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COMUNICACION BREVE

Diagnostico del sindrome Smith-Lemli-Opitz por cromatografia de capa fina.

Smith-Lemli-Opitz syndrome diagnosis through thin film chromatography.

Angel Alfonso Aquino Perna,’ Diana Martin Garcia,” Maida Rodriguez Carmona.™

Resumen

El sindrome Smith-Lemli-Opitz es un error congénito del
metabolismo del colesterol causante de malformaciones y
retraso mental. El diagnéstico bioquimico consiste en la
demostracion del incremento del 7-dehidrocolesterol por
cromatografia de gases/espectrometria de masa, tecnologia
que no siempre estd disponible en los paises en vias de
desarrollo. Se propone un método de diagndstico basado en
la determinacion cualitativa de esteroles por cromatografia
de capa fina. El estudio en personas sanas no detecto la
presencia del 7-dehidrocolesterol. En 21 pacientes con
caracteristicas clinicas de Smith-Lemli-Opitz se hicieron
estudios por cromatografia de capa fina y por cromatografia
de gases/espectrometria de masa y se diagnosticaron 10
pacientes, hubo una coincidencia total de los resultados
por ambos métodos. En otros cuatro pacientes positivos
por cromatografia de capa fina se identificaron las dos
mutaciones causantes de la enfermedad. Los resultados
avalan la utilidad del método propuesto para el diagnostico
del sindrome Smith-Lemli-Opitz.

Palabras clave: Sindrome Smith-Lemli-Opitz, error
congénito del metabolismo, cromatografia de capa fina,
diagnostico, colesterol, 7-dehidrocolesterol.

Abstract

Smith-Lemli-Opitz syndrome is a cholesterol congenital
metabolism error, causing malformations and mental
handicap. Biochemical diagnosis demonstrates the
increase of 7-dehydrocholesterol by gas chromatography/
mass spectrometry techniques, not always available in
countries in development. A diagnosis method based
upon the qualitative sterols determination by thin film
chromatography is proposed in this article. The study of
healthy persons did not detect any 7-dehydrocholesterol.
In 21 patients with clinical characteristics of the Smith-
Lemli-Opitz syndrome, thin film chromatography and gas
chromatography/mass spectrometry determinations were
carried out, diagnosing 10 patients, with a total coincidence
in the results produced by both methods. In four other
patients, positive according to thin film chromatography,
the two mutations causing the disease were identified. These
results endorse the usefulness of the method proposed for
diagnosing the Smith-Lemli-Opitz syndrome.

Keywords: Smith-Lemli-Opitz syndrome, congenital
metabolism error, thin film chromatography, diagnosis,
cholesterol, 7-dehydrocholesterol.

Introduccion

El sindrome Smith-Lemli-Opitz Syndrome (SLO)
(OMIM 270400)! es una enfermedad autosémica
recesiva causada por una deficiencia de la enzima
7-dehidrocolesterol reductasa (7DHCR) que cataliza
el ultimo paso de la via de sintesis del colesterol,
por lo cual existen bajos niveles de colesterol y
elevados del precursor 7-dehidrocolesterol (7DHC)
y su isomero el 8-dehidrocolesterol (8DHC).> La

marca bioquimica del sindrome es la demostracion de
7DHC elevado, por medio de cromatografia de gases/
espectrometria de masa (CG/EM) u otras tecnologias
disponibles en laboratorios especializados como
espectrometria ultravioleta, cromatografia liquida/
espectrometria de masa y cromatografia liquida/
espectrometria de masa en tandem.? La identificacion
de dos mutaciones en el gen DHCR7 también permite
confirmar la enfermedad, pero la existencia de mas de
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130 mutaciones en diferentes exones y sus vecindades
hacen que el diagndstico molecular sea mas complejo
y costoso.*

El espectro fenotipico es amplio e incluye retraso
mental y del desarrollo fisico, microcefalia, dismorfia
facial, anomalias genitales en los varones, sindactilia
2-3 de los pies y malformaciones de 6rganos internos.
El tratamiento consiste en la suplementacion de
colesterol dietético o como preparado farmacolégico,
con el que se obtiene la mejoria de la calidad de vida
de los pacientes.*?

Los estimados de incidencia reportados en la
literatura varian desde 1 en 10 000 hasta 1 en 70 000
nacimientos® por lo que se incluye en el grupo de las
conocidas como enfermedades raras, las cuales de
manera individual no constituyen problemas de salud
publica, por lo que son poco estudiadas resultando
un serio problema para los pacientes y sus familiares
mas cercanos y en su conjunto para la sociedad.®
Usualmente no existen tratamientos efectivos y ni
siquiera medios diagnosticos para su confirmacion,’®
esto podria ser especialmente notable en lugares
alejados de las grandes ciudades o en paises en vias
de desarrollo donde hay limitaciones tecnoldgicas y
dificultades para acceder a servicios especializados.
Enestetrabajo se propone unmétodo por cromatografia
de capa fina (CCF) para la identificacion cualitativa
de valores incrementados de 7DHC, que nunca se ha
usado con fines diagndsticos para esta enfermedad.

Métodos

Extraccidn de esteroles a partir de plasma sanguineo
Los esteroles se extrajeron a partir de 500 uL de plas-
ma sanguineo por el método convencional que a con-
tinuacion se describe. La muestra se saponific6 con 6
mL de NaOH etanolico 1N, en bafio de Maria a 60°C
por una hora. Posteriormente se realizo6 la extraccion
con 6 mL de hexano (Merck), puede ser usado tam-
bién éter de petréleo o pentano. Se centrifugo a 1000
rpm por 5 minutos, se colectd la fase superior y se
lavé con agua destilada. Se centrifugd nuevamente a
1000 rpm, se tomo la fase organica y se dejo evaporar
el solvente hasta sequedad bajo campana, cuidando
no exponer la muestra a la luz intensa. Los esteroles
extraidos se diluyeron en 100 uL de cloroformo hasta
su uso.

Analisis por Cromatografia de capa fina (CCF)

Para la determinacion cualitativa de los esteroles ex-
traidos se procedié segun métodos reportados®!°con
algunas modificaciones. Se prepararon placas de Si-
licagel 60 (Merck) activandolas por 1 hora a 100°C,
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luego se impregnaron con 10 % de nitrato de plata
(Sigma) en solucion metanol:agua (1:1), se dejo se-
car al aire por 10 min y luego una hora a 100°C.

Se aplicaron 30 uL de la muestra. La corrida se realizo
utilizando una mezcla solvente de cloroformo:acetona
(85:15,vol/vol) a 4°C. El proceso se realizo en la os-
curidad y el revelado se llevo a cabo mediante el tra-
tamiento de las placas con H,SO, al 20 %, aplicado
como spray. Las placas se secaron al horno por 20
min a 100 °C.

El método se valido con 40 individuos sanos,
sin antecedentes familiares de la enfermedad. Se
estudiaron 21 pacientes con fenotipo sugestivo del
sindrome Smith-Lemli-Opitz.

Resultados y Discusion

La CCF reveld en 10 de los pacientes con fenotipo
sugestivo de sindrome Smith-Lemli-Opitz las bandas
de corrida correspondientes a colesterol, 7DHC y
8DHC, con Rf de 0,73, 0,32 y 0,57 respectivamente;
lo que coincidi6 con los resultados de la corrida del
control positivo. En los controles solo se observo la
banda de colesterol (Figura 1), lo que corresponde a
un resultado negativo.

Figura 1. Resultado final de la Cromatografia de
Capa Fina de 3 pacientes
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Todos los pacientes incluidos en este estudio, asi
como cuatro progenitores de enfermos, se estudiaron
por la técnica CG/EM en la Universidad McMaster de
Canada donde se encontr6é un 100 % de coincidencia
de los resultados obtenidos por CCF.!"
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Conclusiones carencia de la cromatografia de gases/espectrometria
Los resultados obtenidos avalan la utilidad de la de masa u otras tecnologias mas modernas, o como
cromatografiade capafinaparael diagnosticodel SLO.  un estudio de primera linea en la pesquisa de la
La sencillez de la técnica permite que sea empleada  enfermedad.

en laboratorios clinicos como una alternativa ante la
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