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Alcaptonuria. Informe de dos casos
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Resumen

La alcaptonuria es un error innato infrecuente del metabolismo de
transmision autosémica recesiva, debido a la deficiencia de la
enzima oxidasa del acido homogentisico. Se describen los casos
de dos nifios, de 2 afios 9 meses y de 45 dias de edad cuya (nica
sintomatologia fue el oscurecimiento de la orina al entrar en con-
tacto con el aire. Las pruebas quimicas cualitativas que forman
parte del llamado "tamiz metabolico" fueron positivas en ambos
pacientes y el diagnostico se confirmé mediante la identificacion y
cuantificacion del acido homogentisico por medio de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CGEM). Las prue-
bas metabdlicas de tamiz para detectar esta enfermedad son
sencillas y accesibles. La confirmacion del diagndstico requiere
la intervencion de laboratorios especializados en bioguimica
genética que cuenten con la metodologia adecuada.

Palabras clave: Alcaptonuria, 4cido homogentisico, errores in-
natos del metabolismo, tamiz metabolico, cromatografia de gases,
espectrometria de masas.

Introduccion

La alcaptonuria (McKusick 203500) es una enfermedad
metabdlica hereditaria rara, que sc transmite en forma avtosdmica
recesiva, caracterizada por deficiencia de la enzima oxidasa del
dcido homogentisico (AHG).” Esta enfermedad tiene la distin-
cion historica de haber sido el primer error innato del metabo-
lismo.? Se desconoce la frecuencia de la alcaptonuria en la po-
blacidn general; se sabe que se han descrito mas de 600 casos
en ¢l mundo ** Es particularmente frecuente en las reptiblicas
Checa, Eslovaquia y Dominicana.>® Su frecuencia se estima en
4 por cada 1,000,000 de recién nacidos vivos 7. Debido al defec-
to enzimatico, el AHG producido durante el metabolismo de la
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Abstract

Alkaptonuria is a rare inborn error of metabolfism, inherited as an
autosomal recessive disease. It is the result of a constitutional
lack of the enzyme homogentisic acid oxidase. We describe two
patients, a 2 year 9 months old boy and a 45 days old girl, with
darkening of urine as the only symptom. Chemical tests were
positive in both patients, and the diagnosis was confirmed by the
identification of homogentisic acid by gas chromatography-mass
spectrometry. We emphasize the fact that the initial chemical tests
are easy and accessible to any laboratory. The final diagnosis
requires confirmation in specialized laboratories.

Key words: Alkaptonuria, homogentisic acid, inborn errors of
metabolism, metabolic screening, gas chromatography.

fenilalanina y la tivosina no puede ser metabolizado; se acu-
mula en el organismo y se excreta en la orina de manera per-
sistente (figura 1), Tipicamente la orina del paciente
alcaptontirico se oscurcce cuando se expone a la atmosfera y
adquiere una coloracidn pardo-negruzca, especialmente si cl
pH cs alcalino, ya que en tales condiciones se acelera la oxi-
dacion y polimerizacidn del AHG.! Esto explica también el
intenso color negro que adquicren los panales de los nifos
alcaptontricos al ser lavados con jabones alcalinos.” Esta
caracteristica se detecta habitualmente en la ctapa de lactan-
te, pero en ocasiones las orinas oscuras no se ven sino hasta
la segunda o tercera décadas de la vida ®

La cantidad de AHG cxcretada en la orina de pacicntes
alcaptoniricos s directamente proporcional a la ingestion
de tirosina y fenilalanina de la dieta. En condiciones norma-
les el AHG es degradado por la oxidasa del AHNG a 4cido
maleilacetoacético.” En los pacientes con alcaptonuria no
hay actividad apreciable de ta oxidasa del AHG en el tejido
hepatico; en consecuencia, los niveles plasmaticos del AHG
sc elevan casia 3 mg/dL y Jaexcrecidn urinaria varfade 4 a
8 galdia™
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Descripcion de los casos clinicos

Caso 1

Nifia de 45 dias de edad, producto de la primera gesta de
padres no consanguineos, con cmbarazo normal a término,
atendido en medio hospitalario sin complicaciones
perinatales. Como antecedente famihar de importancia, el
padre tiene rifones supernumerarios. Examen fisico: As-
pecto general sin evidencia de patologia. Fue enviada a la
Unidad de Gen¢tica de la Nutricion del INP-UNAM debido
a que la madre observo que los panales de la nifa adquirian
un tinte violaceo poco después de la miccion. El examen
general de orina fue normal; orina de color claro y pl{ de 7.0.
Inicialmente se realizo un tamiz metabdlico con prucbas cua-
litativas para detectar acido homogentisico en la orina, que
se muestran en el cuadro [. Todas las pruebas fueron posi-
tivas; la orina se oscurecié al entrar en contacto con el am-
biente; la adicion de NaOH acelerd el oscurecimiento, (figu-
ra 2); se observé coloracion azul fugaz con el cloruro férrico
y negra con el nitrato de plata. Al agregar reactivo de
Benedict se obtuvo coloracion pardo-negruzca. El diagnos-
tico se confirmoé mediante CGEM cn orina, con la metodolo-
gia indicada en el cuadro 2. El cromatograma mostrd un gran
pico anormal, con tiempo de retencion de 21.613 minutos,
que corresponde al AHG (figura 3b). La concentracion de
AHGen orina fue de 949 mmol/mol de creatinina (figura 3c).

Caso 2

Nifio de dos afios nueve meses, producto de la primera ges-
ta de padres no consanguineos; embarazo normal a térmi-
no, atendido en medio hospitalario sin complicaciones
perinatales. Una hermana de | afio 10 meses con la misma
afeccion. La exploracion fisica no mostré evidencia de pato-
logia. El peso y la talla fueron adecuados para la edad. Des-
de el nacimiento los padres notaron oscurecimiento de la
orina del paciente. Examen general de orina dentro de limi-
tes normales; orina intensamente amarilla y pH de 6.5. El
famiz metabolico inicial fue positivo y el diagndstico se con-
firmo por medio de CGEM (figura 3d). En este paciente la
concentracion de AHG en orina fue de 2678 mmol/mol
creatinina.

Discusion

Estos casos son similares a otros descritos en China®y
Brasil”’, cuya tunica manifestacion clinica es ¢l oscurecimien-
to de la orina cuando entra en contacto con el aire. Las
muestras de orina de los pacientes del presente estudio
fueron dc color amarillo claro al momento dc ser obtenidas y

Cuadro 2. Descripcion de la metodologia de la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas para la identificacion
y cuantificacion de AHG?®

Extraccion: 300 ul de orina fueron acidificados con 275 pl de
HCI 4N, la muestra es saturada con NaCl y extraida 2 veces con 2
mL de acetato de etilo cada vez. Se evapora el acetato de etilo
con vacio.

Formacion de derivados de la muestra: Derivados volatiles
del extracto de acidos organicos son preparados por adicion de
100 ml de BSTFA (iN,O-bistrimetitsilil trifluoroacetamida), calentan-
do a 60°C por 30 minutos.

Condiciones del analisis cromatografico: Cromatografo de
gases Hewlett Packard 5890 con detector seiectivo de masas
5971-A. Columna de metilfenil silicon de 25 M, 25 u de espesor de
pelicula, 0.25 mm de diametro. Temperatura del inyector: 250°C,
temperatura de la linea de transferencia: 280°C, temperatura de la
fuente: 150°C. Programa de temperatura de la columna: Inicial de
40°C, velocidad de calentamiento: 10°C por minuto, temperatura
final: 280°C. Tiempo inicial y final: 5 y 2 minutos respectivamente.
Tiempo de encendido del detector selectivo de masas: 10 minu-
tos. Inyeccion instantanea (tiempo de encendido de la purga: 2
minutos).

Obtencion del espectro: El espectro fue obtenido con una
estacion de trabajo HP-UX.

Cuantificacion: Se realizé obteniendo el factor de respuesta
con el monitoreo del ion m/z 384. La cantidad obtenida se expresa
en mmol/mol de creatinina.

permanecieron de ¢se color ain después de congeladas. Se
oscurecieron gradualmente al contacto con ¢l medio am-
biente. Todas las pruebas quimicas del tamiz metabolico
que detectan AHG, aunque poco especiticas, fueron fran-
camente positivas. Los dos pacientes mostraron un perfil
de acidos organicos urinarios caracteristico de la
alcaptonuria, como muestran las figuras 3c y 3d. En las orinas
normales, generalmente no se detecta ¢l AHG o existe en
muy poca cantidad (figura 3a). Llama la atencion la enorme
cantidad de AHG que excretan estos pacientes; es mayor la
excrecion del paciente de dos afios nueve meses que el de
45 dias. Esto puedc ser funcién no sélo de la edad, sino
también del tipo de dieta de cada paciente. Dada la sencillez
y accesibilidad de las prucbas de tamiz metabdlico, pueden
y deben realizarse cn todos los pacientes en quienes se
refiera el dato del oscurecimiento urinario. Destacamos que
en estos pacientes el examen general de orina fue normal, lo
que no tiene valor diagndstico para la alcaptonuria.

Hay otros padecimientos que pueden cursar con orina
café oscuro o pardo-negruzco, que dejan manchas de dis-
tintas tonalidades cn los pafales; entre cllos se encucntran
la melanuria causada por sarcomas melanociticos disemina-
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Figura 3. ¢/ Cromatograma del caso 1. La flecha sefala |la presencia de un pico anormal que aparece a los 21.613 minutos y gue
corresponde al acido homogentisico.
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Figura 3. ¢) Cromatograma del caso 2. La flecha muestra el dcido homogentisico.

dicho cambio de coloracién para hacer un diagnéstico co- la orina roja oscura puede ocurrir en la porfiria o en la
rrecto. La orina azul puede sugerir enfermedad de Hartnup; hematuria 28.
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