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DESPISTAJE METABOLICO DE ALTO RIESGO: RESULTADOS
DE LOS DOSPRIMEROS ANOS DE ESTUDIO EN MARACAIBO
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RESUMEN

Se presentan los resultades obtenidos en los des pri-
meros aftes de estudio sobre despistaje metabélico en
una poblacion de alto riesgo.

Los resultados preliminares parecen indicar una
mavyor incidencia de cistinuria en la pohlacion de Mara-
caibo, basados en la positividad de la prueba del nitro-
prusiato de sodio y en hallazgos en la cromatografia
unidimensional descendente.

INTRODUCCION

Para los genetistas y bioguimicos interesados en los aspectos molecu-
lares de la herencia, estd claro que toda la patologia hereditaria puede
explicarse en forma simple en base a alteraciones del material heredi-
tario, {nicas o miltiples, puntiformes o extensas; afectando uno ¢ varios
genes en el mismo o diferentes cromosomas.

Los errores ingénitos del metabolismo (EIM), constituyen el ejemplo
clasico de mutaciones en el ADN (o a cualquier otro nivel en los mecanis-
mos de sintesis protéica), las cuales dan origen a una patologia hereditaria
variada y cada vez mds importante.

* Unidad de Genética Médica, Facultad de Medicina, Universidad de! Zulia, Apar-
tado 1154. Maracaibo, Venezuela.



Las aberraciones cromosdmicas son conspicuas, no solo al estudio
microscopico de las mismas, sino también por la severa afectacion de la
morfogénesis que ellas producen en el individuo. Sin embargo, existen
también trastornos morfogenéticos hereditarios graves, los cuales hasta
el momento no pueden explicarse ni por un trastorng cromosomico
evidente por las técnicas de analisis actuales, ni por un fenotipo definido,
gue ponga de manifiesto la mutacion subyacente sospechada. Es probable
que ello se deba a que la alteracion enzimatica afecta enzimas de! desa-
rrolio, cuya accion es corta y finita durante la vida intrauterina sobre
mecanismos de migracidn y diferenciacion celular importantes en morfo-
geénesis. Siguiendo a otros autores, seria licito llamar a este grupo de
malformaciones congénitas, sobre todo aguellas que exhiben mecanismos
de herencia mendeliana, los errores ingénitos de la morfogénesis (21).

Es conocido el hecho de que ciertos trastornos enzimaticos o endo-
crinos influyen sobre la morfologia del individue en la vida extrauterina:
las mucopolisacaridosis, Ia aciduria arginosuccinica, las lisinurias, el sin-
drome adrenogenital congénito. En otros casos, el problema metabdlico
que afecta la morfogénesis es evidente al nacimiento o tempranamente
después de él; tal ocurre en las mucolipidosis. Mas aln, en algunos sin-
dromes morfogenéticos se han observado ciertas aiteraciones metabdlicas,
al parecer no directamente implicadas, pero que apuntan hacia una rela-
cion importante entre ellas y el defecto morfologico: en algunos pacientes
con sindrome de Soto (gigantismo cerebral), se ha observado un aumento
de la concentracion plasmatica de aminodcidos esenciales; fa razon glicina/
prolina y otras proporciones entre aminodcidos no esencisles y esenciales
son tales, que permiten distinguir los pacientes de los controles (1). En el
sindrome cerebro-hepato-renal de Zellweger, se ha encontrado hiperami-
noacicemia {aspartato, glutamina, serina y prolina) (24), y aminoaciduria
en otro caso (1s). En algunas formas de displasia ectodérmica, se han
encontrado alteraciones de las inmunoglobulinas (s). En el sindrome
de Cornelia de Lange, se ha descrito alteraciones de la actividad de trans-
ferasa de uridin difosfogalactosa (3). Los aspectos mencionados, sin em-
bargo, no contribuyen grandemente en la caracterizacion bioguimica
de estos sindromes todavia, con ciertas excepciones, como en el sindrome
adrenogenital congénito; pero es basico el desarroflo de técnicas de apoyo
para la investigacion de ellos en centros de genética humana de diferentes
partes del mundo.

Los errores ingénitos del metabolismo si han sido ampliamente estu-
diados por diversos autores, desde Garrod (1908) (4,6, 913, 1620,23);y I3
metodologia para el diagndstico y prevencion, asi como el tratamiento
de algunos de ellos, ha sido discutida desde hace mds de 20 afios. Si bien
no siempre es posible evidenciar facilmente la mayoria de los EIM, muchos
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de ellos son susceptibles de deteccidn temprana, o son facilmente diagnos-
ticables por métodos sencillos de laboratorio. Este hecho y la posibilidad
de tratar algunos de ellos junto con Ia de prevenir, a través de métodos di-

versos, la repeticion del problema en las familias a riesgo, han obligado al
desarrotio de centros de despistaje en diversas partes del mundo.

Programas de despistaje de enfermedades metabélicas hereditarias.—
Los programas elaborados, pueden separarse en dos grandes grupos:

1 — Programas de deteccidn temprana en poblacion general (s, 7,11, 12,
16). Estos persiguen fines preventivos de vigilancia epidemioldgica y per-
miten descubrir los nifios afectados con EIM dentra de los primeros dias
subsiguientes al nacimiento; semanas o meses antes de que se presente la
patologia evidente del trastorno e inclusive antes de que se presente el
primer caso en la familia.

2— Programas de deteccion en poblaciones de alto riesgo. Estos persi-
guen fines principalmente diagnosticos, aungue de acuerdo a la edad a la
cual se realizen, pueden también tener fines preventivos. Se usan en pobla-
ciones de pacientes hospitalizados o en la consulta externa hospitalaria,
en parientes cercanos de pacientes afectados de metabolopatias heredi-
tarias, y en las instituciones para retrasados mentales, con fines diagnds-
ticos.

En nuestro medio se han hecho timidos intentos de averiguar la inci-
dencia poblacional, pero hasta la fecha no existia un programa estruc-
turado a tal efecto. Nuestro programa fué inicialmente estructurado para
despistaje en poblaciones; sin embargs, hasta la fecha ha funcionado
como programa de deteccidn en pablaciones de alto riesgo.

En Latinoamérica el tnico programa que conocemos, de despistaje
en pobhlaciones, es el del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

Universidad Nacional Autonoma de México (Veldsquez, 'A. Comunicacion
personal).

MATERIAL Y METODOS
Nuestro programa de deteccion en poblaciones de aito riesgo, utiliza

como metodologia la crbmatografia de aminoacidos urinarios uni o bidi-
mensional (4, 22}.

Para cromatografia unidimensional ascendente se colocan muestras
de orina (sin desalar), en capa fina (Kodak 13255, celulosa), aproximada-
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mente unos 3 ul, y se colocan en tanques de cromatografia, utilizando
como solventes (calidad analitica), butanol: acido acético: agua (Bu: Ac:
A, 120,30,50, v/v, a temperatura ambiente. Luego de 3 a 4 horas, cuando
el frente de solvente haya recorrido unos 15 centimetros, Jos cromato-
gramas se extraen, secan y colorean con ninhidrina al 0,2% en acetona,
calentando posteriormente a 60-30°C, para acelerar el revelado. Los croma-
togramas se leen inmediatamente sobre un negatoscopio y luego a las 24
horas, después de permanecer en el congelador a —20°C.

Cuando los resultados parecieran dudosos, las muestras se corren en
el mismo sistema de solventes, pero utilizando como base papel Whatman
# 3. El solvente se deja correr toda la noche (16 horas), en forma descen-
dente, recorriendo aproximadamente 50 centimetros (11). Al cabo de
este tiempo, se procede en la misma forma como en el caso de capa fina.
Previamente se observan los cromatogramas con luz UV de onda larga.
En ocasiones, y cuando el caso asi io amerite, se utiliza el métoado de so-
brerevelado con dcido sulfanilico y reactive de Ehrlich {11, 19, 22). Final-
mente, cuando la identificacion del aminodcido se haga dificii, alin después
de la cromatografia descendente, se procede a realizar cromatografia en
2 dimensiones sobre cuadros de 20 x 20 de papel Whatman # 3, utilizando
como primer solvente, piridina: acetona: 15 N amoniaco: agua (PAA)
(90:60:25:25,v/v); como segundo solvente 2-propanol: 89% dcido for-
mico: agua (IF) (80:10:10, v/v) (18).

Todos los cromatogramas sobre papel se observan, previa tincion con
ninhidrina, con luz UV de onda larga (Black Ray, B-100, Uitraviolet
Products Inc., San Gabriel, California, U.S.A.).

Los resultados de la cromatografia se apoyaban con las pruebas colo-
readas para aminodcidos siguientes: cloruro férrico, 2-4 dinitrofenilhidra-
zina, nitroprusiato de sodio y nitrosonaftol {19, 23}, A veces se procede
a realizar cromatografias especiales, como en los casos en los cuales se
sospechare histidinuria o hiperprolinuria. En el primer caso se realiza la
cromatografia de extractos alcalinos de piel gueratinizada, para detectar
la presencia de acido urocdnico {10). En el segundo caso se realiza el
método de inclusion de isatina en el solvente, colorante que tifie intensa-
mente de azul la prolina e hidroxiprolina (20). Para la deteccion de gld-
cidos se utiliza {a prueba de Benedict y para la de mucopolisacéridos se
usa como prueba de despistaje la prueba de Berry (2), y posteriormente
la electroforesis sobre acetato de celulosa (14), de los mucopolisacéridos
extraidos con etanol después de precipitados con cloruro de cetilpiridi-
nium {8). Dado el hecho de que nuestras técnicas son cualitativas, en la
mayoria de los casos la sospecha diagndstica debe complementarse con
estudios especiales bien en orina o en sangre. Para la cuantificacion hemos
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requerido de la ayuda de otros laboratorios. En la figura 1 se esquematiza
la metodologia arriba discutida.

Los pacientes estudiados provienen de la Consuita Externa de la Unidad
de Genética del Hospital Universitaric de Maracaibo; de la Consulta
Pedidtrica del mismo hospital y otros de la localidad; y de pacientes
referidos a nosotros de otras consultas hospitalarias y privadas de la ciudad
y dreas de influencia. La mayoria de ellos lo constituyen nifios con distinto
tipo de sindromes malformativos y de retraso psicomotor, pero también
se reciben muestras de pacientes que ingresan a fa consulta por asesora-
miento prenupcial, asi como otros con diferente tipo de patologia renal
{p. ej. litiasis).

2-4 Dinitrofenil Cloruro Nitroprusiate
hidrazina \ férrico / de sodio

Tests Mancha 4———-——- e (3 4 £ Q'S

MPS reacciones
\U/ coloreadas

Lipidosis

Cromatogrofia
capa fina
U.A.
Electroforesis Observacion con luz
MPS ' ‘ u.v,
Isating Cromotografia Sobrerrevelado

\——/popel Erlich — Sulphaonitico

I

Cromatogrofia Dnognoshco Tecnicos especioles
papei D.P

B.D. o
\

Estudios especiales
Orina y/0 Sangre
Fig. 1.~ Esquema de la metodologia utilizada. UA: Unidimensional ascen-
dente: UD; Unidimensiona! descendente: BD: Bidimensional; MPS: Muco-
polisacdridos; D : Definitive; P: Presuntivg,
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Como poblacion control en este estudio utilizamos 100 muestras de
orina recogidas al azar de la Seccion de Uroandlisis de! Hospital Universi-

tario de Maracaibo, obtenidas de pacientes del blogue de Pediatria, y de
los Servicios de Medicina, Cirugia y Consulta Externa de adultos.

RESULTADOS

Los resultados de la primera cromatografia son dudosos en muchas
pcasiones, por la presencia de compuestos ninhidrina positivos; sobre
todo en lactantes y en pacientes hospitalizados. Las leches a las cuales
se les afade D, L-metionina, ocasionan que el lactante excrete en exceso
D-metionina, la cual migra a la misma altura que la forma levdgira (11).
Este dato es a veces dificil de obtener en la primera ocasién, pero debe
considerarse previo a emitir cualquier diagnostico. Los pacientes hospita-
lizados reciben diferentes tipos de medicamentos, los cuales (o sus meta-
bolitos), pueden aparecer como compuestos ninhidrina positivos (ampi-
cilina, gentamicina, cefaloridina), 0 como compuestos altamente fiuo-
rescentes en la cromatografia sobre papel. La orina de pacientes que han
ingerido aspirina, dd una caracteristica reaccién violeta-escarlata con el
cloruro férrico.

La identificacidn de estos compuestos es a veces imposible por estos
métodos y se prefiere repetir el estudio después de tener al paciente libre
de medicamentos por lo menos durante 3 dias. La dieta puede ser impor-
tante para evaluar ciertas aminoacidurias (histidina, triptofano, otras).

Los compuestos fluorescentes normalmente observados con luz ultra-
violeta de onda larga son varios. El triptofano puede identificarse bien.
Existen otros compuestos que aparecen constantemente, cuya naturaleza
estd en estudio. Los beneficios de esta técnica no se han analizado todavia.

Hasta el momento de este reporte se han analizado 198 muestras de
orina de la poblacion arriba mencionada. Los resultados, listados por
diagnostico, se muestran en las tablas | y 1},

De las orinas analizadas de la poblacién control, a las cuales se les

practico la prueba del nitroprusiato de sodio, 3% de ellos dieron la prueba
positiva. La positividad se evalu6 de 0 - 4 cruces: 7% fueron (+) y 2% (++).

DISCUSION

Puede observarse, que el 19,9% de los casos estudiados corresponden
al diagnéstico de mucopolisacaridosis. Estos estdn desglosados por diagnés-
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tico clinico en la tabla 11. La mayor incidencia de estas enfermedades,
tomo- grupo, puede deberse al error de muestreo ocasionado por su cons-
picuidad, y al hecho de que estamos analizande precisamente una pobla-
¢idn de aito riesgo.

Entre las aminoacidurias detectadas, nos llama la atencion el que
existan 5 individuos (2,5% del total escrutado y 29,4% del totai de amino-
acidurias) con excrecidn aumentada de cistina {1+, 24}, y con o sin dibé-

TABLA |

AMINOACIDURIAS DETECTADAS EN 199 MUESTRAS

‘ Beta amino isobutrico aciduria (BAIA)
Fenilcetonuria
Homocistinuria
Histidinuria
BAIA + alaninuria
Cistinuria (adultos)
Cistinuria (nifios)
Hidroxiprolinuria
Sindrome de Fanconi

- R M e U e B DY e

Inmunoglicinuria

Mucopolisacariduria y/o Berry (+) con/sin
signos clinicos de mucopolisacaridosis 10

Total 27

TABLA 1l

MUCOPOLISACARIDURIAS O BERRY POSITIVOS +
(SOSPECHA CLINICA)

(Hunter) MPS tipo II
(Morquio) MPS tipo IV
(Marateaux-Lamy) MPS tipo VI
No identificados clinicamente

NN e

Total 10
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sico aminoaciduria (prueba del nitroprusiato de sodio positiva y evidencia
cromatografica). Ademds, recientemente se ha detectado un paciente

can cistinuria. Levy (o), sefiala una frecuencia de cistinuria de 1:17.738,
seq(in resultados de! programa del Laboratorio de! Estado de Massachu-
setts, Departamento de Salud Pablica. Desconocemos hasta ahora la fre-
cuencia {incidencia + prevalencia) de cistinuria en nuestra poblacion. Sin
embargo, se reporta una aita incidencia de calculosis renal en la consulta
de nefrourologia de este Hospital {Garcia-Ramirez, R. y Rodriguez-
iturbe, B.: Comunicacion personal),

En la poblacién control {orinas obtenidas de la seccion de uroanéiisis),
se practico la prueba del nitroprusiato de sodio (23), obteniéndose un
9% de resultados positivos: 7%, 1+ y 2%, 2+. Podriamaos suponer se trate
de heterozigotos para cistinuria tipo 11 y 11l {17). Los heterozigotos tipo |
no podrian ser detectados por este método, ya que no exeretan cistina,

De acuerdo con los hallazgos de Levy y colaboradores (s), en la pobla-
cion de Massachusetts se estima una frecuencia de heterozigotos de 1,5%.
Nosotros, aplicando 1a prueba del nitroprusiato de sodio, observamos una
frecuencia de 9% de supuestos heterozigotos, excluyendo los tipo |, Po-
driamos concluir a priori, que es sugestivo por estos resultados, que la
incidencia de cistinuria en nuestra poblacion podria ser superior a la de
otras. Pero este tipo de conclusiones pareceria precipitada, si se basa sola-
mente en la positividad de la prueba del nitroprusiato. La prueba es posi-
tiva cuando la concentracion de cistina excede 75 mg/litro. La reaceion
no es especifica para cistina, homocistina, y cualquier compuesto gue
contenga grupos sulfidrilos libres puede darla. Lewis (13), encontro que
la orina de 1:600 jOvenes asintomdticos dieron positiva la prueha del
nitroprusiato. Este resuitado es muy diferente del encontrado por noso-
tros, aunque nuestra muestra control es pequefia y muy seleccionada.

Debemaos pues afirmar, que son necesarios mayores estudios para com-
probar estos hallazgos. La cuantificacion de la excrecion de cistina en
pacientes y controles con la prueba del nitroprusiato positiva, es im-
perativa.

Concluimos en que el despistaje metabdlico de alto riesgo, permite
orientar mejor el diagnostico en diferentes tipos de problemas médicos
observados en la consulta hospitalaria. En cuanto a conclusiones relativas
a la incidencia poblacional de cierto tipo de errores ingénitos del meta-
bolismo en esta ciudad, sdlo serdn validas cuando se concluyan los estudios
eshozados mds arriba. El conocimiento de esta incidencia es importante
para poder jerarquizar las necesidades de investigacion médica en el drea
en cuestion.
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Es sugestivo, a la luz de estos resultados preliminares, que cistinuria
y las diferentes formas de mucopolisacaridosis, deben estar entre las dos
primeras enfermedades a estudiar en esta poblacion.

Nota: Recientemente hemos detectado otra familia, en la cual el propd-
sito (30 afios) presenta calculosis renal y una prueba del nitroprusiate
positiva (3+). Dos hermanos y el padre son también formadores de cdicu-
los renales. En otros dos pacientes de sexo femenino con nefrolitiasis,
se encontrd solamente un marcado aumento de histidina, cuya relacién
con la patologig renal observada esta en estudio.

ABSTRACT

High risk metaholic screening: results of first two years studies in Mara-
caiho. Moreno-Fuenmayor H., Gonzilez B., Sudrez-Mufioz M. (Unidad
de Genética Médica, Facultad de Medicing, Universidad del Zulia, Apar-
tado 1151. Maracaibo, Venezuels). Invest Clin 18(4): 186-196, 1977,
Metabolic screening has been performed on the in and out patient popu-
lation of a General Hospital in Maracaibo, following a previously published
methodology which is discussed. These preliminary results seem to indi-
cate a greater incidence of cystinuria in this population, based on the posi-
tivity of the sodium nitroprusiate test and chromatographic findings.
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