Histidinuria en Embarazos Normales y Patolégicos

(Presentacion de una técnica Fotocolorimétrica)
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La Histidina es un 4cido aminado que se encuentra normal-
mente en la orina humana. Desde 1908, cuando England logré
extraerla de la orina humana, es mucho lo que se ha avanzado a
este respecto.

Esta demostrado que la Histidinuria normal tiene fluctuacio-
nes cotidianas importantes. Segin Camous (1) el régimen ali-
menticio tiene alguna influencia ya que una alimentaciéon rica
en proteinas puede favorecer el aumento de la Histidina. Soupart
(2) en 1944, en mujeres no embarazadas encontr6é valores com-
prendidos entre 28 y 176 mgrs. en las 24 horas.

El embarazo fisiologico se acompafia de aumento de la ex-
creciéon de casi todos los aminodcidos esenciales. Entre éstos, la
histidina es muy importante, como fué demostrado por Honda
Misao en 1927, siendo Vogue (1) en 1929 el primero en usar la
Histidinuria como prueba quimica para el diagnostico del emba-
razo.

A partir de 1933 en que Kapeller-Adler mejora el método de
bromuracion, se ha trabajado bastante a este respecto, siendo los
métodos més recientes, el de Carson Seaks (1948) y Cheval y
Hans (1949).

* Jefe Laboratorio Caja Nacional de Previsién.
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La investigacion de Histidinuria como prueba quimica de
embarazo ha sido muy discutida; Cheval y Hans (3) en un dete-
nido estudio observan que si se hace con las debidas condiciones
se puede obtener un 95,8% de resultados positivos exactos. Mer-
kel (4) en un estudio comparativo de las pruebas quimicas para
el diagnéstico del embarazo (1950), concluye que la prueba de
histidina tiene errores que la hacen inexacta y que no puede apli-
carse clinicamente. Fabiano y Lanza en 1952, hacen notar que en
los casos de toxemia, la histidina desaparece de la orina, conside-
rando esto como causa de error de la prueba. Sin embargo, en
los ultimos dias, se ha dado un gran valor a la prueba de histidi-
nuria como método de control de la gestaciéon, habiéndose obser-
vado que la disminucién de dicha eliminacién o su ausencia, es
un sintoma precoz de la toxemia, que se presenta antes de cual-
quier otro sintoma como hipertensién, albuminuria, ete.

Las pruebas usadas para el diagnéstico de histidinuria, son
semicuantitativas y en éllas el resultado se expresa por cruces,
dependiendo su interpretacion del juicio del laboratorista. El ob-
jeto de este trabajo es presentar una técnica fotocolorimétrica
consistente en la aplicacién de un patrén a la prueba de Carson
Seaks, usando los reactivos de CPT Laboratories de Dayton Ohio,
con la cual se puede presentar una lectura “estandarizada” y
apreciar las variantes que puedan presentarse.

Estudiamos un total de 93 casos de mujeres embarazadas,
con una evolucién de 8 a 9 meses. 49 casos de embarazos norma-
les y 44 pacientes del servicio de Toxemias de la Clinica Primero
de Mayo y de la Clinica de la Providencia de esta ciudad.

El hecho de que la Histidina sea un elemento normalmente
presente en la orina, en cantidades variables, podria a primera
vista, parecer suficiente para rechazar la idea de que la investi-
gacion de excrecion por la orina pudiera servir para establecer
un diagnéstico de embarazo.

Sin embargo, todos los estudios practicados han demostrado
que la Histidinuria puede proporcionar datos interesantes para
el clinico, si se observan algunas condiciones especiales entre las
cuales podriamos anotar:
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1) La orina debe tomarse siempre en ayunas habiendo efec-
tuado la paciente una miccion evacuadora 3 o 4 horas después de
la Gltima comida del dia anterior.

2) Para evitar la interferencia de la Histidina normal se de-
be efectuar una dilucién de la orina antes de efectuar la prueba.

3) Una tercera condicién fijada por Chevel es la necesidad
de usar una reaccion que no sea demasiado sensible.

El metabolismo de la Histidina lo podemos resumir en la si-
guiente forma: (5) La I-Histidina se presenta en la naturaleza
como un aminoicido esencial para el crecimiento y desarrollo nor-
mal. Aunque es un constituyente importante de las proteinas, se
debe sefialar que la placenta humana tiene més baja proporcién
de Histidina en las proteinas de su tejido, que de cualquier otro
aminoicido. Estudios recientes muestran que la via primaria de
su catabolismo implica primero una ruptura con separaciéon de
un grupo alfa-amino, por la histidaza para formar el acido Uloeé6-
nico, que por medio de la uroconaza, de una molécula de Acido
L-Glutdmico, Acido Férmico y Amoniaco. Hay dos vias metabdli-
cas posibles: Una oxidacién mediante la oxidasa de l-aminoacidos
para formar acido Imidazol-Piruvico, o una descarboxilacién me-
diante la descarboxilaza de la Histidina para formar Histamina.
La amplitud con que ocurren cada una de estas posibles vias de
catabolismo en el cuerpo no se conocen. Una gran proporcion de
Histidina se utiliza seguramente en la sintesis de Proteinas y una
proporcién relativamente grande es excretada sin cambio alguno
por la orina. Segun Page (5) las causas posibles del aumento de
Histidinuria en el embarazo teniendo en cuenta todos los meca-
nismos serian las siguientes:

1) Un aumento de la filtracion Glomerular.
2) Una disminucién en la reabsorcion Glomerular.

3) Un aumento en la absorcion intestinal.

4) Una disminucién en el metabolismo por: a) aprovecha-
miento disminuido. b) destruccion mas lenta o ambos.

Segtin los autores antes mencionados los factores 1 2 y 4 con-
tribuyen a causar Histidinuria en el embarazo normal.
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Existen pues varias hipétesis sobre la causa de la Histidinu-
ria en el embarazo. La primera fue la de Kapeller Addler en 1935
quien supuso que la Histidaza hepética era inhibida por la gona-
dotropina coriénica. Dicho autor se basa en el hecho de haber en-
contrado reducida la actividad de la Histidaza en el tejido hepa-
tico, obtenido de autopsias de mujeres embarazadas y en la inhi-
bicién de las células hepéiticas in vitro por la gonadotropina co-
ridénica.

En 1943 Ernest Page y William Dignam (5) se opusieron a
esta hipétesis basidndose en el hecho de que la curva de aumento
de excrecién de Histidina seguia mas bien la curva de aumento de
las hormonas esteroidales y no la de la hormona coriénica. La his-
tidinuria alcanzaba su méaximo en el séptimo u octavo mes de
embarazo, en lugar del primer trimestre (En el estudio practica-
do por nosotros observamos la cifra media més alta en el 62 y T7°
mes: 0,769 y 0,766 grs. %o respectivamente) y declinaba durante
las 2 o 3 semanas anteriores al parto.

En 1946 los mismos autores propusieron la hipétesis de que
la Histidinuria era debida a un aumento en el coeficiente de la
eliminacién renal de la Histidina secundaria o una disminucién
del indice de reabsorcién tubular.

El hecho de la disminucién y desapariciéon de la Histidina en
la orina en los estados toxémicos no estid bien definido. Puede
ser debida, tal vez, a una transformacién de la Histidina en His-
tamina, debido a un proceso de descarboxilacién tisular.

Por otra parte se sabe que experimentalmente la Histamina
disminuye la presion arterial, aunque Starling piensa que pueda
provocar hipertensién por exudacién pericapilar, obliterando la

luz de los capilares.

Se ha demostrado que la Histidina se encuentra frecuente-
mente en la orina durante la menstruacion asi como 2 o 3 dias an-

tes de que ésta empiece.

Segiin Cheval (6) la prueba de Histidinuria se hace positiva
desde los 14 dias de la gestacion y su presencia permite afirmar
que si la mujer no tiene su regla en los 3 dias siguientes, estd

embarazada.
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METODO USADO

Seguimos el método de Carson Seaks, usando los reactivos
suministrados por C. P. T. Laboratories de Dayton Ohio.

Toma de la muestra.

A todas las pacientes se les ordend no tomar soélidos ni liqui-
dos después de las 6 p. m.; 3 o 4 horas después de la ultima co-
mida efectuar una miccién y desechar esta orina; recoger la pri-
mera muestra de la mafiana en un recipiente limpio y usar este
material para practicar la prueba.

Preparacion del especimen.

Con el objeto de evitar que la prueba revele Histidina en la
orina de la mujer no embarazada, (1) se diluye dicha orina a una
concentracion bastante baja, de manera que la pequefia cantidad
de Histidina que pueda encontrarse en estas circunstancias no se
revele en la prueba. El grado de dilucién se determina por el pe-
so especifico y por el pH, habiendo encontrado los autores que
una prueba alcalina debe ser diluida con agua hasta que tenga
densidad de 1.009 y una acida hasta 1.005.

(6) Cheval y Hans dan la férmula a este respecto colocando
una gota de indicador de rojo de metilo (acido-viraje al rojo, al-
calina al amarillo) y aplicando una sencilla formula consistente
en leer en el densimetro la densidad de la muestra, restando 5 de
las dos Gltimas cifras de la densidad, siendo el niimero obtenido,
el de c. c. de agua destilada que se debe afiadir a 5 c. c. de orina
para obtener densidad de 1.005. En el caso de orina alcalina, se
restan 10 de la densidad y se anaden esos c.c. de agua destilada
a 10 c.c. de Orina.

Para el caso, en la dilucién nosotros usamos lo siguiente: 1)
Colocamos 25 c.c. de Orina en un cilindro graduado, afiadimos
III gotas de reactivo N? 1, el cual no es otra cosa que sol. de rojo
de metilo, al agregar dicho reactivo se puede obtener color ama-
rillo (orina alcalina) o color rojo (orina acida); y tomamos la
densidad con el hidrémetro de diluciéon suministrado por CPT,
con cuyos reactivos y elementos elaboramos este trabajo.
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Dicho hidrémetro tiene dos escalas, una con niimeros negros
y otra con ntimeros rojos. Si el color obtenido fué el amarillo, se
lee en la escala negra y si es el rojo se lee en la escala roja.

Siguiendo las instrucciones de la mencionada casa, a 5 c.c.
de orina se afiade agua destilada hasta completar el volumen to-
tal indicado por el hidrémetro.

Tratamiento de la Orina.

El objeto de este tiempo es precipitar los fosfatos, nitritos y
sé6lidos que pueda tener la orina.

Para ello, a 5 c.c. de orina diluida se afiaden III gotas de reac-
tivo N? 2, que no es otra cosa que una sol. de Cloruro de Bario
al 10%. Se afiaden luego X gotas de reactivo N° 3 y se mezcla,
se afiaden IV gotas de reactivo N? 4. (Sol. de Permanganato de
Potasio 0,1 N) de dos en dos hasta que el color rosado persista
por medio minuto, se coloca luego la mezcla en Bafio de Maria
a 90 grados en ebullicién durante varios minutos para obtener
que las substancias interferentes se precipiten.

Dejamos enfriar, decantamos el liquido claro en un tubo y
desechamos el precipitado.

Investigacién de la Histidina.

A la muestra de orina, como lo indicamos antes, afiadimos
1 c.c. de reactivo N? 5, preparado de acuerdo con las instruccio-
nes (sol. de Bromo recién preparada, Bromo N/50 en &cido acé-
tico al 33%). Agitamos, ycolocamos con un agitador de vidrio,
tico al 33%). Agitamos, y colocamos con un agitador de vidrio,
una parte de la mezcla sobre un papel indicador (CS Test paper,
papel impregnado de almidén y yoduro de Potasio de los CPT La-
boratories) si no aparece color rojo pirpura por 10 minutos se
afiade otro 1/2 c.c. de reactivo y se chequea nuevamente hasta
obtener persistencia del color por 10 minutos.

Afiadimos III gotas de reactivo N? 6 (Sol. de hiposulfito de
sodio 0.1 N en sol. N de amoniaco) hasta obtener desaparicién
del exceso de Bromo, lo cual se comprueba por la no aparicién del
rojo purpura con el Cs Test paper. En caso de producirse color
rojo, se afiade I o II gotas mas de reactivo N? 6.
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Se afiade luego medio c.c. de reactivo N® 7 (sol. de Carbona-
to de amonio 3 gms. en 100 c.c. de amoniaco 2 N. El amoniaco
utilizado es amoniaco oficinal al 17% utilizando como sol. solven-
te dos partes de amoniaco y una parte de agua destilada).

Se lleva esta mezcla al Bafio de Maria a 97 grados por dos
minutos. Si la orina contiene Histidina, una coloracién rojo pur-
pura o rosado intenso aparece. Si no se obtiene color se afiaden
V gotas méas de reactivo N° 7.

Modificacion cuantitativa propuesta.

Una vez hecha la lectura en cruces, efectuamos una lectura
inmediata en un Fotocolorimetro Klett usando filtro 54 (verde).
Al tiempo con la prueba hacemos un patrén en la siguiente for-
ma: preparamos una sol. de Histidina, usando ampollas de Histi-
dini Hydroclorici al 4% de los Laboratories Siegfried (1) la cual
da un color similar al obtenido en la prueba clisica de Carson
Saeks. Dicho patrén lo preparamos de la manera siguiente: ha-
cemos una soluciéon de Histidina diluida de tal manera que 5 c.c.
de dicha sol. tuvieran 0,001 gms. de Histidina. A estos 5 c.c. de
sol. les agregamos los reactivos para la bhdsqueda de la Histidina,
como si se tratarad e la muestra de orina hasta obtener el co-
lor rojo plrpura.

Aplicamos luego la formula general del colorimetro:

LI VI

X X CP X 1.000 = gms. %o
LP vP
LI 5

X X 0001 X 1.000 — gms. %o
LP 5
LI

X i — gms. de Histidina %.
LP

(1) Después de varios ensayos con diferentes soluciones, fué esta calidad
de producto, el dnico que nos dié garantia.
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LI — Lectura ineégnito. - LP — Lectura Patrén. - VI — Vo-
lumen incégnito. - VP — Volumen Patrén - CP — Concentraciéon
Patron.

Debe efectuarse luego la correcciéon de acuerdo con la dilu-
cién de la orina problema.

Puede también calibrarse el colorimetro en la forma usual.

Resultados obtenidos.

En 3 cuadros y una grafica presentamos los resultados obte-
nidos. Las cifras medias mas altas se observaron en el sexto y
séptimo mes de embarazo (0,769 y 0,766 respectivamente).

En los casos estudiados se observé que la Histidinuria au-
menta hasta obtener su punto méximo en el sexto mes para lue-
go bajar hasta obtener en el noveno mes una cifra sensiblemente
igual a la inicial (3 meses).

La cifra mas baja de los casos normales se obtuvo en un
embarazo de 4 meses y la cifra mixima en un embarazo de 8
meses.

En los 44 casos estudiados con diagndstico Clinico de Toxe-
mia obtuvimos cifras de 0 en el 75%. En el 25% de los casos se
obtuvo Histidinuria, con cifras medias inferiores a las obtenidas
en los casos normales.

Los casos estudiados de toxemia en el sexto y séptimo mes
de embarazo dieron una Histidinuria de 0.

En los casos de 8 meses el 76% de los casos dio 0 de histidi-
nuria; en 24% de los casos se obtuvieron cifras de Histidinuria
con una cifra media de 0,386 grs. % notablemente mas baja que
la obtenida en embarazos normales de 8 meses de evoluciéon (0,617
gramos %o).

En los embarazos de 9 meses el 60% de los casos estudiados
dio 0 grs. el 40% restante di6 una cifra media de 0.406 grs. %,
maés baja que la obtenida en casos normales.
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RESUMEN:

Se presenta un estudio en 93 pacientes con embarazos, 49 con
embarazos normales y 43 con toxemias del embarazo, a quienes se
practicé investigacion de Histidinuria.

Se usoé el método de Carson Seaks y reactivos suministrados
por CPT Laboratories de Dayton Ohio, presentando una modifi-
cacion a dicha técnica consistente en lectura fotocolorimétrica,
usando un patrén de clorhidrato de Histidina v expresando los re-
sultados en grs. %o

Se presentan los resultados obtenidos cun dicha téenica, ob-
teniendo en embarazos normales una cifra media maxima de
0,769 grs. %, en los casos de 6 meses de evolucién.

En el 75% de los casos estudiados, en las Toxemias, no se
observé Histidinuria. En el 249% restante se obtuvieron cifras in-
feriores a las obtenidas en casos normales.

SUMARY:

Relatively simple and consistent colorimetric cuantitative
modification of the Carson - Seaks’ Cuantitative method for uri-
ne histidine measurement in preguant women has been descri-
bed.

The experiments described in this paper lend suppert to the
idea that the method is good as far as the diagnosis of corly preg-
nancy and toxemia of pregnancy is concern. Variations in the
urine histidine excretion in grams. por cent. during normal preg-
nancy and toxemia of pregnanci are also shown.
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DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS
EN EMBARAZOS NORMALES

CROMOS DE HISTIDINURIA
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HISTIDINURIA EN EMBARAZOS PATOLOGICOS
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