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Implementación de una metodología para la detección 
de marcadores bioquímicos en la tirosinemia tipo 1

>>>

 El siguiente artículo describe una metodología para detectar marcadores 

bioquímicos de tirosinemia tipo 1, utilizando técnicas como HPLC y CG‐EM. Esperamos 

que este trabajo sea de gran utilidad.
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� RESUMEN

Fundamento: la tirosinemia hereditaria tipo I o 

tirosinemia hepato‐renal es una enfermedad auto‐

sómica recesiva causada por la deficiencia de la 

enzima fumarilacetoacetato hidrolasa. Debido a su 

complejidad metabólica, su confirmación lleva 

aparejado, un conjunto de métodos altamente 

costosos.

Objetivo: implementar una metodología de tra‐

bajo para la detección de metabolitos marca‐dores 

de la tirosinemia tipo 1.

Método: se realizó un estudio descriptivo y trans‐

versal en una serie de casos evaluados en el perío‐

do comprendido entre enero del 2021 a febrero del 

2023. Como examen inicial se realizaron las prue‐

bas cualitativas de α nitroso beta naftol y 2,4 dini‐

trofenilhidracina para la identificación de la tiro‐

sina y los α cetoácidos respectivamente. Luego se 

realizó el método HPLC para la cuantificación de la 
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tirosina y CG‐EM para la determinación del perfil 

cromatográfico en orina como técnicas confir‐

matorias. 

Resultados: las pruebas cualitativas resultaron 

positivas para la tirosina y sus metabolitos, así 

como, para los alfa cetoácidos. El perfil de ácidos 

orgánicos mostró excreción elevada de los meta‐

bolitos marcadores de la enfermedad en 8 casos, a 

los cuales se les fue realizada la cuantificación de la 

tirosina que resultaron positivos de padecer la 

enfermedad.

Conclusiones: la implementación de la meto‐

dología resultó ser una herramienta valiosa en el 

diagnóstico temprano de la enfermedad.

Palabras clave: marcadores bioquímicos, defi‐

ciencia de la enzima, metodología

� INTRODUCCIÓN

� La tirosinemia tipo 1 (TT1) (OMIM27‐
(1)6700)  también llamada tirosinemia hepatorrenal 

es un error innato del metabolismo (EIM) de los 

aminoácidos�con una� incidencia de aproximada‐
(2)

mente 1:100 000 nacimientos.  Se considera un 

padecimiento de herencia autosómica recesiva y 

se debe a un defecto de la enzima fumarilaceto‐
(3)acetato hidrolasa (FAH).  Bioquímicamente se 

caracteriza�por hipertirosinemia (HT), concentra‐

ciones aumentadas en orina del aminoácido 

tirosina, ácidos 4‐hidroxifenilderivados y niveles 

elevados de succinilacetona (SA) en plasma y 

orina, metabolito este último patognomónico de 
(4,5)

la enfermedad.

� Como primera aproximación para su diag‐

nóstico se utilizan las pruebas químicas cualitativas 

(PQC), que se basan en la identificación de grupos 

funcionales por reacciones colorimétricas o turbi‐

dimétricas. La prueba colorimétrica α nitroso β naf‐

tol, permite la detección de los metabolitos pro‐

ductos de la tirosinemia: tirosina, 4‐hidroxi‐

fenilacetato y el 4‐hidroxifenil‐lactato), dando 

lugar a la formación de un complejo rojo‐anaran‐

jado. Esta entidad, puede resultar positiva ante la 

prueba del tipo turbidimétrica del 2,4 dinitro‐

fenilhidrazina (DNPH) o reactivo de Brady, que se 

caracteriza por la obtención y visualización de un 

precipitado de color naranja‐amarillo (turbidimé‐

trica), tras la identificación de alfa cetoácidos en la 
(6)

muestra biológica de análisis.

� Aspectos relacionados con el incremento 

de los niveles de tirosina pueden estar causados 

por diferentes factores como la hipertirosinemia 

benigna transitoria en el recién nacido y la no 

presentación de niveles elevados del aminoácido 

en sangre antes de las 48 horas de vida, los cuales 

hacen que la cuantificación de los niveles de tiro‐

sina, no sea un marcador sensible ni específico 

para la TT1, pues pueden resultar en algunos falsos 
(7)positivos y falsos negativos.  Teniendo en cuenta 

esta complejidad metabólica, la confirmación de la 

TT1 lleva aparejado una combinación de métodos 

con una tecnología altamente costosa. Técnicas 

como la cromatografía gaseosa acoplada a espec‐

trometría de masas (CG/EM) para la detección de 

ácidos orgánicos y succinilacetona, la cromato‐

grafía líquida de alta resolución (HPLC) para la 

detección de tirosina y fenilalanina en suero, la 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS) y la 

cromatografía de capa fina, este último para la 

identificación de los niveles de tirosina y metio‐

nina, constituye la tecnología usada para el diag‐
(8)

nóstico de esta enfermedad.

� El diagnóstico temprano de este padeci‐

miento puede ser sugerido por pruebas de tami‐

zaje neonatal, aun cuando el recién nacido es asin‐
(7)

tomático.  En Cuba, solamente se pesquisan seis 

enfermedades: la fenilcetonuria, el déficit de 

biotinidasa, la galactosemia, el hipotiroidismo 

congénito, la fibrosis quística e hiperplasia adrenal 

congénita; razón por la cual la sospecha inicial de 

las TT1 está dada por las manifestaciones clínicas y 

posteriormente los hallazgos del laboratorio me‐

diante el análisis de los marcadores bioquímicos, 
(9)

los cuales permitirán orientar el diagnóstico.

� El laboratorio de genética bioquímica del 

Centro Nacional de Genética Médica, tiene como 

misión la realización de estudios bioquímicos 

necesarios para el diagnóstico, evolución y eva‐

luación del pronóstico de los errores innatos del 

metabolismo (EIM), entre los que se encuentra la 

TT1. El departamento, dotado de una tecnología 
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altamente costosa, realiza una serie de deter‐

minaciones, entre las que cuentan pruebas quí‐

micas cualitativas para la identificación de ami‐

noacidurias, la cromatografía en capa delgada de 

aminoácidos, la cromatografía líquida de alta re‐

solución para la cuantificación de aminoácidos 

como la fenilalanina y la tirosina, así como la 

identificación de ácidos orgánicos y succinila‐

cetona por la cromatografía gaseosa acoplada a 

espectrometría de masas.

� El presente trabajo tiene como objetivo: 

implementar una metodología de trabajo para la 

detección de metabolitos marcadores bioquí‐

micos de la tirosinemia tipo 1. 

� MÉTODOS

� Se realizó un estudio descriptivo y trans‐

versal en una serie de casos evaluados en el 

período comprendido entre enero del 2021 a fe‐

brero del 2023, en el Laboratorio de Genética Bio‐

química del Centro Nacional de Genética Médica, 

con motivo de indicación de sospecha de un error 

innato de metabolismo (EIM).

Muestras biológicas utilizadas en el estudio

� Se utilizaron muestras de orina de la pri‐

mera micción de la mañana, con ayuno superior a 6 

horas y muestras de suero no hemolizadas.

 Métodos

Prueba química cualitativa de α nitroso β naftol 

(prueba colorimétrica)

� Se añadió previamente 1000 µL de diso‐

lución de ácido nítrico 2,63N, 500 µL de disolución 

de α nitroso β naftol al 0,1 % y 50 µL disolución de 
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nitrito de sodio al 2,5 % en el tubo de ensayo. 

Seguidamente se homogenizó y se añadió 150 µL 

de muestra de orina de primera micción de la 

mañana. Tras 10min de reacción se observó el 

resultado del estudio.

Prueba química cualitativa de 2,4 dinitrofenilhi‐

drazina (prueba turbidimétrica)

� La muestra de orina de primera micción de 

la mañana, fue primeramente centrifugada a 

500RPM por 3min, luego se extrajo el sobrena‐

dante y se trabajó con 500µL de esta muestra. Se 

añadió 500 µL de la disolución de 2,4DNPH al 0,1 % y 

se homogenizó. Tras 10min de reacción se observó 

el resultado del estudio.

Cuantificación simultánea de fenilalanina y tirosina 

en suero

� Se trabajó con 150 µL de muestra de suero, 

a la cual le fue añadido 150 µL de disolución de áci‐

do tricloroacético al 5 % y se homogenizó. Pos‐

teriormente se centrifugó a 16000 rfc durante 10 

minutos, se extrajo el sobrenadante y se trabajó 

con 100 µL de la muestra. Posteriormente fueron 

añadidos 400 µL de agua destilada, homogeni‐

zándose la mezcla.

Condiciones cromatográficas para el análisis por 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

� Se empleó una técnica isocrática en fase 

reversa con detección directa por fluorescencia 

(Ex: 260 nm; Em: 282 nm) validada para la cuanti‐

ficación simultánea de ambos aminoácidos en 

suero.

� Todas las determinaciones se realizaron a 

30°C y se emplearon pre‐columna en fase reversa 

(RP‐18) y columna en fase reversa (RP‐18) 150 mm 

x 4 mm, 5 µm, (Shimadzu o Merck).

� Fase móvil etanol absoluto al 5 % en agua 

destilada. El volumen de inyección de 20 µL, con 

dilución previa de las muestras con agua destilada 

1: 4 (sobrenadante: agua destilada).

� El tiempo de corrida fue de 7 minutos. Los 

metabolitos fueron identificados por su tiempo de 

retención y fluorescencia.

Intervalo de referencia para los dos criterios 

empleados en el diagnóstico de la tirosinemia en 

lactantes

Tirosina (primer criterio): 0,9‐1,41 mg/dL (51‐79 

μM).

Fen/Tir (segundo criterio): 0,48‐1,71.

Niños con tirosinemia: > 1,41 mg/dL (> 79 μM) y la 

relación Fenil/Tir 0,1‐0,4.

Determinación de ácidos orgánico s y succinila‐

cetona en orina 

� Para preparar las muestras de orina se 

empleó una modificación del método expe‐
(10)rimental descrito por Duez y cols.  para el análisis 

cuantitativo de ácidos orgánicos en orina. En un 

tubo de ensayo se añadió la cantidad de orina 

equivalente a 0,25 mg de creatinina y se trató con 

60 U de ureasa durante 30 min a temperatura 

ambiente. La muestra se alcalinizó con hidróxido 

de sodio (8 N) hasta pH 14 y se oximó con cloruro 

de hidroxilamina (40 %). Posteriormente se 

acidificó con ácido clorhídrico (6 N) hasta pH 1 y se 

saturó con 1 g de cloruro de sodio. Luego se 

realizaron dos extracciones líquido/líquido con 6 

mL de acetato de etilo. La fase orgánica se recu‐

peró y secó en sulfato de sodio anhidro y se 

evaporó a 50°C en atmósfera de nitrógeno. Una 

vez secas las muestras, se derivatizó con 2, 2,2‐

trifluoro‐N‐metil‐N‐rifluoroacetamida durante 20 

min a 60°C y se inyectó 1 μL en el CG/EM con una 

relación de split 1/10.

Condiciones cromatográficas para el análisis por 

cromatografía de gases y espectrometría de masas

� El procesamiento analítico para el análisis 

de ácidos orgánicos se efectuó en un CG/EM (QP 

una columna capilar SLB‐5ms de 30 m de longitud, 

diámetro interno 0,25 mm, espesor de película de 

0,25 μm, con helio como gas portador. Las con‐

diciones de adquisición del equipo fueron: tem‐

peratura del inyector de 250°C, temperatura de la 

interface de 280°C y temperatura del horno de 

80°C hasta 300°C, con una rampa de temperatura 
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de 7°C por min. Todos los compuestos se identifi‐

caron por su espectro de masas y su tiempo de 

retención.

� En el algoritmo bioquímico propuesto en 

este estudio se realizaron de manera inicial las PQC 

en muestras de orina de primera micción de la 

mañana (pueden ser utilizadas posteriormente en 

el estudio de CG‐EM). Teniendo en cuenta las 

siguientes variantes:

Prueba del α nitroso β naftol y 2,4 DNPH positiva.

Prueba del α nitroso β naftol positiva y 2,4 DNPH 

negativa.

� Se solicita el envío de muestra de suero 

para la cuantificación simultánea de los niveles de 

tirosina y fenilalanina. Si el estudio por HPLC 

reporta niveles elevados de tirosina, se realiza el 

examen confirmatorio por CG/EM, en el laborato‐

rio de espectrometría de masas, si resultan posi‐

tivos aquellos fluidos biológicos cuyos perfiles 

cromatográficos sugerirían una TT1. Es importante 

destacar que la muestra extraída del paciente, una 

vez que el facultativo tenga la sospecha de esta 

enfermedad, deberá ser en el momento de la 

descompensación metabólica. Si la muestra es 

escasa para el estudio, se solicita el envío de mayor 

cantidad de dicha muestra. (Figura 1).

 

� Figura 1. Metodología propuesta en el 

Laboratorio de Genética Bioquímica, para la dete‐

cción de marcadores bioquímicos de la tirosinemia 

tipo 1.

� Para la recopilación de la información se 

utilizaron las bases de datos de entrada de 

muestras y emisión de resultados del Laboratorio 

de Genética Bioquímica del Centro Nacional de 

Genética Médica, específicamente de los labo‐

ratorios de pruebas metabólicas, análisis de ami‐

noácidos y espectrometría de masas.

� El estudio fue aprobado por el comité de 

ética y de investigación del Centro. Fueron pro‐

cesados muestras de pacientes de todo el país, 

cuyos tutores legales ofrecieron su consentimien‐

to para utilizar los resultados de sus análisis en 

publicaciones científicas.

� RESULTADOS

� Del total de muestras analizadas, 67 resul‐

taron positivas solamente a la prueba del α nitroso 

β naftol (7,4 %), 6 resultaron positivas simultá‐

neamente a la prueba del α nitroso β naftol y del 

2,4DPH que representa el 0,6 %. (Tabla 1).

� Tabla 1. Resultados de las muestras, tras el 

estudio de las pruebas químicas cualitativas.

� Se observa el total de muestras y su positi‐

vidad, después de la realización del estudio de 

cuantificación de la tirosina por HPLC. Fueron pro‐

cesadas un total de 40 muestras de suero, resul‐

taron positivas, 12 (30 %). (Tabla 2).

� Tabla 2. Resultados del estudio de cuan‐

tificación simultánea de fenilalanina/tirosina.

� De las 12 muestras de orina de primera mi‐

cción de pacientes con todas las pruebas del al‐
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goritmo bioquímico propuesto, resultaron positi‐

vas 8 (66,6 %) a metabolitos marcadores de la TT1, 

por el estudio de CG‐EM. (Tabla 3).

� Tabla 3. Resultados al estudio de CG‐EM 

en el periodo enero 2021‐febrero 2023.

� DISCUSIÓN

� El diagnóstico de la TT1 constituye en la 

actualidad un reto para los laboratorios que se 

especializan en el estudio de esta entidad, en 

especial en Cuba, donde no se realizan detecciones 

neonatales en papel de filtro, por lo que su diag‐

nóstico radica en la pericia de los clínicos tras los 

hallazgos por la sintomatología clínica acom‐

pañada de los marcadores bioquímicos que se 

puedan confirmar en el los laboratorios de análisis. 

En la actualidad, en países como España, (que 

cuenta con una red de 15 laboratorios donde se 

realizan tamizajes neonatales por espectrometría 

de masas en tándem, teniendo en cuenta que, con 

la implementación de esta tecnología, aumenta la 

diversidad   de   enfermedades   pesquisadas) se 

estableció el diagnóstico de 7 enfermedades que 

debían incluirse en todos los programas, dentro de 

las cuales no cuenta la TT1. Aunque existan 

estudios que demuestren la sensibilidad del pará‐

metro de detección de la succinilacetona en san‐

gre para el diagnóstico de esta enfermedad, este 

no se usa como principal elemento en los países 
(11,12)que cuentan con este tipo de programa.

� De un total de 900 muestras de orina de 
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pacientes con sospecha de EIM analizadas en el 

laboratorio de pruebas metabólicas (laboratorio 

donde se realizan los estudios cualitativos), 73 

fueron positivas a las pruebas químicas cualitati‐

vas, en algunas de sus variantes. Es importante 

destacar, que en todas las muestras procesadas se 

cumplió correctamente el proceso de centrifuga‐

ción, lo cual permitió la limpieza y/o ausencia de 

turbidez antes de realizársele la prueba turbidimé‐

trica (2,4 DNPH). Estudios realizados reportan la 

positividad de estas pruebas (en alguna de sus 

variantes) ante la presencia de tirosinemia tipo‐
(13,14)

1.  Las muestras que resultaron negativas, se les 

realizó el algoritmo según el resultado del resto de 

las PQC. Se resalta que en la metodología propues‐

ta el punto de partida del algoritmo bioquímico 

fueron todas aquellas muestras recepcionadas, 

cuyo modelo de indicación refería como hipótesis 

diagnóstica una sospecha de EIM.

� De las 73 muestras positivas a las pruebas 

cualitativas en alguna de sus variantes, solamente 

40 siguieron el algoritmo establecido por el labo‐

ratorio, lo que representó el 54,8 % de los casos 

estudiados. La no entrada de las muestras de 

suero, así como la hemolisis en algunas de las 

enviadas, para cumplimentar la segunda etapa en 

el diagnóstico, fueron las causas que impidieron 

que se concretara el estudio en el resto de las 

muestras.

� La aplicación de la técnica de HPLC para la 

cuantificación de los niveles de tirosina y fenila‐

lanina, y de su relación, tras la positividad en 12 de 

sus muestras, permitió identificar el incremento de 

los niveles de tirosina, así como valores de la 

relación de Fenil/Tir por debajo de 0,41 condición 

para ser confirmadas por la técnica de CG‐EM. A 

pesar de lo mostrado en estudios realizados, en 

algunos países, se usa el nivel de tirosina en sangre 

como prueba definitoria para el diagnóstico de la 
(15)

TT1.  En el laboratorio donde se realizó este 

estudio forma parte del algoritmo bioquímico, 

pero no define el diagnóstico final.

� La aplicación de la técnica de CG/EM, tras 

la positividad en 12 de sus muestras en el estudio de 

cuantificación del metabolito tirosina, permitió 

identificar 8 pacientes con marcadores bioquí‐

micos sugerentes a una TT1 (66,6 %). En estos, se 

pudo identificar aumento marcado de ácido lác‐

tico, 4‐hidroxifenilpirúvico, 4‐hidroxifeniláctico, 4‐
(16)

hidroxifenilacético.  Es importante destacar, que 

a pesar de tener establecido el método de dete‐

cción de la succinilacetona por CG‐EM, esta no ha 

podido ser identificada con valores detectables al 

estudio, por lo que se ha trabajado con los me‐

tabolitos antes mencionados, los cuales son repor‐

tados en la literatura como marcadores bioquí‐

micos de la enfermedad, de conjunto con los resul‐

tados del algoritmo bioquímico y la clínica del 
(17,18)

paciente.  (Figura 2).

� Figura 2. Perfil cromatográfico de meta‐

bolitos marcadores bioquímicos de la tirosinemia 

tipo 1.

� La TT1 no se encuentra dentro del grupo 

de enfermedades metabólicas pesquisadas en 

Cuba. Según lo mostrado en el estudio, el diag‐

nóstico de la enfermedad en al menos 2 casos, una 

vez al año. Este dato advierte, según los naci‐

mientos al año en Cuba (aproximadamente 100‐

000), que existan casos que no puedan resultar 

diagnosticados. 

� La negatividad obtenida en 4 de las 12 

muestras estudiadas, estuvieron dadas porque la 

hipertirosinemia reportada por los estudios de 

HPLC, pudieron estar causados por factores como 

las tirosinemias benignas transitorias en el recién 

nacido, razón por la cual este estudio no se reporta 
(7)

como un marcador sensible en el diagnóstico.

� Es importante destacar en el laboratorio, 

ya se encuentra re‐estandarizado el análisis por 

cromatografía en placa delgada de aminoácidos en 

suero y orina (TLC), como otra técnica a utilizar en 

la detección de niveles plasmáticos incrementados 
(19)de tirosina y metionina  la cual se incorporará en 
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el protocolo propuesto, para conformar la segun‐

da etapa después de los estudios cualitativos. La 

poca disponibilidad de algunos patrones de 

metabolitos característicos del perfil metabólico 

de esta enfermedad, constituiría una limitante 

para futuros estudios, razón por la cual los facul‐

tativos que tienen la misión de sospechar e indicar 

la realización de este tipo de ensayos, deben de ser 

lo más certeros posibles para garantizar así un 

mejor aprovechamiento de los recursos. Cabe 

destacar que, en trabajos revisados en la literatura, 

como en los laboratorios del Instituto de Nutrición 

y Tecnología de los Alimentos (INTA) en Chile, el 

Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo 

de Costa Rica, establecen algoritmos clínicos 

bioquímicos similares a los desarrollados por el 

Centro Nacional de Genética Médica y por consi‐

guiente una buena respuesta en cuanto a la corre‐
(16,20)lación de los estudios.

� La implementación de la metodología re‐

sultó ser una herramienta valiosa en el diagnóstico 

temprano de la enfermedad.
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