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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 acumulacién de
este Gltimo aminoacido de baja solubilidad ocasiona episodios de urolitiasis
caracteristicos de la enfermedad. En el presente estudio se estandarizd un
método espectrofotométrico confiable y de facil ejecucién para la determi-
nacion cuantitativa de cistina en orina espontanea. Se realizd el analisis en
184 muestras, correspondientes a 104 controles y 80 pacientes con urolitia-
sis. Con el objeto de validar el método y posteriormente establecer un rango
de excreciéon normal en la poblacién colombiana se evaluaron los siguientes
parametros: exactitud, precision, linealidad y limite de deteccién. La técnica
mostré coeficientes de variacién intra e inter ensayos inferiores al 10% y una
excelente linealidad, con un coeficiente 2 entre concentraciones conocidas
de cistina y absorbancia generada por el método de 0,998. Usando esta téc-
nica se encontr6 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 diagnéstico
de cistinuria e iniciar un tratamiento oportuno.

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

8ummary

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 de-
pendable spectrophotometric method for the quantitative determination of uri-
nary cystine was standardized. The analysis was performed on 184 samples
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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 (r?) 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

Resumo

A cistindria é um erro inato do metabolismo, causado por um defeito no transporte tubular renal de ar-
ginina, ornitina, lisina e cistina. A acumulacao deste ultimo aminoacido, pouco soltvel, provoca episodios
de urolitiase, caracteristicos da doenga. No presente estudo, foi padronizado um método espectrofotomé-
trico confidvel e de facil execucdo para a determinagdo quantitativa de cistina em urina espontanea. A
analise foi realizada em 184 amostras de 104 controles e 80 pacientes com urolitiase. A fim de validar o
método e, posteriormente, estabelecer um intervalo de excrecao normal na populagéo colombiana, foram
avaliados os seguintes pardmetros: exatiddo, precisdo, linearidade e limite inferior de detecgdo. O método
mostrou coeficientes de variagdo intra e inter ensaios inferiores a 10%, e excelente linearidade, com um
coeficiente R quadrado (r?) entre concentragbes conhecidas de cistina e absorvancia gerada pelo método
de 0,998. Com esta técnica, foi encontrado um valor normal de excrecdo de 1,35-110,11 mg cistina/g de
creatinina. Entre os 80 pacientes com urolitiase, foram encontrados niveis elevados de cistina em cinco
deles, compativeis com a presenca de cistindria. Este método pode ser implementado em qualquer labo-
ratério clinico para confirmar o diagnéstico de cistindria e proporcionar um tratamento oportuno.

Palavras-chave: cistina * aminoaciddria * cistintria * urolitiase * metabolismo * cromatografia * validagcao *

valores de referéncia

Introduccién

Las aminoacidurias son errores innatos del metabolis-
mo que se caracterizan por defectos en la reabsorcién tu-
bular de aminodcidos debido a mutaciones en proteinas
de membrana involucradas en su transporte. La cistinu-
ria es una aminoaciduria con patrén de herencia autosé-
mico recesivo que tiene una frecuencia promedio en la
poblacién de 1 en 7.000 nacimientos (1) y es causada por
defectos en la reabsorcion renal e intestinal de cistina y
de los aminodcidos basicos arginina, ornitina y lisina (2).

Se trata entonces de un defecto ocasionado por al-
teraciones en el sistema de transporte denominado b%*
(3), conformado por las proteinas de membrana rBAT
y b>*AT. La glicoproteina rBAT es codificada por el gen
SLC3A1, localizado en el cromosoma 2p16.3-21 (4) y la
proteina b®*AT por el gen SLC7A9, cuyo locus esta en el
cromosoma 19q12-13 (5). El sistema de transporte b®* se
expresa en la membrana apical de las células epiteliales
del tibulo 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 lu-
men hacia el interior de las células renales acoplado a la
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salida de aminodcidos neutros. En el caso particular de la
cistinuria, las mutaciones en los genes SLC3A1 ySLC7A9
ocasionan el defecto en este sistema de transporte lo cual
conlleva a una reduccién en la reabsorcién apical de los
aminodcidos basicos y cistina y la subsecuente acumula-
cion de estos en el lumen del tibulo renal (6) (7).

La cistina se caracteriza por su limitada solubilidad
en un pH acido, por lo cual un aumento anormal en
la concentracion de este aminoacido conlleva a la for-
macion de cristales hexagonales (8) en el tubo colector
(donde se acidifica la orina), o a la nefrolitiasis, rasgos
patognomonicos de los pacientes cistintaricos (9) (10).

La base del diagnéstico de la cistinuria es la eleva-
ci6én en orina de cistina, lisina, arginina y ornitina. Sin
embargo, la cuantificacién de cistina reviste especial im-
portancia, dado que el aumento anormal de los demas
aminoacidos es compatible con un grupo de desoérde-
nes metabolicos denominado hiper dibdsico aminoa-
cidurias (11), mientras que el aumento de cistina en
orina es inequivocamente indicativo de cistinuria. Para
la cuantificacion de cistina se han propuesto la croma-
tografia liquida de alto desempeno (HPLC) (12), cro-
matografia de intercambio i6nico (13) y electroforesis
(14); sin embargo, estas metodologias resultan dispen-



diosas, complejas, costosas y no siempre estan disponi-
bles en los laboratorios clinicos. Por ello, en este estu-
dio se utiliz6 una modificacion del método cuantitativo
(15), que resulta de facil ejecucion y bajo costo y puede
ser empleada en el laboratorio clinico para la deteccion
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 ninos (17-20).

El esquema basico de deteccion de cistina urinaria
se realiz6 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
so6dico reacciona con la orina alcalinizada, para poste-
riormente 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 deteccién cualitativa del aminodci-
do cistina se realiz6 también una segunda prueba de cro-
matografia en papel, siguiendo el protocolo previamente
descrito (24). Finalmente, para realizar una determina-
cion cuantitativa que pueda ser usada para diagnosticar
cistinuria, la cuantificacion de cistina fue llevada a cabo
por espectrofotometria empleando una adaptacion del
método colorimétrico de cianuro-nitroprusiato de sodio
modificado (15) y usando como factor de correcciéon
para la dilucién de orina la relacion cistina/creatinina.

En la actualidad no existen reportes sobre valores de
excrecion de cistina en orina espontanea para la pobla-
cion colombiana, por ello a partir de los resultados ob-
tenidos en la cuantificacion de este aminoacido en con-
troles y pacientes con urolitiasis se establecieron valores
de referencia de cistina en orina para la poblacion sana.

Materiales y Métodos
PACIENTES

Se analizaron 184 individuos, 81 de género femeni-
no y 103 de género masculino, con un rango de edad
entre 2 dias y 63 anos. Ciento cuatro correspondian a
individuos sanos (sin antecedentes de litiasis o proble-
mas renales) y 80 a pacientes en seguimiento por uro-
litiasis. Las muestras de orina fueron procesadas en el
Centro de Investigaciones en Bioquimica de la Univer-
sidad de Los Andes, Bogota, Colombia, previo registro
del consentimiento informado.

Las muestras de orina fueron recolectadas, de prefe-
rencia en la primera miccién espontinea en la manana
y fueron preservadas en refrigeracion a —20 °C hasta el
momento de realizar el ensayo. Las orinas debian tener
mas de 20 mg/dL de creatinina, ya que orinas demasia-
do diluidas pueden resultar en errores de interpreta-
cion (25). Sin embargo, no se excluyé ninguna muestra
por este criterio. La determinaciéon de creatinina en
orina fue establecida siguiendo el método de Jaffé (26).
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ANALISIS CUALITATIVO MEDIANTE LA PRUEBA
DE BRAND

Todas las muestras fueron sometidas a la reaccion de
cianuro nitroprusiato o flest de Brand, con el fin de valo-
rar cualitativamente la presencia de grupos sulfhidrilos.
Para este fin se adicionaron 100 pL de solucion de cianu-
ro de sodio al 5% (NaCN) (Merck CAT # 106437) a 250
pL de orina y posteriormente se agregaron 25 pL de hi-
droxido de amonio concentrado (AldrichCAT #221228)
y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 min.
Finalmente se mezclaron con 25 pL. de nitroprusiato de
sodio al 5% (FisherScientificCAT # ICN15206180). La
prueba se considerd positiva cuando al final de la incuba-
cion las muestras presentaron una coloracion magenta a
la observacion directa y negativa si no la desarrollaban.

ANALISIS CUALITATIVO POR CROMATOGRAFIA
EN PAPEL

La caracterizacion cromatografica se realizo siguien-
do el protocolo descrito por Efron (24) para el cual se
utilizaron los siguientes reactivos: Patron: 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 pro-
lina, 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
emple6 como sustrato fijo papel Whatmann No. 1 de
25 x 42 cm y el tiempo de corrida fue de 18 a 20 horas.

DETERMINACION DE CISTINA EN ORINA

Se emple6 el método del cianuro-nitroprusiato de so-
dio modificado (15) de la siguiente manera: a 300 pL de
orina se agregaron 150 pL 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 ultimo no se adiciono6 al
blanco. Luego se incub6 a temperatura ambiente duran-
te 10 min. Finalizada la incubacion se agregaron 30 pL
de nitroprusiato de sodio al 20% (FisherScientificCAT #
ICN15206180); dentro de los tres segundos después de su
adicion se realizo la lectura de absorbancia a 520 nm en
un espectrofotémetro Biomate (ThermoElectronCorpo-
ration, 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 calibracion se efectud a partir de una so-
lucién madre de cistina de 20 mg/dL en HC1 0,1M, y me-
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diante 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 calibracion se procesé por duplicado.

VALIDACION DEL METODO
Medidas de exactitud

Se realiz6 un experimento de recuperacién agre-
gando a 300 pL de una muestra control (con una con-
centracion de cistina previamente cuantificada de 1,34
mg/dL), de forma independiente los siguientes volume-
nes: 3, 6,9y 12 pL respectivamente de una solucién con
una concentraciéon de 4 mg/mL de cistina. Estas mues-
tras se procesaron por triplicado de igual manera que en
el procedimiento anteriormente descrito para las mues-
tras de participantes y con el objeto de calcular el por-
centaje de recuperacion se aplicé la siguiente ecuacion:

100 x (concentracion recuperada)
Recuperacion (%)

concentracion nominal

CXx Vdel estandar + (C X 'V de la muestra)
Concentracion nominal =

(V del estandar + 'V de la muestra)

Medidas de precisién

Para estimar el error aleatorio relacionado del méto-
do se determinaron la desviacion estandar (s) y el coefi-
ciente de variacién porcentual (CV%). Para la determi-
nacién de este parametro se tuvo en cuenta la precision
intermedia (variacion en diferentes dias) y la repetibi-
lidad del método (variabilidad en la misma ejecucion
analitica). Los ensayos se realizaron con seis niveles de
concentracion de cistina reportados en la curva de cali-
bracion; dos muestras diferentes de individuos control y
dos de los pacientes afectados fueron también procesa-
das por triplicado.

Linealidad

Se evalu6 la consistencia en las mediciones de seis
soluciones con un rango de concentracién de 0,625 a
20 mg/dL de cistina.

Limite inferior de deteccién (LID)

Se determino el limite inferior de deteccion median-
te la ecuacion LID = 3s/m, donde s es la desviacion es-
tandar y m es la pendiente de la recta procedente de la
curva de calibracion realizada para evaluar la linealidad
(y=0,1039x + 0,0325).

Andlisis estadistico

La correlacion entre las variables se calcul6 utilizan-
do el coeficiente de correlacion lineal de Pearson y un
valor de p a dos colas <0,01 fue considerado significa-
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tivo. Para la evaluacion del porcentaje de sensibilidad
y especificidad de la prueba diagnoéstica se utilizo 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 seguimiento por urolitiasis 5
mostraron resultado positivo para la prueba de Brand,
indicando la posible presencia de aminoacidos azufra-
dos en orina. En la cromatografia en papel se observo
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 aminodcidos (Rf=0,15, Figura 1, carril 7).

EXACTITUD DE LA PRUEBA CUANTITATIVA

La prueba present6 una exactitud igual o superior
al 78%, en un rango de 7895% y con un promedio
de recuperacién de 85,6% indicando que en términos

Rf=F—
RE=0,15—— . = t
Rf=0,08 —— o
— - e - FH B8 awe
12 3 4 5 § 7 8 9 10 1

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 excrecion anormal donde comigran
arginina, lisina y ornitina (segunda flecha negra de abajo hacia arriba)
caracteristica de estos pacientes, comparado con controles normales.
Carriles 5, 6 y 9. Control normal de plasma. Carril 7. Patrén o estandar
total de aminoéacidos ubicado en la parte central del cromatograma, el
cual muestra patrdn caracteristico de cistina Rf = 0,08.



generales los resultados de concentracion de cistina ob-
tenidos a partir del método son confiables (Tabla I).

Tabla |. Exactitud del ensayo en la medicion de cistina.

Concentracion conocida
de cistina (mg/dL) 5,28 9,15 12,95 | 16,67
Valor obtenido (mg/dL) 5,03 7,97 10,11 | 13,71
Recuperacion (%) 95,13 | 87,10 | 78,06 | 82,25

PRECISION

La precision intermedia del método se evalu6 al com-
parar los resultados de siete mediciones de absorbancia
en seis diferentes concentraciones de cistina en ensayos
inter dias. La menor desviacion estandar obtenida para
la curva de calibracion fue de 0,006 mg/dLyla mayor de
0,06 mg/dL de cistina. El coeficiente de variacion tuvo
un valor minimo de 3,25% y un CV mayor de 10% uni-
camente para las concentraciones de 20 mg/dL y 0,625
mg/dL. Al comparar la precisién del método en los con-
troles y los individuos afectados por cistinuria, las desvia-
ciones estandar 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 apropiada (Tabla II).

La menor desviacion estandar obtenida para la curva de
calibracion fue de 0,004 y la mayor de 0,03 mg/dL de cis-
tina. Kl coeficiente de variacion tuvo un valor minimo de
0,38% (para la concentracién de 10 mg/dL) y un CV maxi-
mo de 5,48% (para la concentracion de 0,625 mg/dL). La
desviacion estandar obtenida para controles y afectados
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fue de 0,86 y 32,7 mg de cistina/g de creatinina res-
pectivamente, en ambos casos para un coeficiente de
variacion cercano al 5% (Tabla III).

LIMITE DE DETECCION

De acuerdo a la ecuacion referida en la seccion de
métodos, la concentracién minima detectable de cisti-
na en orina fue 0,917 mg/dL (Tabla IV).

LINEALIDAD

La curva de calibraciéon de cistina a una longitud
de onda de 520 nm mostré linealidad con un rango
de concentraciones de 0,625 a 20 mg/dL, valores por
arriba de este rango mostraron pérdida de linealidad
(dato no mostrado). El coeficiente R cuadrado (%) en-
tre concentracion y absorbancia para concentraciones

de 0,625 a 20 mg/dL fue 0,9982 (Figura 2).

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia para el grupo control fue-
ron 1,35-110,11 mg de cistina/g de creatinina (Tabla V).
Este estudio también hall6 5 individuos afectados por cis-
tinuria, con edades entre 2y 63 anos. La distribucién de
los datos para el grupo control (n=104) mostr6 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 presen-

Tabla Il. Precisién intermedia del método espectrofotométrico.

Curva de calibracién Concentracion de cistina (mg/dL)
20 10 5 2,5 1,25 0,625
Promedio 2,08 1,15 0,63 0,31 0,14 0,06
Desviacion estandar 0,06 0,04 0,02 0,01 0,006 0,006
Coeficiente de variacion % 3,25 3,77 4,26 3,38 4,76 10
Muestras de orina mg de cistina/g de creatinina
Promedio DE CV(%)
Controles (Individuo 138) 47,8 0,840 1,75
Afectados por cistinuria (Individuo 45) 831,2 9,88 1,18
Tabla Ill. Repetibilidad del método espectrofotométrico
Curva de calibracion Concentraciéon mg/dL
20 10 5 2,5 1,25 0,625
Promedio dos mediciones 2,11 1,104 0,649 0,35 0,202 | 0,129
Desviacién estandar (s) 0,03 0,004 0,01 0,01 0,004 | 0,01
Coeficiente de variacion (%) 1,44 0,38 1,53 3,23 2,10 5,48
Muestras de orina Concentracion mg de cistina/g de creatinina
Poblacién Promedio DE CV(%)
Control Muestra 1 individuo 116 12,1 0,86 7,11
Afectados Muestra 1 individuo 45 754,5 32,7 4,33
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Tabla IV. Limite de deteccidn de la técnica a diferentes concentraciones de cistina. Los datos mostrados en
Yi indican la absorbancia obtenida a 520 nm para cada una de las concentraciones. Yi hace referencia al va-
lor calculado por la regresion lineal (y=0,1039x + 0,0325). SB: Sefial del blanco. LD: Limite de deteccidn.

Concentracién (mg/dL) Yi Yi Yi-Yi (Yi-Yi)?
0,625 0,067 0,097 -0,030 0,0009
1,25 0,138 0,162 -0,024 0,00057
2,5 0,294 0,292 0,002 0,000004
5 0,593 0,552 0,041 0,001681
10 1,109 1,071 0,037 0,001369
20 2,083 2,110 -0,028 0,000784
> 0,0053
SB 0,0318
LD 0,917

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

Grupo control (n=104) Grupo afectado por cistinuria (n=5)
L Cistina
. . Cistina . .
Edad Creatinina Cistina (e Edad Creatinina | Cistina (mg/g
(afios) (mg/dL) (mg/dL) gg (afos) (mg/dL) (mg/dL) creati-
creatinina) .
nina)
Media 9,4 79,2 2,45 34,33 30,9 41,8 24,7 686,4
Mediana 6,6 63,8 2,18 28,77 25,8 38,7 25,7 672,6
DE 10,3 51 1,99 25 22,5 23,9 4,2 302,6
Minimo 0,04 9,3 0,07 1,35 1,96 16,9 20,2 386,9
Maximo 55,4 275 11,4 110,11 63 66,5 28,9 1134,1
2,50
y=0,1039x+0,0325
2,00
<
2 150
<
o
=
9 100
o
<
0,50
0,00
0 5 10 15 20 25
CONCENTRACION mg/dL

Figura 2. Curva de calibracion para cistina. La absorbancia se determind a una longitud de onda de 520 nm.

t6 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 encontré una
distribuciéon normal o gaussiana para el grupo control
ni para el grupo afectado (Figura 4). Para establecer si
podria utilizarse la concentracion de cistina en orina sin
necesidad de ajustar por creatinina urinaria, se calcul6é
el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre las va-
riables cistina y cistina/g creatinina, la cual resulté ser
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de 0,628 lo cual indica que las dos variables no reflejan
exactamente la misma informacioén, 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 analisis
ROC mostr6 una sensibilidad del 100%, y una especifi-
cidad del 100% para un punto de corte de 248,5 mg de
cistina/g de creatinina. El drea bajo la curva ROC (esta-
distico C) fue 1, el maximo valor posible exigible para
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Figura 4. Histograma de frecuencia de la variable mg cistina/g de
creatinina urinaria en el grupo control. Se muestra una distribucion
asimétrica de los valores de excrecion de cistina.

una prueba diagnoéstica. Para realizar una validacion ex-
terna de la prueba estandarizada se analiz6 por HPLC
una muestra de orina de un individuo del grupo afec-
tado, el cual mostré un valor de 813 pmol 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 estandarizacion de una técnica confiable y de fa-
cil manejo para la cuantificacion de cistina en orina es
una contribucién importante a la detecciéon oportuna
de la cistinuria (21) (27) ( 28). Este estudio estandarizo
una prueba colorimétrica cuantitativa de facil ejecu-
cion, rapida y econoémica con relacion a otras técnicas
como HPLC, cromatografia de intercambio iénico o
electroforesis. Otras ventajas del método son la utiliza-
cién de un menor volumen urinario y que no requiere
necesariamente la recoleccion 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 fest de Brand
(30) permiti6 tener indicios de la presencia de aminoa-
cidurias en algunos participantes con urolitiasis y con-
firmar que las muestras correspondientes a los indivi-
duos control eran negativas. La exactitud de la técnica
cuantitativa propuesta es aceptable al conseguir un por-
centaje promedio de recuperacién de 85,6%. En térmi-
nos de precision intermedia, el coeficiente de variacion
fue alrededor del 5% para los estindares de calibracién
y las muestras. Esto indicé 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 variacion intraensayo fue inferior al 5% para la
curva de calibracion y al 10% para las muestras, indi-
cando que la mediciéon es repetible. La diferencia de
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los resultados entre patrones y muestras pudo obede-
cer a diferencias en el manejo o almacenamiento de las
muestras, pero la repetibilidad puede ser atin mejor en
condiciones 6ptimas de colecciéon y manejo. La prueba
cuantitativa propuesta es también lineal en un amplio
rango de concentraciones. La linealidad sélo se perdio
en muestras con una concentracion extremadamen-
te 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 con-
centracion hallada, empleando el factor de dilucion. 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
encontré 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 catiénico 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 in-
tervalos 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 embar-
go, que en el grupo control se detectaron cuatro datos
atipicos, correspondientes a 92,0; 95,3; 95,5y 110,1 mg
de cistina/ g de creatinina; teniendo en cuenta que sus
muestras no presentaron interferencias con otros me-
tabolitos, que fueron negativas en el test de Brand y
que no se documentaron errores en su manipulacion,
podria tratarse de individuos heterocigotos para una
mutacion causante de cistinuria. De los 80 pacientes
con urolitiasis, 5 presentaron concentraciones de cis-
tina urinaria compatibles con cistinuria, una prevalen-
cia 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 constituyé un
hallazgo relevante dado que la diferenciacion clara en-
tre estos dos grupos de individuos permite establecer un
diagnostico correcto. Los valores absolutos aqui reporta-
dos en unidades de mg cistina/g de creatinina son com-
parables con los informados por otros autores (7) (30).
El establecimiento de valores de referencia permite
adaptar los valores de una prueba a una técnicay pobla-
ci6n en particular (31), pero en este caso particular es
sumamente importante debido a que en Colombia s6lo
existen reportes aislados, uno de dos pacientes cistinu-
ricos en 1976 (32), y otro de 3 pacientes con cistinu-
ria detectados entre 1987y 1992 (33). En estos casos el
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diagnostico bioquimico se realizé en laboratorios que
no estaban en Colombia. El objetivo de expresar los in-
tervalos de referencia como mg de cistina por gramo de
creatinina busca ajustar para el nivel de dilucién de la
orina que cambia aguda y drasticamente con el estado
de hidratacion del paciente (15) (34). Se consider6 que
esto hace la prueba propuesta mas 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 analisis ROC el punto de corte se-
leccionado para diagnéstico (248 mg cistina/g de crea-
tinina) 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 con-
centraciones de cistina superiores a los 250 mg/g de
creatinina en cistinturicos homocigotos.

En conclusion, el método espectrofotométrico pro-
puesto para cuantificaciéon de cistina en orina y detec-
cién de cistinuria es reproducible, exacto y sensible.
Los valores de excrecién normal de cistina para la po-
blacién 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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