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1cién @ metodologia para la deteccion
ores bioquimicos en la tirosinemia tipo 1

El siguiente articulo describe una metodologia para detectar marcadores

bioquimicos de tirosinemia tipo 1, utilizando técnicas como HPLC y CG-EM. Esperamos
que este trabajo seade gran utilidad.
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>>2> RESUMEN

Fundamento: la tirosinemia hereditaria tipo | o
tirosinemia hepato-renal es una enfermedad auto-

sdmica recesiva causada por la deficiencia de la
enzimafumarilacetoacetato hidrolasa. Debido asu
complejidad metabdlica, su confirmacién lleva
aparejado, un conjunto de métodos altamente
costosos.

Objetivo: implementar una metodologia de tra-
bajo parala deteccidn de metabolitos marca-dores
delatirosinemiatipo1.

Método: se realiz6 un estudio descriptivo y trans-
versal en una serie de casos evaluados en el perio-
do comprendido entre enero del 2021 a febrero del
2023. Como examen inicial se realizaron las prue-
bas cualitativas de a nitroso beta naftol y 2,4 dini-
trofenilhidracina para la identificacion de la tiro-
sinay los a cetoacidos respectivamente. Luego se
realizé el método HPLC parala cuantificaciondela
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tirosina y CG-EM para la determinacion del perfil
cromatografico en orina como técnicas confir-
matorias.

Resultados: las pruebas cualitativas resultaron
positivas para la tirosina y sus metabolitos, asi
como, para los alfa cetodcidos. El perfil de acidos
organicos mostré excrecion elevada de los meta-
bolitos marcadores de la enfermedad en 8 casos, a
los cuales se les fue realizada la cuantificacion de la
tirosina que resultaron positivos de padecer la
enfermedad.

Conclusiones: la implementacion de la meto-
dologia resultd ser una herramienta valiosa en el
diagndstico temprano de laenfermedad.

Palabras clave: marcadores bioquimicos, defi-
cienciadelaenzima, metodologia

INTRODUCCION

La tirosinemia tipo 1 (TT1) (OMIM27-
6700)" también llamada tirosinemia hepatorrenal
es un error innato del metabolismo (EIM) de los
aminodacidos con una incidencia de aproximada-
mente 1:100 000 nacimientos.” Se considera un
padecimiento de herencia autosdmica recesiva y
se debe a un defecto de la enzima fumarilaceto-
acetato hidrolasa (FAH).”” Bioquimicamente se
caracteriza por hipertirosinemia (HT), concentra-
ciones aumentadas en orina del aminoacido
tirosina, acidos 4-hidroxifenilderivados y niveles
elevados de succinilacetona (SA) en plasma vy
orina, metabolito este ultimo patognomodnico de
laenfermedad.*”

Como primera aproximacion para su diag-
ndstico se utilizan las pruebas quimicas cualitativas
(PQCQ), que se basan en la identificacién de grupos
funcionales por reacciones colorimétricas o turbi-
dimétricas. La prueba colorimétrica a nitroso 3 naf-
tol, permite la deteccidn de los metabolitos pro-
ductos de la tirosinemia: tirosina, 4-hidroxi-
fenilacetato y el 4-hidroxifenil-lactato), dando
lugar a la formacién 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 obtencidn y visualizacion de un
precipitado de color naranja-amarillo (turbidimé-
trica), tras la identificacién de alfa cetoacidos enla
muestra biolégica de anlisis."”

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
presentacion de niveles elevados del aminoacido
en sangre antes de las 48 horas de vida, los cuales
hacen que la cuantificacion de los niveles de tiro-
sina, no sea un marcador sensible ni especifico
parala TT1, pues puedenresultar en algunos falsos
positivos y falsos negativos.m Teniendo en cuenta
esta complejidad metabdlica, la confirmaciéndela
TT1 lleva aparejado una combinacién de métodos
con una tecnologia altamente costosa. Técnicas
como la cromatografia gaseosa acoplada a espec-
trometria de masas (CG/EM) para la deteccién de
acidos organicos y succinilacetona, la cromato-
grafia liquida de alta resolucién (HPLC) para la
deteccién de tirosina y fenilalanina en suero, la
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS)y la
cromatografia de capa fina, este ultimo para la
identificacion de los niveles de tirosina y metio-
nina, constituye la tecnologia usada para el diag-
ndstico de esta enfermedad.”

El diagndstico temprano de este padeci-
miento puede ser sugerido por pruebas de tami-
zaje neonatal, aun cuando el recién nacido es asin-
tomatico.” En Cuba, solamente se pesquisan seis
enfermedades: la fenilcetonuria, el déficit de
biotinidasa, la galactosemia, el hipotiroidismo
congénito, la fibrosis quistica e hiperplasia adrenal
congénita; razén por la cual la sospecha inicial de
las TT1 esta dada por las manifestaciones clinicas y
posteriormente los hallazgos del laboratorio me-
diante el analisis de los marcadores bioquimicos,
los cuales permitiran orientar el diagnéstico.”

El laboratorio de genética bioquimica del
Centro Nacional de Genética Médica, tiene como
mision la realizacidon de estudios bioquimicos
necesarios para el diagndstico, evolucién y eva-
luacién del prondstico de los errores innatos del
metabolismo (EIM), entre los que se encuentra la
TT1. El departamento, dotado de una tecnologia



altamente costosa, realiza una serie de deter-
minaciones, entre las que cuentan pruebas qui-
micas cualitativas para la identificaciéon de ami-
noacidurias, la cromatografia en capa delgada de
aminodcidos, la cromatografia liquida de alta re-
solucion para la cuantificacion de aminoacidos
como la fenilalanina y la tirosina, asi como la
identificacion de dacidos organicos y succinila-
cetona por la cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometriade masas.

El presente trabajo tiene como objetivo:
implementar una metodologia de trabajo para la
deteccion de metabolitos marcadores bioqui-
micos de latirosinemiatipo 1.

>>> METODOS

Se realizé un estudio descriptivo y trans-
versal en una serie de casos evaluados en el

periodo comprendido entre enero del 2021 a fe-
brero del 2023, en el Laboratorio de Genética Bio-
quimica del Centro Nacional de Genética Médica,
con motivo de indicacién de sospecha de un error
innato de metabolismo (EIM).

Muestras bioldgicas utilizadas en el estudio

Se utilizaron muestras de orina de la pri-
mera miccion de lamafiana, con ayuno superiora 6
horasy muestras de suero nohemolizadas.

Métodos

Prueba quimica cualitativa de a nitroso 8 naftol
(prueba colorimétrica)

Se afiadid previamente 1000 pL de diso-
lucién de acido nitrico 2,63N, 500 pL de disolucién
de a nitroso B naftol al 0,1 % y 50 pL disolucién de
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nitrito de sodio al 2,5 % en el tubo de ensayo.
Seguidamente se homogenizd y se afiadié 150 pL
de muestra de orina de primera miccién de la
mafiana. Tras 10min de reaccidn se observd el
resultado del estudio.

Prueba quimica cudlitativa de 2,4 dinitrofenilhi-
drazina (prueba turbidimétrica)

Lamuestrade orinade primeramiccionde
la mafiana, fue primeramente centrifugada a
500RPM por 3min, luego se extrajo el sobrena-
dante y se trabajé con 500uL de esta muestra. Se
afadié 500 pLdeladisolucionde2,4DNPHal0,1%y
se homogenizd. Tras 10min de reaccion se observo
elresultado del estudio.

Cuantificacion simultanea de fenilalanina y tirosina
ensuero

Setrabajé con 150 pL de muestrade suero,
ala cual le fue afiadido 150 pL de disolucién de &ci-
do tricloroacético al 5 % y se homogenizd. Pos-
teriormente se centrifugé a 16000 rfc durante 10
minutos, se extrajo el sobrenadante y se trabajo
con 100 pL de la muestra. Posteriormente fueron
afadidos 400 pL de agua destilada, homogeni-
zandoselamezcla.

Condiciones cromatogrdficas para el andlisis por
cromatogradfialiquida de altaresolucion (HPLC)

Se empled una técnica isocratica en fase
reversa con deteccién directa por fluorescencia
(Ex: 260 nm; Em: 282 nm) validada para la cuanti-
ficacién simultdnea de ambos aminodacidos 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
X4 mm, 5um, (Shimadzu o Merck).

Fase mdvil etanol absoluto al 5 % en agua
destilada. El volumen de inyeccion de 20 pL, con
dilucion previa de las muestras con agua destilada
1:4 (sobrenadante: agua destilada).

El tiempo de corrida fue de 7 minutos. Los
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metabolitos fueron identificados por su tiempo de
retencidny fluorescencia.

Intervalo de referencia para los dos criterios
empleados en el diagndstico de la tirosinemia en
lactantes

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

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

Nifios con tirosinemia: > 1,41 mg/dL (> 79 uM) y la
relacién Fenil/Tir 0,1-0,4.

Determinacién de dcidos orgdnico s y succinila-
cetonaenorina

Para preparar las muestras de orina se
empled una modificacion del método expe-
rimental descrito por Duez y cols."” para el anélisis
cuantitativo de acidos organicos en orina. En un
tubo de ensayo se afiadid la cantidad de orina
equivalente a 0,25 mg de creatinina y se traté con
60 U de ureasa durante 30 min a temperatura
ambiente. La muestra se alcalinizé con hidréxido
de sodio (8 N) hasta pH 14 y se oximé con cloruro
de hidroxilamina (40 %). Posteriormente se
acidificé con acido clorhidrico (6 N) hastapH 1y se
saturd con 1 g de cloruro de sodio. Luego se
realizaron dos extracciones liquido/liquido con 6
mL de acetato de etilo. La fase organica se recu-
perd y secd en sulfato de sodio anhidro y se
evapord a 50°C en atmdsfera de nitrégeno. Una
vez secas las muestras, se derivatizd con 2, 2,2-
trifluoro-N-metil-N-rifluoroacetamida durante 20
min a 60°C y se inyectd 1 uL en el CG/EM con una
relaciénde split1/10.

Condiciones cromatogrdficas para el andlisis por
cromatografiade gases y espectrometriade masas

El procesamiento analitico para el andlisis
de 4cidos organicos se efectudé en un CG/EM (QP
una columna capilar SLB-5ms de 30 m de longitud,
didametro interno 0,25 mm, espesor de pelicula de
0,25 um, con helio como gas portador. Las con-
diciones de adquisicidon 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




de 7°C por min. Todos los compuestos se identifi-
caron por su espectro de masas y su tiempo de
retencion.

En el algoritmo bioquimico propuesto en
este estudio serealizaron de manerainiciallas PQC
en muestras de orina de primera miccion de la
mafana (pueden ser utilizadas posteriormente en
el estudio de CG-EM). Teniendo en cuenta las
siguientesvariantes:

Prueba del o nitroso 8 naftoly 2,4 DNPH positiva.
Prueba del a nitroso 8 naftol positiva y 2,4 DNPH
negativa.

Se solicita el envio de muestra de suero
para la cuantificacion simultanea 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 espectrometria de masas, si resultan posi-
tivos aquellos fluidos bioldégicos cuyos perfiles
cromatograficos sugeririan una TT1. Es importante
destacar que la muestra extraida del paciente, una
vez que el facultativo tenga la sospecha de esta
enfermedad, deberd ser en el momento de Ia
descompensacion metabdlica. Si la muestra es
escasa para el estudio, se solicita el envio de mayor
cantidad de dichamuestra. (Figura1).

~ > Figura 1. Metodologia propuesta en el
Laboratorio de Genética Bioquimica, para la dete-
ccién de marcadores bioquimicos de la tirosinemia
tipo1.
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de Genética Bioquimica del Centro Nacional de
Genética Médica, especificamente de los labo-
ratorios de pruebas metabdlicas, analisis de ami-
nodcidosy espectrometriade masas.

El estudio fue aprobado por el comité de
ética y de investigacion del Centro. Fueron pro-
cesados muestras de pacientes de todo el pais,
cuyos tutores legales ofrecieron su consentimien-
to para utilizar los resultados de sus andlisis en
publicaciones cientificas.

>>2> RESULTADOS

Del total de muestras analizadas, 67 resul-
taron positivas solamente a la prueba del a nitroso
B naftol (7,4 %), 6 resultaron positivas simulta-
neamente a la prueba del a nitroso B naftol y del
2,4DPH querepresentael 0,6 %.(Tabla1).

>> Tabla1.Resultados de las muestras, tras el
estudio de las pruebas quimicas cualitativas.

Total de muestras Total de muestras

estudiadas en el Total de muestras  positivas

Adio laboratorio de positivas ala sinultaneamente
pruebas prueba de o nitroso  alas PQC del a
metabélicas con i naftol nitroso [ naftol v
sospecha de FIM del 2,4 DNPH

2021 255 36 2

2022 525 20 3

2023 120 11 1

Total 200 67 6

u nitroso f§ naftol: alfa nitroso beta naftol
2,4 DNPH: 2, 4 dimtrofemlhidrazipa

Se observa el total de muestrasy su positi-
vidad, después de la realizacion del estudio de
cuantificacién de la tirosina por HPLC. Fueron pro-
cesadas un total de 40 muestras de suero, resul-
taron positivas, 12 (30%). (Tabla2).

> > Tabla 2. Resultados del estudio de cuan-
tificacién simultanea de fenilalanina/tirosina.

Cuantificacion simultinea de

Total de muestras de suero de fenilalanina/tirosina (tirosina

Ano pacientes con los PQC 1.41 mg/dL
Fpeilieus Relacion fenil tir 0,1-0.4
2021 18 4
2022 15 6
2023 7 2
Total 40 12

De las 12 muestras de orina de primera mi-
ccién de pacientes con todas las pruebas del al-




goritmo bioquimico propuesto, resultaron positi-
vas 8 (66,6 %) a metabolitos marcadores de la TT1,
porel estudio de CG-EM. (Tabla3).

> > Tabla 3. Resultados al estudio de CG-EM
enelperiodoenero2021-febrero2023.

neonatales en papel de filtro, por lo que su diag-
nostico radica en la pericia de los clinicos tras los
hallazgos por la sintomatologia clinica acom-
pafiada de los marcadores bioquimicos que se
puedan confirmar en el los laboratorios de analisis.
En la actualidad, en paises como Espana, (que

cuenta con una red de 15 laboratorios donde se

Muestras conmarcadores realizan tamizajes neonatales por espectrometria

Ano bioquimicos de l1a TT1 de masas en tandem, teniendo en cuenta que, con
detectados la implementacidn de esta tecnologia, aumenta la

2021 4 diversidad de enfermedades pesquisadas)se
2022 2 estableci el diagndstico de 7 enfermedades que
2023 2 debian incluirse en todos los programas, dentro de
Total 8 las cuales no cuenta la TT1. Aunque existan
estudios que demuestren la sensibilidad del para-

DISCUSION metro de deteccidn de la succinilacetona en san-

gre para el diagndstico de esta enfermedad, este

no se usa como principal elemento en los paises
. (11,12)

que cuentan con este tipo de programa.

El diagndstico 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 serealizan detecciones De un total de 900 muestras de orina de
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pacientes con sospecha de EIM analizadas en el
laboratorio de pruebas metabdlicas (laboratorio
donde se realizan los estudios cualitativos), 73
fueron positivas a las pruebas quimicas cualitati-
vas, en algunas de sus variantes. Es importante
destacar, que en todas las muestras procesadas se
cumplié correctamente el proceso de centrifuga-
cién, lo cual permitié la limpieza y/o ausencia de
turbidez antes de realizarsele 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-
1. L as muestras que resultaron negativas, se les
realizé el algoritmo segun el resultado del resto de
las PQC. Seresalta que enlametodologia propues-
ta el punto de partida del algoritmo bioquimico
fueron todas aquellas muestras recepcionadas,
cuyo modelo de indicacién referia como hipétesis
diagndsticaunasospechade 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 represent¢ el 54,8 % de los casos
estudiados. La no entrada de las muestras de
suero, asi como la hemolisis en algunas de las
enviadas, para cumplimentar la segunda etapa en
el diagndstico, fueron las causas que impidieron
que se concretara el estudio en el resto de las
muestras.

La aplicaciondelatécnicade HPLC parala
cuantificacion de los niveles de tirosina y fenila-
lanina, y de su relacidn, tras la positividad en 12 de
sus muestras, permitid identificar elincremento de
los niveles de tirosina, asi como valores de la
relacion de Fenil/Tir por debajo de 0,41 condicion
para ser confirmadas por la técnica de CG-EM. A
pesar de lo mostrado en estudios realizados, en
algunos paises, se usa el nivel de tirosina en sangre
como prueba definitoria para el diagndstico de la
TT1." En el laboratorio donde se realizé este
estudio forma parte del algoritmo bioquimico,
pero no define el diagndstico final.

La aplicacién de la técnica de CG/EM, tras
lapositividad en 12 de sus muestras en el estudio de
cuantificacién del metabolito tirosina, permitié
identificar 8 pacientes con marcadores bioqui-
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micos sugerentes a una TT1 (66,6 %). En estos, se
pudo identificar aumento marcado de acido lac-
tico, 4-hidroxifenilpirtavico, 4-hidroxifenilactico, 4-
hidroxifenilacético." Es importante destacar, que
a pesar de tener establecido el método de dete-
ccidn 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 sonrepor-
tados en la literatura como marcadores bioqui-
micos de la enfermedad, de conjunto conlos resul-
tados del algoritmo bioquimico y la clinica del
paciente.”" (Figura 2).

>> Figura 2. Perfil cromatografico de meta-
bolitos marcadores bioquimicos de la tirosinemia
tipo1.
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La TT1 no se encuentra dentro del grupo
de enfermedades metabdlicas pesquisadas en
Cuba. Segun lo mostrado en el estudio, el diag-
ndstico de la enfermedad en al menos 2 casos, una
vez al afio. Este dato advierte, segun los naci-
mientos al afo 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, razén por la cual este estudio no se reporta
como unmarcador sensible en el diagndstico.”

Es importante destacar en el laboratorio,
ya se encuentra re-estandarizado el analisis por
cromatografiaen placa delgada de aminodacidos en
sueroy orina (TLC), como otra técnica a utilizar en
la deteccionde niveles plasmaticosincrementados
de tirosina y metionina™ la cual se incorporara en




el protocolo propuesto, para conformar la segun-
da etapa después de los estudios cualitativos. La
poca disponibilidad de algunos patrones de
metabolitos caracteristicos del perfil metabdlico
de esta enfermedad, constituiria una limitante
para futuros estudios, razén por la cual los facul-
tativos que tienen la misidn de sospechar e indicar
larealizacion de este tipo de ensayos, deben de ser
lo mas certeros posibles para garantizar asi un
mejor aprovechamiento de los recursos. Cabe
destacar que, entrabajosrevisados enlaliteratura,
como en los laboratorios del Instituto de Nutricidn
y Tecnologia de los Alimentos (INTA) en Chile, el
Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo
de Costa Rica, establecen algoritmos clinicos
bioquimicos similares a los desarrollados por el
Centro Nacional de Genética Médica y por consi-
guiente una buena respuesta en cuanto a la corre-
lacién de los estudios."**”

La implementacién de la metodologia re-
sultd ser una herramienta valiosa en el diagndstico
temprano delaenfermedad.
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