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Existe una intensa pero compleja tendencia hereditaria en los sin-
dromes autistas (Folstein y Rutter, 1977; Bailey y cols., 1995). La ge-
nética inevitablemente determina cambios o diferencias en las enzimas
o en los medios de transporte/receptores de la membrana que a veces
se reflejan de modo transitorio en la morfologfa. Estos cambios provo-
can necesariamente alteraciones quimicas en los pacientes autistas. Se
han descrito niveles altos de péptidos en autistas (Reichelt y cols.,
1981; Reichelt y cols., 1986; Israngkun y cols., 19986; Shattock y cols.,
1990). En este articulo vamos pues a pasar revista a los tiltimos avan-
ces producidos en relacién con los cambios en la excrecién de pépti-
dos, los datos inmunolégicos, el tipo de péptidos que se ha encontrado
y el efecto que causa la intervencién sobre la dieta.

Se ha incluido evidencia experimental sobre otros trastornos como
prueba de este modelo segiin ¢l cual existe una predisposicién gené-
tica que reduce la capacidad de metabolizar péptidos en cantidades
normales o mayores de lo habitual,

DEMOSTRACION DE LA HIPERPEPTIDURIA

Aunque habria sido deseable contar con muestras de orina de 24
horas, éstas eran dificiles de obtener. As{ pues, la mayor parte de las
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muestras de las dltimas series eran de orina de la mafiana. Las mues-
tras congeladas fueron descongeladas rapidamente. En algunos casos
fue posible afiadir una gota de solucién de timol como conservante,
ya que constituye una buena medida HPLC interna (Reichelt y cols.,
1996, en prensa). Se midi6 el pH. Tras mezclarlo enérgicamente, se
obtuvo el valor de Creatinina de una fraccién en el Laboratorio Cli-
nico del Rikshospitalet con métodos convencionales. Se filtraron 0,5
ml de orina mezclada mediante centrifugacién con filtros de 0,22 m
de acetato de celulosa Costar Spin-X a 3.500 rpm (2315 x g) durante
10 minutos a 4° C. Una cantidad de orina equivalente de 250 nano-
moles de creatinina fue sometida al sistema HPLC (Gold: Waters)
mediante un aplicador de muestras automatico (Waters® 717 Auto-
sampler).

La HPLC fue realizada en columnas de fase inversa Vydac C-18
(Shattock y cols., 1990) de 250x4,6 mm y una precolumna del mismo
material a 30° C mediante un termostato Bio rad (Modelo n®
1250426). El procedimiento cromatogrifico se basa en el método de
Guillemin para separar los péptidos de las sales, la urea y el amonia-
co (Béhlen y cols., 1980). El tampén A contenia un 0,1% de é4cido
trifluoroacético (TFA) y el tampén B, 0,1% de TFA en un 95% de
acetonitrilo y 5% de agua.

Gradiente fase 1: isocrdtico en 0,1% de TFA con un 1% del
tampén B durante 15 minutos para eliminar la mayor parte de los
aminodcidos y sales.

Gradiente fase 2: solvente B de 15 a 75 min. aumentado lineal-
mente de 1 a 40% por volumen.

Gradiente fase 3: solvente B entre 75 y 80 minutos aumentado de
40 a 60% B.

Gradiente fase 4: lavado isocrdtico a 60% B de 80 a 89 minutos.

Gradiente fase 5: solvente B reducido de nuevo al 1% entre 89 y
94 minutos.

La reequilibracién se realiz6 isocriticamente con 1% de B entre
94 y 115 minutos.

La tasa de flujo era de 1 ml/ min. Se usé el detector System
Gold a 215 y 280 nm (médulo 167) con una sensibilidad de 0,2.
En los casos en que se empleé timol, éste fue utilizado como medida
interna y aparecié a los 85 minutos. El 4rea situada bajo las curvas
fue procesada por el ordenador de System Gold. La principal zona
de péptidos estd marcada en la figura 1 mediante una flecha, aun-
que los que eran extremadamente hidrofilicos se perdieron con los
aminodcidos. Los siguientes péptidos sintéticos fueron tratados con
los mismos métodos y controles en condiciones estindar para cada
diez vueltas aproximadamente: oxitocina, metencefalina y angioten-
sina 2.
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RESULTADOS

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados de un paciente normal y
los de otro autista segiin el método anterior. En la zona de péptidos
el nivel de picos estd muy aumentado. En la tabla 1 se compara el
nivel del grupo de autistas segiin el DSM-ITI-R con el de 87 nifios del
grupo de control de entre dos y doce afios. Los datos de los autistas
procedian de Gran Bretafia, EE.UU., Suecia, Noruega, Israel e Italia
(Reichelt y cols., 1996).

En la tabla 3 se ha recogido la zona de péptidos con la mitad hidro-
lizada (trazo superior) y la otra mitad realizada directamente con el
analizador de aminoéicidos Alpha Plus (trazo inferior). El aumento en
los aminodcidos liberados con la hidrélisis es claramente evidente. En
otra ocasidén (Reichelt y cols., 1985) demostramos que muchos de los
péptidos tenian sustituido un grupo N- y por lo tanto no eran tefiibles
con ninhidrina, 1o que los hacia invisibles a la cromatografia directa.
Esto parece quedar confirmado a través de los datos de la figura 3.

Como era de esperar, al someter las muestras hidrolizadas de 2-
M-KOH al sistema de cribado de péptidos aparecia una reduccién en
los picos y zonas incluidas en el rango de 215 nm (reduccién media
=72,6% £ 12,8; n = 8).

Conclusion: El nivel y el patron de péptidos parece patolégico
con grandes variaciones entre pacientes con el mismo diagnéstico
(Reichelt y cols., 1994).

Tabla 1. Nivel de péptidos en niios autistas y de control.

Dato Nifos autistas Grupo de referencia
N = 85 87
Edades 3-13 3-13
Media 765 346

Desv. Tip. 502 72

95% 1. C. 642-888 330-364

1. C. = Intervalo de confianza. Los nifios autistas proceden de Israel, Italia,
Noruega, Suecia, Gran Bretafia y EE.UU. La unidad empleada es de 215 nm de UV
por metro cuadrado con el detector situado a un nivel de sensibilidad de 0,2.

2. DEMOSTRACION DE LAS DIFERENCIAS
INMUNOLOGICAS

Se midieron los valores de anticuerpos IgA e IgG en un grupo de
nifios autistas noruegos diagnosticados mediante €]l DSM-III (n = 24),
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El procedimiento fue realizado por el Nycomed Allergy Laboratory,
Hafslund-Nycomed A/S Norway mediante las técnicas que se em-
plean en el Rikshospitalet (Scott y cols., 1985). Cerca de la cuarta
parte de los nifios autistas tenfan un nivel superior a los limites nor-
males de anticuerpos IgA frente a la gliadina, el gluten y la caseina
comparado con nifios de control de las mismas edades (Reichelt y
cols., 1994). La prueba de endomycium fue negativa, lo que indica
que existe un aumento del transporte a través de la mucosa sin que
se dé enfermedad celiaca. De 148 pacientes procedentes de cinco
paises estudiados durante catorce afios s6lo en 3 se hallé enfermedad
celiaca confirmada mediante biopsia y anticuerpos positivos para el
endomycium (Reichelt v cols., 1991).

Tabla 2. Frecuencia de anticuerpos IgA que superaban
los limites normales.

Autistas Control P
Gliadina 6/24 0/18 0,05
Gluten 724 0/18 0,033
Caseina 424 0/18 0,08

Probabilidad estimada a partir de la Prueba Exacta de Fisher de
dos colas. Los nifios autistas y los de control se hallaban en los
mismos segmentos de edad (Reichelt y cols., 1994).

Estos datos indican que existe un subgrupo cuyo intestino absorbe un
mayor nivel de proteinas.

3. CAMBIOS EN EL PH

El pH de la orina de 48 nifios noruegos pertenecientes al colegio
de Madlavoll era de 5,7 + 0,4. La orina de nifios autistas del mismo
grupo de edad era de 6,7 £ 0,7 (n = 48). La prueba U de Mann-
Whitney arrojé cifras de 189 con una p < 0,001 de dos colas. Esto
puede reflejar una menor transulfatacidn en los nifios autistas, como
sefialaba Waring (Waring y Ngung, 1993), con una excrecion urinaria
de compuestos de azufre reducida.

El descenso de la transulfatacién a los aminoglicanos en el intes-
tino aumentaria la absorcién fransmucosa o daria lugar a un debilita-
miento del revestimiento intestinal (Waring y Ngung, 1993; Murch y
cols., 1993). Asi pues es de esperar que se produzca una mayor
concentracién de péptidos en el organismo.
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4. PEPTIDOS ESPECIFICOS AISLADOS

Mediante inmunoensayo, composicién de aminoédcidos tras puri-
ficacién, hidrélisis con andlisis de aminodcidos y cocromatografia se
ha encontrado la exorfina bovina casomorfina-1-8 (Reichelt y cols.,
1991). Ademas también se ha hallado un péptido que incrementa la
absorcién de serotonina por parte de las plaquetas y que se encuentra
en el terminal -C de una molécula de casefna (Reichelt y cols., 1994).
Ambos péptidos resultan interesantes ya que los opidceos son respon-
sables de los problemas sociales inherentes al autismo (Panksepp y
cols., 1978; Panksepp v cols., 1980). Ademds, el aumento del nivel
de serotonina en plaquetas constituye un hallazgo relativamente con-
sistente (Rogeness y cols., 1992). El incremento en la absorcién de
serotonina procedente de la fosa sindptica darfa origen a una reduc-
cién del efecto de la sinapsis serotoninérgica y por lo tanto, trastornos
del suefio y problemas de atencién y de control de impulsos (Roge-
ness y cols., 1992).

5. EFECTOS DE LA INTERVENCION SOBRE LA DIETA

Hemos estudiado este aspecto en dos series de 15 nifios cada una
(Richelt y cols., 1990; Knivsberg y cols., 1990); el iltimo grupo fue
reevaluado cuatro afios después (Knivsberg y cols., 1995). En una
investigacién socioldgica sobre 10 nifios britdnicos sometidos a dieta
se encontraron también resultados favorables (Shattock, 1995). En la
tabla 3 figuran los resultados de nuestras investigaciones a uno y
cuatro anos.

Como result6 imposible mantener a las familias a dieta-placebo
durante seis meses debido a que no producian efecto alguno, los
abandonos deben ser interpretados como control negativo. Todos ellos
regresaron al estado inicial (tabla 3).

La totalidad de los pacientes a dieta hasta la fecha (en ambos
experimentos) mostraba un nivel de péptidos (en aminoé4cidos excre-
tados) 24 horas antes de iniciar el régimen de 32,6 + 15,6 micromoles
(n=26) y después de cuatro afios, de 12,4 + 4,5 (n=26). Los que
abandonaron el estudio (n=7) antes del régimen daban niveles de 36,6
* 17,9 micromoles y cuatro afios después de dejar la dieta, 37,8 +
16,5 (n=7).

Se hallé una correlacién lineal entre el descenso del aislamiento
social y el de los niveles de péptidos (Knivsberg y cols., 1990; Rei-
chelt vy cols.,, 1991). Varios nifios mostraron sintomas transitorios
similares a los producidos por abandono de la herofna, como cambios
en el tamafio de las pupilas, picores, erupciones pasajeras, diarrea y
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diversos grados de agitacion desde la semana 2* a la 10°. La agresi-
vidad en los nifios varones que habian pasado la pubertad constituyé
en ocasiones un verdadero problema.

Tabla 3. Efectos de la dieta.

Prueba Estadistico N P Porcentaje
de Cambio
A: Primer Afio

TAFJORD OBSERVATION SCALE ON PLAY AND BEHAVIOUR (esca-
la Tafjord de observacién de juego y comportamiento):

a: relac. sociales W obs=0 14 0,005 +22.6
b: lenguaje W obs=0 14 0,005 +16
¢: habilidad estructural W obs=0 14 0,005 +12,2
d: sensoriomotora W obs=0 14 0,005 +9

TEST ILLINOIS DE APTITUDES PSICOLINGUISTICAS
W obs=-1 10 0,01 +10,3

HARACOPUS OBSERVATION SCALE OF SOCIAL ISOLATION AND
BIZARRE BEHAVIOUR (escala Haracopus de observacién del aislamiento
social y la conducta extrafia)

a: aislamiento social W obs=0 14 0,005 -73

b: conducta extrafia W obs=0 14 0,005 —69

MATRICES PROGRESIVAS DE RAVEN
Suma total: W obs=0 14 0,005 +130

B: Después de cuatro afios .
TEST ILLINOIS DE APTITUDES PSICOLINGUISTICAS
W obs=0 12 0,005 +132

MATRICES PROGRESIVAS DE RAVEN
W obs=0 12 0,005 +132

RESULTADOS EN EL RAVEN DE LOS QUE ABANDONARCN EL ES-
TUDIO (comparado con las puntuaciones maximas obtenidas por cada indi-
viduo)*
W obs=de-
masiado
pequeiio 3 Demasiado
pequefio =52

* A pesar de que se les dejé m4s tiempo para resolver los problemas de Raven, los
tres que abandonaron no pudieron realizar los mismos ftemes que habfan resuelto
mientras seguian la dieta (Knivsberg y cols., 1990; Knivsberg y cols., 1993).
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Conclusién: Nuestros dos experimentos junto con el de R.
Shattock (1995) demuestran un probable efecto de la dieta sobre la
excrecion de péptidos y sobre las respuestas a las pruebas de conduc-
ta. Cuando abandonan la dieta retroceden précticamente al punto de
partida,

6. ENFERMEDADES Y PROTEINAS ALIMENTARIAS

Se han descrito sintomas autistas en nifios (Asperger, 1961) y
sintomas depresivos en adultos celiacos (Hallert y cols., 1982). Asi-
mismo, existe evidencia de cambios prolongados en el EEG de nifios
celiacos con dieta estricta en los que se han provocado reacciones
mediante la ingesta de gluten y gliadina (Paul y cols., 1985). Por
otra parte, se ha encontrado un tipo de epilepsia que cursa con cal-
cificacién parietal que estd relacionada con la ingesta de gluten
(Gobbi y cols., 1992). Ultimamente se han hallado correlaciones
entre un elevado incremento del anticuerpo IgA en respuesta al
gluten y ciertos problemas neurol6gicos (Hadjivasiliou y cols.,
1996). La enfermedad celiaca también ha sido vinculada a trastor-
nos neurolégicos (Cooke y Smith, 1966) y diversas patologias
degenerativas del SNC (Finelli y cols., 1980; Kinney y cols., 1982;
Ward y cols., 1985).

Un péptido formado a partir de la lactoalbiimina parece estar
implicado en la diabetes mellitus (Karjalainen y cols., 1992; Dahl-
Jgrgensen y cols., 1991), y también se han relacionado alteraciones
graves del suefio con anticuerpos inducidos por las protefnas de la
leche (Kahn y cols., 1987). El célico del lactante parece estar estre-
chamente relacionado con la ingesta de leche de vaca por parte de la
madre (Lothe y cols., 1982). Egger y cols. (1983) han publicado un
estudio que asocia la aparicién de migrafias con determinadas dietas.
La relacién entre dieta y conducta ha sido respaldada por una serie
de articulos sobre hipercinesia (trastorno que conlleva un nivel defi-
citario de atencién junto con hiperactividad) y regfmenes supresores
{Egger y cols., 1985; Kaplan y cols., 1989; Egger y cols., 1992).
Queda claro por tanto que los componentes de los alimentos produ-
cen efectos a escala conductual y neurolégica.

7. UN MODELO RAZONABLE

Se considera en general que la peptiduria estd causada por una
ruptura insuficiente de los péptidos (Reichelt y cols., 1994). Por otra
parte, existe amplia documentacién sobre la absorcién de proteinas
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intactas del intestino (Paganella y Levinsky, 1980; Husby y cols.,
1985; Gardner, 1995). En la leche materna se han aislado anticuerpos
alimentarios intactos (Kilshaw y Cant, 1984; Stuart y cols., 1984;
Axelson y cols., 1986; Troncone y cols., 1987).

De todo esto se desprende que tanto el aumento en la absorcién
con o sin reduccién del nivel de ruptura pueden superar la capacidad
de este mecanismo. Puesto que una molécula de gluten contiene 15
secuencias opidceas (Fukudome y Yoshikawa, 1992), una ruptura in-
suficiente podrfa dar lugar a importantes aumentos en los péptidos
circulantes que suelen ir ligados a las proteinas de la sangre (Rei-
chelt, 1996). Asimismo, se encuentran grandes cantidades de pépti-
dos en el intestino (Gardner, 1994), y tanto ¢l incremento de la ab-
sorcién como el descenso en la ruptura pueden causar problemas
debidos principalmente a que los péptidos son buenos inhibidores de
la peptidasa (Labella y cols., 1985). Asi pues, resulta sencillo expli-
car c6mo aumenta el nivel de péptidos en el autista por los profundos
efectos que ejerce sobre la ruptura de estos compuestos tanto si son
endégenos como exdégenos.

Ha quedado demostrado que la presencia de exorfinas (Reichelt
y cols., 1991; Shattock y cols., en prensa; Cade y cols., remitido)
y opidceos inhibe la maduracién del SNC (Zagon y Mc Laughlin,
1984 y 1987). Por lo tanto proponemos que los cambios tréficos
que aparecen en la NMR (Courchesne y cols., 1994; Courchesne,
1995) podrian ser explicados mediante este aumento en la exposi-
¢i6n a las exorfinas. Se puede desarrollar hipertrofia o hipotrofia
dependiendo del tiempo de exposicién y de la edad. Los opidceos
inhiben el aumento de volumen de células del SNC durante sus fases
proliferativas (Zagon y McLaughlin, 1987). En las fases selectivas
(Feinberg, 1982/83), los opidceos inhiben la maduracién del «mo-
delado» del neurdpilo (Tenconi y cols., 1991), causando una «hi-
pertrofia» aparente.

Las exorfinas también podrian explicar la incompetencia sociat
caracterstica del autismo (Panksepp, 1978; Panksepp y cols., 1984).
Ademads, se han hallado correlaciones entre la aparicion de brotes
tardios y la ingesta de alimentos con gluten (Knivsberg y cols., 1990),
lo que quiz4 indique que el gluten y la gliadina tienen un papel més
importante en estos casos. Por otra parte, la gliadina contiene pépti-
dos que actian sobre los receptores opidceos (Graf y cols., 1987).
En nuestra opinién, la heterogeneidad clinica que se observa viene
dada por las diferencias familiares en la longitud de las cadenas de
péptidos activos,que estd causada por defectos en los distintos enzi-
mas de ruptura (peptidasas). Asi se explicarfa la heterogeneidad qui-
mica (Reichelt y cols., 1994), ya que muchos péptidos bioactivos se
encuentran en «familias» con distintas longitudes de cadena.
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Tabla 4. Estructura de algunos opidceos presentes
en los alimentos.

FUENTE ESTRUCTURA
Gluten G-Y-Y-P-T
Y-G-G-W-L
Y-P-I-S-L
Gliadina Y-P-Q-P-F-P
Beta-caseina (bovina) * Y-P-F-P-G-P-I-P
Alfa-caseina R-Y-L-G-Y-L-E
Beta-lactoglobulina Y-L-L-FNH,
Alfa-lactoalbiimina Y-G-L-FNH,
Hemoglobina* L-V-V-Y-P-W-T-Q-R-F
Citocromo-C Y-P-F-T

* Estos péptidos sc encuentran en «familias» de diferente longitud de cadena. La
casomorfina mas pequefia es la Y-P-F y se conocen formas amidadas de las varie-

dades 1-4 y 1-5 en aminodcidos de una base.
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