REv CuBaNA GENET CoMUNIT. 2012;6(1):26-30

Deteccion del acido urocanico en sudor mediante el empleo de la cromatografia
en capa delgada.

Detection of urocanic acid in sweat by thin film chromatography.

Jiovanna Contreras Roura,’ Elsa Alonso Jiménez," Ondina Escalona,”™ Daniel Quintana.”

Resumen

La Histidinemia es una enfermedad metabolica hereditaria,
autosoémica recesiva, caracterizada por una deficiencia de
la enzima histidasa que ocasiona un aumento de la con-
centracion de histidina en sangre, orina y en liquido cefa-
lorraquideo; aumento de la concentracion de sus metabo-
litos en orina y deficiencia del acido urocanico en sudor y
stratum corneum epidermidis. Se describe una técnica por
cromatografia en capa delgada para la deteccion y cuantifi-
cacion, por densitometria, del acido urocanico en muestras
de sudor, con vistas a su empleo en el diagnostico de la
Histidinemia y otras alteraciones en el metabolismo de la
histidina. Se emple6 como fase estacionaria una placa de
celulosa y como fase mévil una mezcla de acetona/acido
acético glacial/agua destilada. El factor de retencion obte-
nido para el acido urocénico fue de 0,75. La cuantificacion
de las muestras se realiz6 en un rango de concentracion de
5,43 107 a 28,96 10° mol/L, el mismo fue lineal con un
coeficiente de determinacion de 0,9986. El limite de cuan-
tificacion fue de 5,43 10~ mol/L. La técnica se empled en
el analisis de muestras de sudor de nifios sanos y niflos con
trastorno del lenguaje de causa desconocida y que presen-
taron niveles elevados de histidina en suero. Se obtuvieron
niveles mas bajos del acido urocanico en el segundo grupo
de infantes.

Palabras clave: Acido urocénico, sudor, cromatografia en
capa delgada, histidinemia.

Abstract

Histidinemia is a hereditary autosomal recessive metabolic
disorder, characterized by histidine deficiency that causes
increased levels of histidine in blood, urine and cerebros-
pinal fluid; increased levels of its metabolites in urine and
decreased levels of the metabolite urocanic acid in sweat
and horny layer of epidermis. A thin layer chromatography
technique for the detection and densitometry quantification
of urocanic acid in sweat samples is described, intended
for the diagnosis of histidinemia and other anomalies in
the histidine metabolism. The stationary phase was a ce-
llulose plate and the mobile phase consisted in an acetone/
glacial acetic acid /distilled water mix. The retention fac-
tor obtained for urocanic acid was equal to 0,75. Sample
quantification was carried out for an urocanic acid concen-
tration value range varying from 5,43 10-5 to 28,96 10-5
mol/L, showing a linear behaviour and a determination co-
efficient equal to 0,9986, as well as a quantification limit
equal to 5,43 10-5 mol/L. This technique was employed
for the analysis of sweat samples in healthy children and
children with unknown-cause speech defects and higher
concentration of histidine in serum. Lower concentration
values for urocanic acid were obtained in the latter group
of children.

Keywords: Urocanic acid, sweat, thin layer chromatogra-
phy, histidinemia.
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Introduccion

La Histidinemia es una enfermedad metabdlica
hereditaria, autosdémica recesiva, que fue descrita por
primera vez por Ghadimi en 1961. Es el desorden
primario del metabolismo de la histidina y se
caracteriza por una deficiencia de la enzima histidasa,
que resulta en el bloqueo de la conversion de histidina
aacido urocanico. Desde el punto de vista bioquimico,
esto ocasiona un aumento de la concentracion de
histidina en sangre, orina y en liquido cefalorraquideo,
aumento de la concentracion de sus metabolitos en
orina e incapacidad de convertir la histidina en acido
urocanico. Esta alteracion se traduce en ausencia
del acido urocanico en sudor y en stratum corneum
epidermidis.'’ La deficiencia del acido urocanico
puede afectar sus funciones para la epidermis: como
protector solar natural y como inmunoregulador de
los rayos ultravioleta.”®

El cuadro clinico de los pacientes con este déficit
enzimatico, es muy variable. Algunos presentan
retraso del crecimiento, retraso mental y un defecto del
habla, mientras que en otros no hay manifestaciones
clinicas.”!

Dentro de las pruebas metabolicas en orina que
se emplean en el pesquisaje de la Histidinemia se
encuentra la prueba del cloruro férrico. La misma
permite detectar una excrecion elevada de diferentes
compuestos imidazoles,”'’ que son marcadores de
diferentes trastornos metabodlicos, por ejemplo,
para la Fenilcetonuria el acido fenilpirtvico, para
la Histidinemia el acido imidazolpiravico, el acido
imidazolacético y el acido imidazolpropionico y
para la Tirosinemia el acido p-hidroxifenillactico.
Para la deteccidon y/o cuantificacion de los niveles
de histidina en suero y en orina se puede emplear
métodos cromatograficos como la cromatografia
en capa delgada y la cromatografia liquida de alta
resolucion. También se reporta el uso del sistema
ultra micro analitico (SUMA) para la cuantificacion
de histidina en suero.?

El diagnodstico de la enfermedad requiere de la
aplicacion de pruebas basadas en la cuantificacion de
L-Histidinaensangre. La confirmacion del diagndstico
puederealizarse por dos vias: determinando laausencia
del acido urocénico en muestras de sudor’ 317y
mediante la determinacion de la actividad enzimatica
de la histidasa en stratum corneum epidermidis."*"
En el siguiente trabajo se describe una técnica rapida
y sencilla por cromatografia en capa delgada para la
deteccion y/o cuantificacion por densitometria del
acido urocanico en muestras de sudor, con vistas a
apoyar el diagndstico de la Histidinemia y para la

deteccion de otras alteraciones en el metabolismo de la
histidina, fundamentalmente, en nifios que presentan
trastorno del lenguaje de causa desconocida y niveles
elevados de histidina en suero.

Métodos

El disefio experimental del presente estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion
del Centro Nacional de Genética Médica.

Muestra del estudio:

Para la obtencion de las muestras de sudor en niflos se
solicitd y se obtuvo el consentimiento informado de los
padres, después que los mismos fueron debidamente
informados sobre el estudio, dando cumplimiento
a lo que establece la Declaracion de Helsinki del
2008."® La muestra estuvo conformada por 9 nifios
de edad pre-escolar dividida en 2 grupos: Grupo A
o casos (n = 4, nifios con trastorno del lenguaje de
causa desconocida y que presentan niveles elevados
de histidina en suero) y el Grupo B o controles
(n =5, nifios sin trastorno del lenguaje y con niveles
normales de histidina en suero, < 3,45 mg/dL).

Obtencion de las muestras de sudor:

Las muestras de sudor se colectaron por personal
paramédico entrenado y experimentado, en tiras
de papel de filtro (3 x 3 cm) colocadas en la zona
media de la region anterior del antebrazo. Se empled
la Tontoforesis con estimulaciéon con pilocarpina
propuesto por Shwchman,'”?' donde el Aacido
urocanico es liberado de la epidermis y aparece en el
sudor colectado. Posteriormente, el mismo se extrae
del papel de filtro con agua destilada en funcion de la
cantidad de sudor recolectado.

Reactivos:

Los reactivos empleados en este trabajo fueron
suministrados por diferentes firmas comerciales: el
acido urocanico de SIGMA. La acetona, el acido
acético glacial y el acido sulfanilico, de Merck.
El nitrito de sodio de BDH. EI carbonato de sodio
anhidro de Fluka. El agua destilada y desionizada fue
obtenida en el Centro Nacional de Genética Médica.

Preparacion de la curva de calibracion de dacido
urocanico en agua destilada:

A partir de una solucion madre de acido urocénico
a concentracion de 362 10~ mol/L se prepararon los
puntos de la curva a concentracion final de: 5,43 107,
7,24 103, 9,41 10, 21,72 1075 y 28,96 10-° mol/L.
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Condiciones cromatograficas:

A partir de la técnica cromatografica, propuesta
por Humbel R en 1970, se realizaron algunas
modificaciones en la misma. Se empled como fase
estacionaria placas de celulosa 20 x 10 cm (Merck) y
como fase mdvil una mezcla de acetona/acido acético
glacial/agua destilada (60:10:30, v/v/v). El volumen
de aplicacion (muestras y patrones) fue de 20 uL y
la distancia de corrida de la fase movil fue de 8 cm.
Después de secar la placa a temperatura ambiente, se
prepar6d inmediatamente el revelador (Reactivo de
Pauly’s)!'y se atomiz6 sobre la placa, lo que permitio
que el acido urocanico apareciera como una mancha
de color rojo o rojo-naranja.

Cuantificacion de las muestras de sudor:

Se empled un Densitometro CS-9301 PC (Shimadzu,
Japon) para la cuantificacion del acido urocéanico en
muestras de sudor. El escaner de la placa se realizod

de forma automatica a una longitud de onda de 262
nm y un tamafio de haz de luz de 151 x 10 mm. Se
analizaron 12 carriles con una distancia entre cada
uno de 10 mm.

Analisis estadistico:

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos
en la cuantificacion del 4cido urocéanico en sudor para
los dos grupos estudiados se empled el programa

Statistica v 7.0.

Resultados

En la figura 1 se muestra una placa cromatografica
correspondiente a la técnica. En la misma se observan
las manchas correspondientes al 4cido urocanico
obtenidas en el analisis de los patrones de la curva de
calibracion, asi como en algunas muestras de sudor.
El factor de retencion (Rf) para el acido urocénico
fue de 0,75.

Figura 1. Cromatografia en capa delgada del acido urocanico.

Carriles 2-7: muestras de sudor de niflos.

Carriles 8-13: patrones correspondientes a la curva de calibracion del 4cido urocéanico en agua.
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En la tabla 1 y figura 2 se reportan los resultados
obtenidos para la curva de calibracion del acido
urocanico, que fue lineal en el rango de concentracion
analizado (5,43 10°-28,96 10° mol/L) con un
coeficiente de correlacion y determinacion de 0,9968
y 0,9984, respectivamente. El limite de cuantificacion
fue de 5,43 10~ mol/L.

Tabla 1. Areas del pico correspondiente a la mancha
del acido urocanico obtenidas para los puntos de la
curva de calibracion por densitometria.

Conconcentracion de acido

Punto urocanico (mol/L) Area pico
1 5,43 10° 28,55
2 7,24 10° 44,83
3 9,41 10° 64,91
4 21,72 10° 172,33
5 28,96 10° 2239

Fuente: Datos del Laboratorio de Genética Bioquimica del CNGM.

Figura 2. Curva de calibracion del acido urocéanico
en agua.
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La tabla 2 muestra los niveles de acido urocéanico
obtenidos por densitometria para las muestras de
sudor analizadas. En los niflos con trastorno del
lenguaje de causa desconocida y con niveles elevados
de histidina en suero se obtuvieron niveles mas bajos
del 4cido urocanico en relacion a los nifios sanos. En
la tabla 3 se reportan los resultados obtenidos en la
prueba ¢ Student para ambos grupos, donde se puede
observar que hubo diferencias significativas para los
niveles de acido urocanico (p = 0,000267).

Tabla 2. Resultados obtenidos en la cuantificacion
del acido urocanico en las muestras de sudor por
densitometria.

Grupo Muestra C (mol/L)
1 10,79 10°
A 2 7,89 10°
3 <54310°
4 6,52 107
1 17,38 10°
2 > 28,96 107
B 3 > 28,96 10
4 > 28,96 10°
5 > 28,96 107

A: Ninos con niveles elevados de histidina y con
trastorno del lenguaje.

B: Nifios sanos (Lab. Clinico Hospital Pediatrico Juan
Manuel Marquez).

Fuente: Datos del Laboratorio de Genética Bioquimica del CNGM.

Tabla 3. Analisis estadistico de la cuantificacion de
los niveles del acido urocanico para los grupos.

Parametro A Grupos B

N 4 5
Media 7,7 107 26,6 10°
Desviacion estandar 23 5,2

p 0,000267

Fuente: Datos del Laboratorio de Genética Bioquimica del CNGM.

Discusion

Debido a los resultados obtenidos en el analisis de
las muestras de sudor correspondiente a los grupos de
casos y controles estudiados, proponemos el empleo
de la técnica por cromatografia en capa delgada para
el analisis del acido urocanico en muestras de sudor.
Las principales ventajas del método radican en que el
proceso de obtencion y recoleccion de las muestras de
sudor es facil e inocuo para el paciente; y larealizacion
de la técnica es rapida y sencilla. Por lo tanto, se
puede emplear en el diagndstico confirmatorio de
la Histidinemia, asi como de otras alteraciones en el
metabolismo de la histidina en nifios cubanos.

La determinacion de 4cido urocdnico en muestras de
sudor mediante la técnica descrita permiti6 establecer
diferencias estadisticamente significativas entre los
casos y el grupo control, que resultan relevantes
desde el punto de vista biologico. Razonablemente,
se considera que no es necesario cuantificar los
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niveles del acido urocanico en sudor para realizar
el diagnodstico confirmatorio diferencial de la
Histidinemia. La diferencia entre la Histidinemia
Clasicay la Histidinemia Atipica radica en la ausencia
y presencia del acido urocanico, respectivamente.®
14,15

Enlos paises desarrollados se emplea la determinacion
de la actividad de la histidasa en piel >34 para realizar

el diagnostico confirmatorio de la Histidinemia.
La técnica enzimatica es mas especifica que la
cromatografica; sin embargo, la misma presenta
desventajas debido a que el proceso de obtencion
de la muestra (biopsia en piel) es mas invasivo,
particularmente si se realiza en nifios, y el costo de
la técnica es mucho mayor en relacion al método
cromatografico propuesto.
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