome de Espectro Autista que se sefialan en la figura 26, podra notarse
gue en ambos casos los valores de la mediana de las concentraciones de Zny Cu
(elementos esenciales) son menores a los reportados. Tal hallazgo indica la
probabilidad de que el problema radique en la alimentacion de los nifios
venezolanos, cuyo aporte de nutrientes esenciales no estd satisfaciendo los
requerimientos necesarios o, simplemente a que los valores normales de estos

metales oscilan entre los encontrados, para nifios venezolanos.
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Por lo tanto, de asumirse el factor “nutricion” como uno de los posibles

desencadenantes del autismo, el hecho de que no afecta a todos los nifios seria

una inquietud razonable, sin embargo, se sabe que no todos los organismos

reaccionan igual ante estimulos semejantes, de manera tal que es muy probable

que el autismo no sea mas que una condicion “genética” que aumenta la

vulnerabilidad del individuo y, éste al encontrarse expuesto a déficits de elementos

esenciales, agresiones ambientales e incluso factores “animicos” desfavorables,

puede llegar a desarrollar el sindrome.
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Figura 26. Diagrama de cajas y bigotes de los datos obtenidos para muestras de cabello de nifios
de Espectro Autistas y nifios sanos.
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Otra circunstancia que puede generar confusion, es el hecho de que los
resultados obtenidos para Zn y Cu hayan sido mas favorables en orina que en
cabello. Esta situacibn es completamente normal, considerando que cada
espécimen, de sangre, de orina o de cabello provee informacion especifica y algo
limitada. Sin embargo, con los resultados de las pruebas de varios especimenes
corporales, puede recibirse una visibn mas amplia con relacion a los procesos
metabdlicos'®. Esto quiere decir que ninguna prueba de laboratorio es superior a
otra, cada prueba tiene validez. No obstante, los resultados obtenidos indican que
para efectos de la determinacion de la carga metalica en seres humanos, la orina

proporciona mas informacion que el cabello.

En el caso del Hg, se observa la misma tendencia que en orina; su
liberacion es menor en nifios de Espectro Autista (P=0,0249). Este resultado se

B9 quien también establecio

asemeja con el obtenido por Adams (2004)
comparaciones entre los niveles de Hg de muestras de cabello de nifios con
autismo versus un grupo control, obteniendo los datos que se indican en la figura

27.
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Figura 27. Comparacién de los niveles de Hg en cabello obtenidos por Adams, para nifios
con autismo y nifios sanos.
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[1.5.2.1 Distribucion de las concentraciones de elementos traza en
muestras de cabello de nifios de espectro autista, en funcion del nivel de

autismo.

La agrupacion de los datos obtenidos en funcién del nivel de autismo de la
poblacion objeto de estudio, arroj6 los resultados que se muestran en la figura 28.
Pudiéndose notar, que no existen diferencias significativas entre las

concentraciones de los elementos al incrementar la severidad del Sindrome.

Este resultado difiere de las observaciones obtenidas por Adams!® para el
andlisis de Hg, realizado también en muestras de cabello de nifios de Espectro
Autista, quien hallg, tal como lo indica la figura 29, que a medida que disminuye la
severidad del autismo, también se reduce la retencion del metal en el cuerpo del
infante, tal como lo indicaron los resultados de Hg en orina 24 horas analizadas en

este estudio.

Zn R Cu
P{0,9835) P{0 0GEA)
Mediana =115 69 i Mediana=7,36
leve | |— % ._l Leve }.:
Moderado Moderado :
a severo } : : a severo F: i
Mediana =120 50 i Mediana=529
Concantraadn jugig Concartragion (ugy
Pb N Hg i
P{0,4569) P{0 6965}
Mediana =0 95 Mediana=0 19
Leve H . 1 Leve H -H -
Moderado | Moderado | |_| : Mediana =017 _,
a severo H a severo
Mediana =074
r ) 2 04 08 8
ST (55 Concestracide fugg

Figura 28. Diagrama de cajas y bigotes obtenidos para muestras de cabello de nifios con
Sindrome de Espectro autista, segun la severidad de la enfermedad.
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Figura 29. Comparacion de los niveles de Hg en cabello, segun la severidad de la
enfermedad®.

[1.5.2.2 Distribucion de las concentraciones de elementos traza en

muestras de cabello de nifios de espectro autista, en funcién de la dieta.

Los resultados obtenidos se exponen en la figura 30, donde puede
apreciarse nuevamente, que no existen diferencias significativas entre las
concentraciones de los elementos de nifios autista con dietas libres de gluten y

caseina y los que no siguen ninguna dieta especifica.
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Figura 30. Diagrama de cajas y bigotes de los datos obtenidos para muestras de cabello
de nifios de Espectro Autista, segun la dieta.
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So6lo puede removerse aproximadamente el 80% del contenido de Cd y
mercurio de origen exdgeno de las muestras de cabello. Por lo tanto, la
determinacién de los mismos a través de la aplicacion de las técnicas y
metodologias de analisis empleados en este estudio, suponen un error
adicional, cuya magnificacion dependera del grado de exposicion del

individuo a estos elementos.

El empleo de material de plastico para la digestion de muestras de cabellos

no afecta la determinacién de mercurio en estas.

Las orina suministr6 mayor informacion que el cabello, debido a que admitio
la determinacibn de un mayor numero de elementos por ICP-OES vy

favorecio el establecimiento de correlaciones metal-metal.

El cabello como indicador biolégico acumulador, puede suministra un medio

conveniente y preciso para medir la exposicidén cronica a sustancias toxicas.

El contenido metélico en muestras de cabello y orina de nifios de Espectro
Autista no mostré diferencias significativas respecto al grupo control v,
puede considerarse que ambos grupos presentan niveles normales de los

elementos analizados en este estudio.

La excrecion de Hg es mayor en nifios sanos, que en nifios con Sindrome
de Espectro Autista y, a medida que disminuye la severidad del autismo,

asciende la liberacion de Hg.
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CONCLUSIONES
- La poblacion de analisis no presenté niveles elevados de elementos toxicos
(Hg, Pb y Cd) que puedan indicar algun tipo de intoxicacion crénica por

parte de los mismos.



VIl. Recomendaciones

Fomentar y apoyar este tipo de estudios, en pro de contribuir al desarrollo
de analisis propios, que constituyan herramientas Utiles tanto para la
elaboracion de diagnosticos de médicos venezolanos, como para el
establecimiento de teorias que describan el desarrollo de esta u otras

enfermedades.

Extender este estudio a poblaciones mas grandes de nifios de Espectro
Autista, en las que se incluya a sus progenitores, e incluso puedan
analizarse un mayor numero de elementos (ente ellos yodo v litio) y, de ser
posible, otros indicadores bioldgicos (como la sangre). Para que asi,
puedan establecerse tendencias mas contundentes respecto a la posibles

relaciones metal-autismo.

Realizar investigaciones mas amplias, donde puedan estudiarse de manera
conjunta todos los factores que se considera pueden estar influyendo en el
desarrollo del Sindrome de Espectro Autista, de manera tal, que se logre
definir cuales teorias son descartables o no, y en base a ello establecer

modelos que puedan describir la etiologia de la enfermedad.
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Apéndice |. Concentraciones de los elementos en muestras de orina 24 horas de

niflos con Sindrome de Espectro Autista.

‘92

Muestras Zn Cu Cr Se Pb [}

M1 92,2+0,5 36+1 8,3+0,1 160 £ 6 2,7+0,3 0,151 + 0,003
M2 90,9+0,9 44 + 2 8,8+0,5 187 +5 3,13+0,1 0,323 + 0,009
M3 248+1 93+6 23+1 478 £ 7 71+0,3 1,123 £ 0,004
M7 879+0,5 95+5 36+4 497 £ 12 85+0,1 0,298 £ 0,007
M8 71,3+0,3 24+1 8,5+0,3 146 + 6 49+0,3 0,045 + 0,002
M9 449+0,3 11+1 41+0,5 96+ 4 28+0,2 0,288 = 0,008
M11 164+ 4 27+2 11+1 200+9 3,6+0,2 0,253 £ 0,006
M12 3,0+£0,1 6,4+0,4 24+0,1 379+04 1,1+0,1 0,076 £ 0,002
M13 19.8+0,1 17+1 4,4+0,2 76+1 1,5+0,1 0,064 + 0,002
M14 363 +2 54 +2 32+1 430+ 9 13,4+0,1 0,169 £ 0,006
M16 78+2 9 +7 47 +2 661 + 14 29,1+0,2 0,139 + 0,010
M24 95,2+0,4 59+3 15+1 247 +5 4,1+0,7 0,226 = 0,005
M25 124+ 1 102 +2 28+2 513+12 12+1 0,291 + 0,007
M26 44 + 10 331 14+2 254 £ 7 9,0+0,8 0,815 + 0,021
M27 128+ 1 33+2 15+1 241+6 12+1 0,347 = 0,009
M32 6,2+04 8,5+0,2 1,7+0,1 29+1 0,2895+0,0005 0,040 = 0,001
M33 488 £ 2 96 +7 24+1 549 +3 13+2 0,340 + 0,013
M34 36,1+ 0,6 12+1 4,7+0,2 731 15+0,1 0,073 £ 0,001
M35 104 £ 2 44 + 2 17+2 287 +10 8,2+04 0,354 + 0,007
M37 145+ 1 36+3 201 328+9 11,0+0,5 0,407 + 0,015
M38 136 £ 1 87+3 36+3 667 +8 23+3 0,341 +£ 0,013
M39 31,5+0,6 18+2 7,1+0,6 150+ 2 51+0,3 0,540 + 0,002
M40 827 +6 43+1 43+1 21,3+0,5 42+0,1 0,334 + 0,011
M41 9837 84+2 24+ 4 266+ 3 9,7+0,2 3,51+0,13

M42 476 £ 1 29,6 +0,2 19+1 101+1 10,8 +0,1 2,22 +£0,04

M43 2041 22,2+0,1 22+1 71,6 +0,3 17+1 1,41+0,04

M44 412+ 3 44,6 +£0,3 48+ 1 145+ 4 46+0,1 2,20 £ 0,07

M45 276 £ 3 155+0,4 11+1 130+ 2 16,8 £ 0,3 1,59 + 0,06

M46 891 +18 28,9+0,2 23%3 120+1 15,7+0,4 2,28 £ 0,07




Apéndice Il. Concentraciones de los elementos en muestras de orina 24 horas del

grupo control.

‘93

Muestras Zn Cu Cr Se Pb ‘ Hg
C1 129 + 6 62+7 42+ 4 604 + 28 16+1 0,933 + 0,024
c2 68.9+14 22+1 18+2 232+ 11 10+1 0,355 + 0,010
o 253+ 1 62+7 64£5 965 = 26 27+1 1,81£0,04
C4 223+ 1 36:4 36+3 223+ 1 20£2 2,16 £ 0,04
C5 362+2 335 38+3 555+9 17+1 1,13 +0,03
C6 56,3%0,8 41%06 58:0,5 781 15201 0,151 + 0,006
c7 293+ 32 14+2 54%5 659 * 76 59+02 1,73+0,02
cs 224204 NA 62%09 101+2 11+01 0,610 * 0,022
c9 268+ 9 36+5 59+ 2 760 % 23 23+1 1,46 £ 0,02
C10 NA NA NA NA NA 1,84+0,07




Apéndice lll. Concentraciones de los elementos en muestras de cabello de nifios

con Sindrome de Espectro Autista.

Muestras Zn H Cu Pb Cd Hg

M1 259 + 17 63+ 2 0,94 + 0,04 0,057 + 0,005 0,161 + 0,030
M2 114+3 5410,2 1,69 0,03 0,013 = 0,001 0,086 = 0,001
M3 78+8 28+1 37201 0,053 * 0,002 0,946 = 0,027
M4 134+1 35202 <1d <1d 0,037 £ 0,007
M5 210+ 15 61204 0,83%0,02 <1d 0,265 = 0,027
M6 144 %2 45+0,1 0,344 £ 0,001 <1d 0,383 % 0,035
M7 116£5 61%5 15+01 <1d 0,030 £ 0,009
M8 172£2 68201 0,57 0,01 <1d 0,127 £ 0,046
M9 110+4 46£0.2 0,67%0,05 <1d 0,521 % 0,008
M10 163+1 79206 0,95 0,02 <1d 0,059 % 0,003
M11 211+2 54x1 0,82£0,03 <1d 0,250 = 0,003
M12 1261 4402 <1d <1d 0,063 = 0,002
M13 121+5 37202 0,32 0,01 <1d 0,059 £ 0,007
M14 144+4 39203 11£01 <1d 0,072 % 0,001
M15 115+ 4 4201 0,08 0,01 <1d 2,97%0,03
M16 8012 18,7+0,4 1,79+ 0,03 <1d 0,104 £ 0,006
M17 177+5 89204 0,20 0,01 <1d 0,711 % 0,023
M18 120 4 46+0,1 0,720,04 <1d 0,225, % 0,007
M19 132+2 55201 0,32£0,03 <1d 0,696 = 0,022
M20 56+ 1 56+0,2 65%0,9 0,39 + 0,02 0,422 £ 0,022
M21 163+2 87+05 35:03 0,42 0,01 0,177 £0,006
M22 69£5 56202 548 0,03 <1d 0,032 £ 0,002
M23 88x4 5223 0,74%0,02 <1d 0,058 £ 0,005
M24 971 22+1 <1d <1d 0,152 % 0,060
M25 93+8 52%02 0,75% 0,01 <1d 0,0008 £ 0,0002
M26 134+9 58204 0,41%0,03 <1d 0,825 £ 0,049
M27 216+ 3 6,6%0,2 4104 0,057 « 0,002 0,213 £ 0,002
M28 37+1 51201 27%02 <1d 0,587 £ 0,018
M29 58+8 48103 45:0.2 <1d 0,343 % 0,035
M31 115+ 4 10:1 <1d <1d 0,304 = 0,007
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Apéndice IV. Concentraciones de los elementos en muestras de cabello del grupo

control.

Muestras Zn Cu Pb

Hg

Cc1 119+1 51+0,2 1,6+0,1
c2 1105 54%0,2 33+0,3 <id 0,595 + 0,006
C3 1102 33+0,2 0,26 * 0,02 < 0,411 + 0,070
C4 90+4 34+0,1 15+0,1 <Id 0,436 + 0,020
c5 1255 4602 < < 0,368 + 0,008
C6 76+5 46+0,1 1,4+0,1 < 0,807 + 0,001
C7 145+ 3 6,9+0,2 43+04 <Id 0,565 + 0,086
c8 79+1 55+0,1 0,38 £ 0,02 <id 0,128 + 0,011
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Apéndice V. Resultado del estudio de correlaciones entre elementos, aplicado a los datos obtenidos a partir del analisis de

las muestras de orina 24 horas de nifios con Sindrome de Espectro Autista.

Cr Cu
Cr 0,8010
( 29)
0,0000
Cu 0,8010
( 29)
0,0000
Hg 0,4379 0,1980
( 29) ( 29)
0,0205 0,2947
Pb 0,6788 0,4783
( 29) ( 29)
0,0003 0,0114

Hg Pb Se Zn
0,4379 0,6788 0,5527 0,6833
( 29) ( 29 ( 29) ( 29)
0,0205 0,0003 0,0034 0,0003
0,1980 0,4783 0,8315 0,4330
( 29 ( 29) ( 29 (29
0,2947 0,0114 0,0000 0,0219
0,5384 0,1271 0,6768
( 29) ( 29) (29
0,0044 0,5013 0,0003
0,5384 0,5453 0,5596
( 29) ( 29) (29
0,0044 0,0039 0,0031
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Apéndice V. Resultado del estudio de correlaciones entre elementos, aplicado a los datos obtenidos a partir del analisis de

las muestras de orina 24 horas de nifios con Sindrome de Espectro Autista.

Cr Cu Hg Pb Se Zn
Se 0,5527 0,8315 0,1271 0,5453 0,2030
( 29 ( 29 ( 29 ( 29 ( 29
0,0034 0,0000 0,5013 0,0039 0,2828
Zn 0,6833 0,4330 0,6768 0,5596 0,2030
( 29) ( 29 ( 29) ( 29) ( 29
0,0003 0,0219 0,0003 0,0031 0,2828
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Esta tabla muestra el intervalo de correlaciones de Spearman entre cada par de variables. Estos coeficientes de correlacién oscilan entre
-1y +1 y miden la fuerza de la asociacion entre las variables. En contraste con las correlaciones de Pearson, los coeficientes de Spearman se
calculan a partir de las filas de los valores de los datos y no a partir de los valores propios. En consecuencia, son menos sensibles a los valores
anomalos. También se indica entre paréntesis el nimero de pares de valores de datos utilizados para calcular cada coeficiente. El tercer nimero
en cada lugar de la tabla es un valor-P que dan las pruebas de significacion estadistica de la estimacion de correlaciones. Valores-P por debajo
de 0,05 indican una correlacion estadisticamente  significativa diferente de cero, a un 95% de confianza.



Apéndice VI. Formato de encuesta aplicada a padres y representantes de nifios
de Espectro Autista.

CENTRO DE QUIMICA ANALITICA
FACULTAD DE CIENCIAS — ESCUELA DE QUIMICA
UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA

ProT1ocoLo: Niveles medios de mercurio(Hg), cadmio (Cd), cromo (Cr), plomo (Pb), zinc
(Zn) y cobre (Cu), en la poblacion.

1. IDENTIFICACION DEL INFANTE

Nombres Apellidos
Edad Fecha y Lugar de nacimiento
Direccién

2. ANTECEDENTES

Patologia que presenta

Medicamentos administrados en los ultimos 6 meses

3. HABITOS NUTRICIONALES DEL MENOR

Si Frecuencia/Semana
Carnes No

Si Frecuencia/Semana
Vegetales No

Si Frecuencia/Semana
Frutas No

Si Frecuencia/Semana
Pescado/Productos del mar No

Si Frecuencia/Semana
Enlatados No

éPresenta el infante algun control nutricional y/o dieta determinada? Especifique




Apéndice VI. Formato de encuesta aplicada a padres y representantes de
nifios de Espectro Autista.

3. INFORMACION SOBRE LA MADRE DEL INFANTE

Profesion Afios de ejercicio

Alcohol Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

Cigarrillos Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

éConvive con personas que fuman? Si Hogar

No Trabajo

Café Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

Drogas Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

4. INFORMACION SOBRE EL PADRE DEL INFANTE

Profesion Afios de ejercicio

Alcohol Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

Cigarrillos Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

¢Convive con personas que fuman? Si Hogar

No Trabajo

Café Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

Drogas Si Desde Tipo Frecuencia
No Hasta Cantidad

Este estudio tiene por objetivo recolectar los datos para establecer valores medios
de algunos metales pesados. Esta encuesta soélo se usara para este fin.

Gracias por su colaboracion.
Br. Mercedes V. Rosales M.



Apéndice VII. Formato de folletos entregados a padres y representantes de nifios de Espectro Autista.
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Apéndice IX. Glosario de términos.

- Anemia macrocitica: es un término generalizado que incluye a un grupo de
anemias caracterizadas por eritrocitos con un volumen corpuscular medio (VCM)
mayor de 100 micras cubicas. Generalmente son megaloblasticas (tamafio grande

de sus precursores en la médula ésea).

- Apoenzimas: es la parte proteica de una enzima, desprovista de los cofactores o
coenzimas que puedan ser necesarios para que la enzima sea funcionalmente

activa. La apoenzima es cataliticamente inactiva.

- Cirrosis hepética: Es la cicatrizacion y funcionamiento deficiente del higado como

resultado de una enfermedad hepética cronica.

- Cisteina: es uno de los veinte aminoacidos que utilizan las células para sintetizar
proteinas. Esta codificada en el ARN mensajero como UGU o UGC. La cisteina es
un aminoé&cido no esencial, sulfurado, que puede oxidarse dando el dimero cistina.
Se sintetiza a partir de la metionina, que es un aminoacido esencial, por medio de
dos reacciones: transmetilacién, en la que la metionina se transforma en

homocisteina y transulfuracion, en la que la homocisteina pasa a ser cisteina.

- Citocromos: son proteinas de color oscuro que desempefian una funcién vital en
el transporte de energia quimica en todas las células vivas. Las células animales
obtienen la energia de los alimentos mediante un proceso llamado respiracion
aerobia; las plantas capturan la energia de la luz solar por medio de la fotosintesis.

Los citocromos intervienen en los dos procesos.

- Dismutasa de superoxido: La enzima superdxido dismutasa (SOD) cataliza la
dismutacién de superoxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno. Debido a esto es
una importante defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas al

oxigeno.

- Encefalopatias: son afecciones del cerebro.
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Apéndice IX. Glosario de términos.

- FEritrocitos (glébulos rojos o0 hematies): son los elementos formes
cuantitativamente mas numerosos de la sangre. La hemoglobina es uno de sus
principales componentes y su objetivo es transportar el oxigeno hacia los

diferentes tejidos del cuerpo.

- Fenilcetonuria: es un tipo de hiperfenilalaninemia, también conocida como PKU,
es una alteracion del metabolismo en el que el organismo no puede metabolizar el
aminodcido fenilalanina en el higado. Esta enfermedad es genética y es provocada

por la carencia de enzima fenilalanina hidroxilasa .

- Hemoglobina: es una heteroproteina de la sangre, de peso molecular 64.000 (64
kD), de color rojo caracteristico, que transporta el oxigeno desde los 6rganos

respiratorios hasta los tejidos, en mamiferos, oviparos y otros animales.

- Metaloenzimas: una enzima gue contiene como parte esencial de su estructura un

atomo de metal (cobalto, cobre, hierro, molibdeno o zinc).

- Metalotioneinas: familia de proteinas no enziméticas de bajo peso molecular con
alto contenido en azufre y en metales. Juegan un papel fundamental en la fijacion
de algunos oligoelementos como el cobre o0 zinc por algunas células. Se cree que

algunas mutaciones de la metalotioneina son responsables del autismo

- Mioglobina: es una hemoproteina muscular, estructuralmente y funcionalmente
muy parecida a la hemoglobina, es una proteina relativamente pequefia
constituida por una cadena polipeptidica de 153 residuos aminoacidicos que
contiene un grupo hemo con un atomo de hierro, y cuya funcion es la de
almacenar y transportar oxigeno. También se denomina miohemoglobina o

hemoglobina muscular.

- Neurofibromatosis: son trastornos genéticos del sistema nervioso que afectan
principalmente al desarrollo y crecimiento de los tejidos de las células neurales

(nerviosas). Estos trastornos ocasionan tumores que crecen en los nervios y
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producen otras anormalidades tales como cambios en la piel y deformidades en

los huesos.

Pica: es, segun el Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales
(DSM), un trastorno de la ingestidon y de la conducta alimentaria. Conocido como
una variante de un tipo de trastorno alimentario en el que existe un deseo
irresistible de comer o lamer sustancias no nutritivas y poco usuales como tierra,
tiza, yeso, virutas de la pintura, bicarbonato de sosa, almidén, pegamento, moho,
cenizas de cigarrillo, insectos, papel o cualquier otra cosa que no tiene, en

apariencia, ningun valor alimenticio.

Reticulocitos: son glébulos rojos que no han alcanzado su madurez. Los mismos
se producen por causa de algunas anemias, el organismo incrementa la
produccion de glébulos rojos y los envia al torrente sanguineo antes de que sean
maduros. Los mismos se caracterizan por presentar una red de filamentos y

granulos.

Reticulocitosis: Un aumento en la circulacién de Reticulocitos, el cual esta entre
los Signos mas simples y mas relevantes de la produccion acelerada de
Eritrocitos. La Reticulocitosis ocurre durante la Regeneracién activa de la Sangre
(estimulacién de la Médula Osea roja) y en ciertos tipos de Anemia,

particularmente en la Anemia Hemolitica Congénita
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