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Cuantificacion de cistina en orina
espontanea para la deteccion de cistinuria*®
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La cistinuria es un error innato del
metabolismo ocasionado por un defecto en
el transporte renal de arginina, ornitina,
lisina y cistina. La acumulacién de este
ultimo aminodacido de baja solubilidad
ocasiona episodios de urolitiasis
caracteristicos de la enfermedad. En el
presente estudio se estandarizé un método
espectrofotométrico confiable y de facil
ejecucién para la determinacidn
cuantitativa de cistina en orina. Con el
objeto de validar el método vy
posteriormente establecer un rango de
excrecién normal en la poblacidn
colombiana se evaluaron diferentes
parametros. El método utilizado mostro
reproducibilidad, exactitud y sensibilidad.
Ademas puede implementarse en cualquier
laboratorio clinico.
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Resumen

La cistinuria es un error innato del
metabolismo ocasionado por un defecto en
el transporte renal de arginina, ornitina,
lisina y cistina. La acumulacion de este
ultimo aminodcido de baja solubilidad
ocasiona episodios de urolitiasis carac-
teristicos de la enfermedad. En el presente
estudio se estandarizé un método espec-
trofotométrico confiable y de facil ejecucién
para la determinacion cuantitativa de cistina
en orina espontanea. Se realizé el andlisis en
184 muestras, correspondientes a 104
controles y 80 pacientes con urolitiasis. Con
el objeto de validar el método y
posteriormente establecer un rango de
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excrecién normal en la poblacidn
colombiana se evaluaron los siguientes
parametros: exactitud, precision, linealidad
y limite de deteccidn. La técnica mostrd
coeficientes de variacién intra e inter
ensayos inferiores al 10% y una excelente
linealidad, con un coeficiente r2 entre
concentraciones conocidas de cistina y
absorbancia generada por el método de
0,998. Usando esta técnica se encontrd un
valor normal de excrecién de 1,35 a 110,11
mg cistina/g creatinina. En cinco pacientes,
de los 80 con nefrolitiasis, se hallaron
valores elevados de cistina, compatibles con
cistinuria. El método utilizado puede
implementarse en cualquier laboratorio
clinico para confirmar el diagndstico de
cistinuria e iniciar un tratamiento oportuno.

Palabras clave: cistina * aminoaciduria *
cistinuria * urolitiasis * metabolismo *
cromatografia * validacion * valores de
referencia

Summary

Cystinuria is an inborn error of
metabolism, caused by a defect in renal
tubular transport of the following
aminoacids: arginine, ornithine, lysine and
cystine. Accumulation of the latter poorly
soluble aminoacid leads to the development
of kidney stones, characteristic of the
disease. In this study, an easy and
dependable spectrophotometric method
for the quantitative determination of
urinary cystine was standardized. The
analysis was performed on 184 samples
from 104 controls and 80 patients with
kidney stones. In order to validate the
method and later establish a range of
normal urinary cystine excretion in the
Colombian population, the following
parameters were evaluated: Accuracy,
precision, linearity and lower limit of
detection. The technique showed intra and
inter assay coefficients of variation below
10%, and excellent linearity, with an R
square (r2) coefficient between known
cystine concentrations and absorbance
generated by the method at 0.998. Using
this technique, a normal urinary cystine
excretion range of 1.35-110.11 mg cystine/g
creatinine was found. Among the 80
patients with kidney stones, elevated
urinary cystine levels were found in 5 of
them, compatible with the presence of
cystinuria. This method can be implemented
in any clinical laboratory to confirm the

diagnosis of cystinuria and provide
opportune treatment.

Keywords: cystine * aminoaciduria *
cystinuria * kidney stones * metabolism *
chromatography * validation * reference
values

Introduccién

Las aminoacidurias son errores
innatos del metabolismo que se caracterizan
por defectos en la reabsorcién tubular de
aminodcidos debido a mutaciones en
proteinas de membrana involucradas en su
transporte. La cistinuria es una aminoa-
ciduria con patrén de herencia autosémico
recesivo que tiene una frecuencia promedio
enlapoblacion de 1 en 7.000 nacimientos(1)
y es causada por defectos en la reabsorcion
renal e intestinal de cistina y de los
aminoacidos bdasicos arginina, ornitina y
lisina(2).

Se trata entonces de un defecto
ocasionado por alteraciones en el sistema
de transporte denominado bo,+(3),
conformado por las proteinas de membrana
rBAT y bo,+AT. La glicoproteina rBAT es
codificada por el gen SLC3A1, localizado en
el cromosoma 2p16.3-21(4) y la proteina
bo,+AT por el gen SLC7A9, cuyo locus esta en
el cromosoma 19q12-13(5). El sistema de
transporte bo,+ se expresa en la membrana
apical de las células epiteliales del tubulo
contorneado proximal de la nefrona y tiene
como funcién regular el movimiento de
aminoacidos al interior o exterior de la
célula; especificamente permite la entrada
de cistina y aminoacidos basicos desde el
lumen hacia el interior de las células renales
acoplado alasalida de aminoacidos neutros.
En el caso particular de la cistinuria, las
mutaciones en los genes SLC3A1 y SLC7A9
ocasionan el defecto en este sistema de
transporte lo cual conlleva a una reduccién
en la reabsorcién apical de los aminoacidos
basicos y cistina y la subsecuente acu-
mulacién de estos en el lumen del tubulo
renal(6)(7).

La cistina se caracteriza por su
limitada solubilidad en un pH acido, por lo
cual un aumento anormal en la concen-
traciéon de este aminodcido conlleva a la
formacién de cristales hexagonales(8) en el
tubo colector (donde se acidifica la orina), o
a la nefrolitiasis, rasgos patognomanicos de
los pacientes cistintricos(9)(10).

La base del diagndstico de la
cistinuria es la elevacion en orina de cistina,
lisina, arginina y ornitina. Sin embargo, la
cuantificacién de cistina reviste especial
importancia, dado que el aumento anormal
de los demas aminodcidos es compatible
con un grupo de desoérdenes metabdlicos
denominado hiper dibadsico aminoa-
cidurias(11), mientras que el aumento de
cistina en orina es inequivocamente indi-
cativo de cistinuria. Para la cuantificacion de
cistina se han propuesto la cromatografia
liquida de alto desempefio (HPLC) (12),
cromatografia de intercambio idnico(13) y
electroforesis(14); sin embargo, estas
metodologias resultan dispendiosas,
complejas, costosas y no siempre estan
disponibles en los laboratorios clinicos. Por
ello, en este estudio se utilizd una
modificacién del método cuantitativo(15),
que resulta de facil ejecucidn y bajo costo y
puede ser empleada en el laboratorio clinico
para la deteccidn de pacientes con cistinuria,
mas aun cuando ella puede ser la causa de 1-
2% de las urolitiasis en adultos(16) y el 6-
10% de las urolitiasis en nifios(17-20).

El esquema basico de deteccidon
de cistina urinaria se realizd con una prueba
cualitativa conocida como test de Brand
(cianuro-nitroprusiato) que se fundamenta
en que la cistina es reducida a cisteina
cuando el cianuro sédico reacciona con la
orina alcalinizada, para posteriormente
producir un color magenta caracteristico en
presencia de nitroprusiato sédico(21). Sin
embargo, esta prueba cualitativa es
susceptible a interferencias por homocistina
u otras moléculas azufradas en la
orina(22)(23). Por ello, para la deteccion
cualitativa del aminodcido cistina se realizdé
también una segunda prueba de
cromatografia en papel, siguiendo el
protocolo previamente descrito(24).
Finalmente, para realizar una determinacién
cuantitativa que pueda ser usada para
diagnosticar cistinuria, la cuantificaciéon de
cistina fue llevada a cabo por espec-
trofotometria empleando una adaptacion
del método colorimétrico de cianuro-
nitroprusiato de sodio modificado(15) y
usando como factor de correccidn para la
dilucién de orina la relacién cistina/crea-
tinina.

En la actualidad no existen
reportes sobre valores de excrecion de
cistina en orina espontdanea para la
poblacién colombiana, por ello a partir de



los resultados obtenidos en la cuantificacion
de este aminoacido en controles y pacientes
con urolitiasis se establecieron valores de
referencia de cistina en orina para la
poblacionsana.

Materialesy Métodos
Pacientes

Se analizaron 184 individuos, 81
de género femenino y 103 de género
masculino, con unrango de edad entre 2 dias
y 63 afos. Ciento cuatro correspondian a
individuos sanos (sin antecedentes de litiasis
o problemas renales) y 80 a pacientes en
seguimiento por urolitiasis. Las muestras de
orina fueron procesadas en el Centro de
Investigaciones en Bioquimica de la Uni-
versidad de Los Andes, Bogotd, Colombia,
previo registro del consentimiento infor-
mado.

Las muestras de orina fueron
recolectadas, de preferencia en la primera
miccién espontanea en la mafiana y fueron
preservadas en refrigeracion a —20 °C hasta

resulados.

el momento de realizar el ensayo. Las orinas
debian tener més de 20 mg/dL de creatinina,
ya que orinas demasiado diluidas pueden
resultar en errores de interpretacion(25). Sin
embargo, no se excluyd ninguna muestra por
este criterio. La determinacion de creatinina
en orina fue establecida siguiendo el método
de Jaffé(26).

Andlisis cualitativo mediante la prueba de
Brand

Todas las muestras fueron some-
tidas a la reaccion de cianuro nitroprusiato o
test de Brand, con el fin de valorar
cualitativamente la presencia de grupos
sulfhidrilos. Para este fin se adicionaron 100
uL de solucién de cianuro de sodio al 5%
(NaCN) (Merck CAT # 106437) a 250 pL de
orina y posteriormente se agregaron 25 plL
de hidréxido de amonio concentrado
(Aldrich CAT #221228) y se dejaron a
temperatura ambiente durante 10 min.
Finalmente se mezclaron con 25 pL de
nitroprusiato de sodio al 5% (Fisher Scientific
CAT # ICN15206180). La prueba se
considerd positiva cuando al final de la
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incubacion las muestras presentaron una
coloraciéon magenta a la observacion directa
y negativa sino la desarrollaban.

Andlisis cualitativo por cromatografia en
papel

La caracterizacién cromatografica
se realizd siguiendo el protocolo descrito por
Efron(24) para el cual se utilizaron los
siguientes reactivos: Patrén: 12,6 mg de
cistina, 8,8 mg de citrulina, 9,0 mg de
tirosina, 3,8 mg de glicina, 4,5 mg de alanina,
5,7 mg de valina, 8,2 mg de fenilalanina, 9,1
mg de lisina, 10,5 mg de histidina, 7,3 mg de
glutamina, 6,0 mg de treonina, 5,8 mg de
prolina, 7,5 mg de metionina, 6,5 mg de
leucina, todos los reactivos disueltos en agua
desionizada a un volumen final de 50 mL.
Para la fase movil se mezclaron 60 mL de
butanol, 15 mL de acido acético y 25 mL de
agua; y para el revelado se utilizaron 0,375 g
de ninhidrina y 0,015 g de isatina disueltos
en 150 mL de acetona. Se empleé como
sustrato fijo papel Whatmann No. 1 de 25 x
42 cm y el tiempo de corrida fue de 18 a 20
horas.
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Determinacidn de cistina en orina

Se empled el método del cianuro-
nitroprusiato de sodio modificado(15) de la
siguiente manera: a 300 pL de orina se
agregaron 150 plL de buffer fosfato salino
(PBS) al 10% pH 7,4; posteriormente se
mezclaron 90 pL de cianuro de sodio al 10%
(NaCN) (Merck CAT #106437) a cada una de
las muestras; este Gltimo no se adicioné al
blanco. Luego se incubd a temperatura
ambiente durante 10 min. Finalizada la
incubacion se agregaron 30 pL de
nitroprusiato de sodio al 20% (Fisher
Scientific CAT # ICN15206180); dentro de
los tres segundos después de su adicidn se
realizé lalecturade absorbanciaa520nmen
un espectrofotémetro Biomate (Thermo
Electron Corporation, Waltham, MA,
Estados Unidos). La concentracion de cistina
de cada muestra se expreso en términos de
mg de cistina por gramo de creatinina.

Curva de calibracion de cistina

La curva de calibracién se efectud
a partir de una solucién madre de cistina de
20 mg/dL en HCI 0,1M, y mediante
diluciones en serie se prepararon patrones
en un rango de concentracién de 0,625 a 20
mg/dL que fueron procesados de igual
manera que las muestras. Cada pun-to de la
curva de calibracién se procesé por
duplicado.

Validacion del método

Medidas de exactitud

Se realizd un experimento de
recuperacion agregando a 300 pL de una
muestra control (con una concentracion de
cistina previamente cuantificada de 1,34
mg/dL), de forma independiente los
siguientes volumenes: 3, 6, 9 y 12 puL
respectivamente de una solucién con una
concentracién de 4 mg/mL de cistina. Estas
muestras se procesaron por triplicado de
igual manera que en el procedimiento
anteriormente descrito para las muestras de
participantes y con el objeto de calcular el
porcentaje de recuperacién se aplico la
siguiente ecuacion:

100 x (concentracién recuperada)

Recuperacion (%) =
concentracién nominal

CxVdelestandar+(CxV de lamuestra)
Concentracién nominal =

(Vdelestandar +V de lamuestra)

Medidas de precision

Para estimar el error aleatorio
relacionado del método se determinaron la
desviacién estandar (s) y el coeficiente de
variaciéon porcentual (CV%). Para la
determinacion de este parametro se tuvo en
cuenta la precision intermedia (variacién en
diferentes dias) y la repetibilidad del método
(variabilidad en la misma ejecucion
analitica). Los ensayos se realizaron con seis
niveles de concentracidon de cistina
reportados en la curva de calibracién; dos
muestras diferentes de individuos control y
dos de los pacientes afectados fueron
también procesadas por triplicado.

Linealidad

Se evalud la consistencia en las
mediciones de seis soluciones con un rango
de concentracion de 0,625 a 20 mg/dL de
cistina.

Limite inferior de deteccidn (LID)

Se determind el limite inferior de
deteccion mediante la ecuacién LID = 3s/m,
donde s es la desviacion estandar y m es la
pendiente de la recta procedente de la curva
de calibracién realizada para evaluar la
linealidad (y=0,1039x +0,0325).

Anadlisis estadistico

La correlacién entre las variables
se calculé utilizando el coeficiente de
correlacion lineal de Pearson y un valor de p
a dos colas <0,01 fue considerado signi-
ficativo. Para la evaluacién del porcentaje de
sensibilidad y especificidad de la prueba
diagndstica se utilizé el analisis de curva ROC
(Receiver Operating Characteristic). Todos
los analisis se realizaron en el paquete
Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), v.17.

Resultados

De los 80 pacientes en segui-
miento por urolitiasis 5 mostraron resultado
positivo para la prueba de Brand, indicando
la posible presencia de aminoacidos
azufrados en orina. En la cromatografia en
papel se observd una banda que indica un
aumento de los aminoacidos cistina, lisina,

arginina y ornitina en el paciente 45
(Rf=0,15, Figura 1, carril 3) que comigra con
el patrén de aminoacidos (Rf=0,15, Figura 1,
carril 7).

Exactitud de la prueba cuantitativa

La prueba presentd una exactitud
igual o superior al 78%, en un rango de 78-
95% y con un promedio de recuperaciéon de
85,6% indicando que en términos generales
los resultados de concentracion de cistina
obtenidos a partir del método son confiables
(Tablal).

.

Figura 1. Cromatografia en papel de
muestras de orina y sangre. Carriles 1, 4, 8,
10, 11. Controles normales de orina. Carril 2.
Muestra de orina con aumento de
metionina. Carril 3. Muestra de orina de
paciente en seguimiento por sospecha de
cistinuria, banda de cistina caracteristica Rf =
0,08 (primera flecha negra de abajo hacia
arriba). La separacion de aminodcidos
muestra un patrén de excrecién anormal
donde comigran arginina, lisina y ornitina
(segunda flecha negra de abajo hacia arriba)
caracteristica de estos pacientes,
comparado con controles normales. Carriles
5, 6y 9. Control normal de plasma. Carril 7.
Patrén o estandar total de aminodcidos
ubicado en la parte central del
cromatograma, el cual muestra patrén
caracteristico de cistina Rf=0,08.

B 1= oy 'l:
fell 1 — .

’30



PATHFAST®
AUTOANALIZADOR COMPACTO PARA
BIOMARCADORES EN LA EMERGENCIA

3 : Iad I

Sisterna de inmunoanalisis altarmente preciso
para laboratorios de rutina v de emergencias.

3 LS| Medience Corporation

& subwiday ol S bitEUREN Cnemical Holdings

Medicion cuantitativa de hasta 6 parametros en paralelo.

PRESEPSINA, Trop. | sensible, NT-proBNP, Mioglobina, CK-MB masa,
Dimero-D, hsCRP, HCG.

Metodologia por quimioluminiscencia, con la calidad del laboratorio central.

Resultados en solo 15 minutos, en muestras de sangre entera o plasma.

PRESEPSINA, Nuevo marcador de Sepsis

Diagnostico v pronosiico temprano de Sepsis

Monitoreo de la Enfermedad

Excelente correlacion con los Score Clinicos

Diferencia con precision pacientes con SIRS (Sindrome Respuesta
Inflamatoria Sistémica) de pacientes Sépticos

=)

Sucarsal Buenes Alres Sscursal Mpsquan || AR
s o CAEA g e o0 | Sl BG Analizadores

Ted; 5411 AB56-2024GTILEETE | For; 5471 SR56-GR50  Mruquén | frgenitna | Tol: 0298-4471385
RAEngEnAlIAN0TES LML AT - Wby anallanenss.com. ar EgagnEbganElzalwEs. com.a wkER>"  Soluciones Persomalizadas




30

. .

Tabla I. Exactitud del ensayo en la medicién

Tabla Il. Precisién intermedia del método espectrofotométrico.

decistina.
Curva de callbracion Concentracian di clstina (mgil)
Comceteim e | con | g1 | 1205 | 1607 20 | 10 5 25 | 125 | 0625
e cisling (i) Promedic 2,08 1,15 0,63 0,31 0,14 0,06
Nalor atrtenido Imprdl) | S83 | TAT | ML | 13T Desviackon estandar 0,06 0,04 0,02 0,01 0,006 0,006
Recuperacin (%) 95,13 | 8710 | 7806 | B2.35 Cosficiente da varjacion % 3,25 3,77 4.26 3,38 4,76 10
Muestras de orning mg de cishnajg de creabinina
Precisién Provredio DE oW%)
Controles (Individuo 138) 478 0840 1,756
La precisién intermedia del méto- Afectados por cistinuria {Individuo 45) 831,72 o AR 1,18
do se evalud al comparar los resultados de
siete mediciones de absorbancia en seis ®V
diferentes concentraciones de cistina en
ensayos inter dias. La menor desviacién Tabla Ill. Repetibilidad del método espectrofotométrico
es'Fand_alr obtenida para la curva de Curva de calibracion Concentracion mg'dl
calibracion fue de 0,006 mg/dLy la mayor de =0 1|::| Py 55 T D525
0,06 mg/dL de cistina. El coeficiente de Promedio dos mediciones 211 1,108 0,549 0,35 0,202 | 0,123
variacion tuvo un valor minimo de 3,25% y Desviacién estandar (s) 0,03 0,004 D.01 0,01 0,004 | 0,01
un CV mayor de 10% Unicamente para las Coshciente de variacién (%) 144 038 ].53 ENE) 2,10 E A8
concentraciones de 20 mg/dL y 0,625 Mugstras de oring Concantracidn mg deé cistinag de craatining
mg/dL. Al comparar la precisiéon del método Poblacien Promedia DE N )
en los controles y los individuos afectados Control Musstra 1 individon 116 12.1 0.86 711
por cistinuria, las desviaciones estandar Aloctados Musstrs 1 individue 25 Jo1 5 357 433
minimas fueron de 0,840 y 9,88 mg de
cistina/g de creatinina respectivamente, en ®
ambos casos para un CV menor al 5%, lo que -
indica que el método tiene una precision Tabla IV. Limite de deteccidn de la técnica a diferentes concentraciones de cistina. Los datos
apropiada (Tabla ll). mostrados en Yi indican la absorbancia obtenida a 520 nm para cada una de las concentra-
ciones. Yi hace referencia al valor calculado por la regresion lineal (y=0,1039x + 0,0325).
La menor desviacion estandar SB: sefial del blanco. LD: limite de deteccidn.
gtggzidf para la Zurgzge ca/liijeré,”:i”e dEeI Concentracion (mg/dL) Vi Vi ¥io¥i (VP
X y la mayor de 0,03 mg e cistina. g
coeficiente de variacién tuvo un valor C:tf; g'?g; g?z; _E'g'zi ;}ﬁ;
minimo de 0,38% (para la concentracién de EI.E UIE*M n:zl;-z Iﬁ.IDI'JE 0 N}G{r_‘d
10 mg/dL) y un CV maximo de 5,48% (para la 3 G:E.ﬂ:-l 0,562 D .0A1 ﬂj-:}DIGEi
concentracién de 0,625 mg/dL). La 10 1.109 1071 D.037 0,001360
desviacidn estandar obtenida para controles 20 2083 3110 0.028 0000754
y afectados fue de 0,86y 32,7 mgde cistina/g : l.\: é}mﬁa
de creatinina respectivamente, en ambos -
. L SB 0,0318
casos para un coeficiente de variacién D 0917

cercanoal 5% (Tabla lll).

.

Tabla V. Estadisticos descriptivos de cistina urinaria en el grupo control y el afectado por cistinuria.

Limite de deteccion

De acuerdo a la ecuacion referida

en la seccion de métodos, la concentracién Grupo control (n=104) Grupo afectado por cistinura (n=5)
minima detectable de cistina en orina fue Cistina
0,917 mg/dL(Tabla V). Edad Craatinima Cisting ::r:.-r..-m Edad Crazbining | Cisfina (mgde
{afos) gL ) {mgialL} i {afas} {mgrdL) {madl ) creal-

) ) creahiming

Linealidad minal
Mudia 9.4 73,2 2,45 34,33 309 41.8 24,7 GEG,&
La curva de calibracion de cistina a fediana &6 B35 218 28,77 258 387 287 E72.6
una longitud de onda de 520 nm mostré DE 10,3 1| 1,99 25 22,5 23.9 4.2 3026
linealidad con un rango de concentraciones Minima 0,04 9.3 a.o7 1,35 1,95 16,5 20,2 386,%
de 0,625 a 20 mg/dL, valores por arriba de Méaxima 5,4 276 11,4 119,11 63 6,5 o | 11341

este rango mostraron pérdida de linealidad
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Figura 2. Curva de calibracion para cistina. La
absorbancia se determiné a una longitud de
ondade520nm.
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Figura 3. Diagrama de cajas correspondiente
a individuos controles, con nefrolitiasis no
cistindricos y cistindricos. los pacientes con
calculos

Figura 4. Histograma de frecuencia de la variable
mg cistina/g de creatinina urinaria en el grupo
control. Se muestra una distribucién asimétrica de
los valores de excrecidn de cistina.
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(dato no mostrado). El coeficiente R
cuadrado (r2) entre concentracién y
absorbancia para concentraciones de 0,625
a20mg/dLfue 0,9982 (Figura 2).

Valores de referencia

Los valores de referencia para el
grupo control fueron 1,35-110,11 mg de
cistina/g de creatinina (Tabla V). Este estudio
también hallé 5 individuos afectados por

cistinuria, con edades entre 2 y 63 afios. La
distribucion de los datos para el grupo
control (n=104) mostré un valor medio
aproximado de excrecion de 34,3 mg de
cistina/ gramo de creatinina en comparacion
con el grupo de pacientes afectados por
cistinuria (n=5) que presentaron un valor
medio aproximado de 686 mg de cistina/g de
creatinina (Tabla V, Figura 2). El grupo
afectado presentd una dispersion mas alta
con respecto a los controles. En el grupo

control se hallaron cuatro valores atipicos
con concentraciones de 95,3; 92,0; 110,1 y
95,5 mg de cistina/g de creatinina (Figura 3).
No se encontrdé una distribucién normal o
gaussiana para el grupo control ni para el
grupo afectado (Figura 4). Para establecer si
podria utilizarse la concentracién de cistina
en orina sin necesidad de ajustar por
creatinina urinaria, se calculd el coeficiente
de correlacién de Pearson (r) entre las
variables cistinay cistina/g creatinina, la cual
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resulté ser de 0,628 lo cual indica que las dos
variables no reflejan exactamente la misma
informacidn, y que es preferible emplear el
valor ajustado por creatinina urinaria.

Para la obtencién de la curva ROC
se emplearon los valores de excrecion de
cistina/g de creatinina del grupo control y del
grupo afectado por cistinuria. El andlisis ROC
mostré una sensibilidad del 100%, y una
especificidad del 100% para un punto de
corte de 248,5 mg de cistina/g de creatinina.
El drea bajo la curva ROC (estadistico C) fue
1, el maximo valor posible exigible para una
prueba diagndstica. Para realizar una
validacion externa de la prueba
estandarizada se analizd6 por HPLC una
muestra de orina de un individuo del grupo
afectado, el cual mostré un valor de 813
umol de cistina/L correspondiente a 390,7
mg de cistina/g de creatinina; por el método
utilizado en este estudio la concentracion en
esta muestra fue 383,3 mg cistina/g de
creatinina.

Discusion y Conclusiones

La estandarizacién de una técnica
confiable y de féacil manejo para la
cuantificacién de cistina en orina es una
contribuciéon importante a la deteccion
oportuna de la cistinuria (21)(27)(28). Este
estudio estandarizdé una prueba
colorimétrica cuantitativa de facil ejecucion,
rapida y econdémica con relaciéon a otras
técnicas como HPLC, cromatografia de
intercambio idnico o electroforesis. Otras
ventajas del método son la utilizacion de un
menor volumen urinario y que no requiere
necesariamente la recoleccién de muestras
de orinas de 24 horas como si lo exigen otras
pruebas(29).

A pesar de las limitaciones
inherentes a una técnica puramente
cualitativa, la utilizacién del test de
Brand(30) permitié tener indicios de la
presencia de aminoacidurias en algunos
participantes con urolitiasis y confirmar que
las muestras correspondientes a los
individuos control eran negativas. La
exactitud de la técnica cuantitativa
propuesta es aceptable al conseguir un
porcentaje promedio de recuperacién de
85,6%. En términos de precision intermedia,
el coeficiente de variacion fue alrededor del
5% para los estandares de calibracién y las
muestras. Esto indicd un minimo error
aleatorio del método, exceptuando el valor

del estandar de 0,625 mg/dL el cual fue de
10%, que aun asi, es aceptable para este tipo
de experimentos.

La variacién intraensayo fue
inferior al 5% para la curva de calibraciony al
10% para las muestras, indicando que la
medicion es repetible. La diferencia de los
resultados entre patrones y muestras pudo
obedecer a diferencias en el manejo o
almacenamiento de las muestras, pero la
repetibilidad puede ser aun mejor en
condiciones dptimas de coleccidon y manejo.
La prueba cuantitativa propuesta es también
lineal en un amplio rango de concentra-
ciones. La linealidad sdélo se perdid en
muestras con una concentracidn
extremadamente alta de cistina (superiores
a 386 mg de cistina/g de creatinina). Para
aplicar el método propuesto a muestras que
presenten concentraciones superiores a este
valor, es recomendable diluir las muestras y
corregir la concentracién hallada, emple-
ando el factor de dilucidn. La concentracion
minima de cistina que pudo ser detectada
con fiabilidad por el método fue de 0,917
mg/dL, un valor muy inferior al promedio de
2,45 mg/dL que se encontrd en individuos
normales, lo que sugiere que el método
tiene una sensibilidad apropiada para
detectar orinas con bajas concentraciones
del analito. Por otro lado, la comparacion
entre el resultado conseguido con la técnica
propuesta y el obtenido externamente con
cromatografia de intercambio catidnico de
una muestra urinaria perteneciente a un
individuo afectado, mostré un porcentaje de
discordancia de 1,8%, lo cual brinda indicios
positivos sobre la validez externa de la
técnica.

Una vez estandarizada la técnica
se propusieron intervalos de referencia,
hallando concentraciones entre 1,35y 110,1
mg de cistina/g de creatinina en el grupo
control y 386,9-1134,1 mg de cistina/g de
creatinina en individuos afectados. Al
interpretar estos valores de referencia es
importante tener en cuenta, sin embargo,
que en el grupo control se detectaron cuatro
datos atipicos, correspondientes a 92,0;
95,3; 95,5 y 110,1 mg de cistina/g de
creatinina; teniendo en cuenta que sus
muestras no presentaron interferencias con
otros metabolitos, que fueron negativas en
el test de Brand y que no se documentaron
errores en su manipulacién, podria tratarse
de individuos heterocigotos para una
mutacion causante de cistinuria. De los 80

pacientes con urolitiasis, 5 presentaron
concentraciones de cistina urinaria
compatibles con cistinuria, una prevalencia
de 6% comparable a la reportada en otros
estudios(17)(29). Las concentraciones
establecidas indicaron que los afectados
llegan a excretar como minimo tres veces
mas que un individuo sano, lo cual
constituyd un hallazgo relevante dado que la
diferenciacion clara entre estos dos grupos
de individuos permite establecer un
diagndstico correcto. Los valores absolutos
aqui reportados en unidades de mg cistina/g
de creatinina son comparables con los
informados por otros autores(7)(30).

El establecimiento de valores de
referencia permite adaptar los valores de
una prueba a una técnica y poblacidén en
particular(31), pero en este caso particular
es sumamente importante debido a que en
Colombia sélo existen reportes aislados, uno
de dos pacientes cistinuricos en 1976(32), y
otro de 3 pacientes con cistinuria detectados
entre 1987 y 1992(33). En estos casos el
diagndstico bioquimico se realizé en
laboratorios que no estaban en Colombia. El
objetivo de expresar los intervalos de
referencia como mg de cistina por gramo de
creatinina busca ajustar para el nivel de
dilucion de la orina que cambia aguda y
drasticamente con el estado de hidratacidn
del paciente(15)(34). Se considerd que esto
hace la prueba propuesta mds exacta que
aquellas en que se colecta el volumen
urinario en 24 h, ya que en la vida real es
frecuente que el paciente cometa errores
técnicos en la recoleccion de este tipo de
muestras.

De acuerdo con el anélisis ROC el
punto de corte seleccionado para
diagndstico (248 mg cistina/g de creatinina)
mostré un poder discriminante de 100%, con
sensibilidad y especificidad en el mismo
valor. Este valor es comparable con lo
reportado en los estudios iniciales de
pacientes con cistinuria(35) que informaron
concentraciones de cistina superiores a los
250 mg/g de creatinina en cistinuricos
homocigotos.

En conclusidn, el método espec-
trofo-tométrico propuesto para cuanti-
ficacion de cistina en orina y deteccion de
cistinuria es reproducible, exacto y sensible.
Los valores de excrecion normal de cistina
para la poblacién colombiana no son
mayores a los 110 mg/g de creatinina, y un



buen punto de corte por encima del cual se
puede diagnosticar cistinuria es 248 mg de
cistina/g de creatinina.
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