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Pruebas bioquimicas para la deteccion de metabolitos producidos
en los errores innatos del metabolismo

Natalia Regina Mesa Herrera', Cristian Andrés Carmona Carmona?, Luis Carlos Burgos Herrera®

RESUMEN

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son mdas de 550 enfermedades en las que se
presenta una deficiencia o ausencia de proteinas con actividad enzimaética, transportadora,
receptora o estructural. Cada una de estas enfermedades es rara, pero su gran variedad hace
que, consideradas en conjunto, sean la principal patologia neonatal. Para la deteccion de
los metabolitos producidos en los EIM se pueden utilizar pruebas cualitativas. Su utilidad
radica en que son muy rapidas y de facil acceso, y en que sirven como pruebas presuntivas
para proceder a hacer exdmenes mas especializados o para enfocar el diagnéstico. Teniendo
en cuenta su importancia para un diagnostico temprano de los EIM, el objetivo del presente
articulo es describir el funcionamiento de las pruebas bioquimicas de resorcinol, dinitrofe-
nilhidrazina, nitrosonaftol, nitroprusiato y Hoesch, haciendo énfasis en los metabolitos que
detectan.

PALABRAS CLAVE

Errores Innatos del Metabolismo; Nitroprusiato

SUMMARY

Biochemical tests for the detection of metabolites produced in inborn errors of metabolism

Inborn errors of metabolism (IEM) are more than 550 diseases in which there is a deficiency
or absence of proteins with enzymatic, transporter, receptor or structural activity. Individually
these diseases are rare, but because of their wide variety they are, considered together, the
largest neonatal disease. To detect metabolites produced in IEM qualitative tests can be used.
They are easily accessible and fast to carry out, and serve as presumptive elements before pro-
ceeding to more specialized tests or to focus diagnosis. Given their importance for the early
diagnosis of IEM, this article aims to describe the functioning of the following biochemical
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tests: dinitrophenylhydrazine, resorcinol, nitrosonaph-
tol, nitroprusside and Hoesch, emphasizing in the me-
tabolites that they detect.
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RESUMO

Provas bioquimicas para a deteccdo de metabolitos
produzidos nos erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo mais de
550 doencas nas que se apresenta uma deficiéncia
ou auséncia de proteinas com atividade enzimatica,
transportadora, receptora ou estrutural. Cada uma
destas doengas é rara, mas sua grande variedade faz
que, consideradas em conjunto, sejam a principal
patologia neonatal. Para a deteccdo dos metabodlitos
produzidos nos EIM se podem utilizar provas quali-
tativas. Sua utilidade radica em que sdo muito rapi-
das e de facil acesso, e em que servem como provas
presuntivas para proceder a fazer exames mais espe-
cializados ou para enfocar o diagnéstico. Tendo em
conta sua importancia para um diagndstico precoce
dos EIM, o objetivo do presente artigo é descrever
o funcionamento das provas bioquimicas de resor-
cinol, dinitrofenilhidrazina, nitrosonaftol, nitropru-
siato e Hoesch, fazendo énfases nos metabdlitos que
detectam.

PALAVRAS IMPORTANTES

Dinitrofenilhidrazina; Erros Inatos do Metabolismo;
Hoesh; Nitroprusiato; Nitrosonaftol; Resorcinol

INTRODUCCION

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son mas de
550 enfermedades en las que se presenta deficiencia
o ausencia de proteinas que tienen actividad enzima-
tica, transportadora, receptora o estructural, lo que
causa una interrupcién en cualquiera de las rutas
metabdlicas de los azucares, lipidos, aminodcidos,
hormonas, vitaminas, entre otras (1). Como conse-
cuencia, se pueden producir tres efectos: acumula-
cién del sustrato, carencia del producto o activacion
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de rutas metabdlicas alternativas con produccién de
metabolitos secundarios téxicos (2).

De forma individual, las enfermedades metabdlicas
hereditarias son raras, pero su gran variedad (maés
de 550) hace que, consideradas en conjunto, sean la
principal patologia neonatal (3). En todo el mundo se
presentan en 1 de cada 2.500 recién nacidos (4). Es
probable, inclusive, que su incidencia y prevalencia
estén subvaloradas, debido a que muchas de ellas per-
manecen sin diagnosticar.

El laboratorio permite analizar tres factores para el
diagnostico de los EIM: la actividad de la enzima
defectuosa, los metabolitos secundarios y el sustra-
to que no logré metabolizarse (5). Para el anélisis se
utilizan pruebas cuantitativas y cualitativas. Las pri-
meras, como la cromatografia liquida de alto ren-
dimiento (HPLC), son muy exactas (6); sin embargo,
estos métodos cuantitativos son costosos y para ha-
cerlos se necesitan instalaciones especiales y personal
entrenado.

Entre las pruebas cualitativas, las mas usadas son las
bioquimicas o de tubo. En ellas se usan sustancias qui-
micas que reaccionan con moléculas especificas para
producir precipitados o compuestos coloreados, que
se pueden evidenciar a simple vista (7). Su utilidad ra-
dica en que son muy rapidas y de facil acceso, y en
que sirven como pruebas presuntivas para proceder a
exdmenes mas especializados o para enfocar mejor el
diagnostico. El presente articulo tiene como objetivo
describir el funcionamiento de las pruebas bioquimi-
cas de resorcinol, dinitrofenilhidrazina, nitrosonaftol,
nitroprusiato y Hoesch, haciendo énfasis en los meta-
bolitos que detectan.

REQUERIMIENTOS DE LAS MUESTRAS
BIOLOGICAS PARA LAS PRUEBAS

Para cada una de las pruebas que se describiran es
necesaria una muestra de 1 mL de orina, preferible-
mente de la primera miccién matinal, que se debe
transportar y almacenar a una temperatura menor de
8 °C, protegiéndola de la luz. Si la orina presenta pre-
cipitados se la debe centrifugar a 500 g, por 3 minutos,
y luego filtrarla (8). Los procedimientos se pueden ver
en la tabla 1.
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Tabla 1. Procedimientos para la realizacion de las pruebas

Procedimiento

Adicionar 5 mL del reactivo de resorcinol al 0,055% (este reactivo se prepara en HCl al 33,3%)
Mezclar la solucion en vortex e incubarla en un baio de agua hirviendo, por 15 minutos
Después de los 15 minutos, si la solucidn presenta un color rojo, se debe reportar el resultado como

Répidamente afadir 200 pL de 1-nitros-2-naftol al 0,1% (este reactivo se prepara en etanol al 95%)
Mezclar la solucion en vértex e incubarla a temperatura ambiente por 10 minutos
Después de 10 minutos, si la solucién presenta un color rojo-naranja, se debe reportar el resultado

Adicionar 1 mL del reactivo de dinitrofenilhidrazina al 0,28% (este reactivo se prepara en HCl, 2N)
Mezclar la solucion en vértex e incubarla a temperatura ambiente por 10 minutos
Después de 10 minutos, si en la solucion se presenta un precipitado amarillo o blancuzco, se debe

Mezclar la solucion en vortex e incubarla a temperatura ambiente por 20 minutos

Mezclar y observar el resultado inmediatamente. Si se observa un color rojo-purpura, se debe

Prueba
1. Depositar 1 mL de orina en un tubo de ensayo
2.
Resorcinol 3
4.
positivo
5. El control positivo se hace con fructosa al 0,5%
1. Depositar 1 mL de orina en un tubo de ensayo
2. Adicionar 1 mL de &cido nitrico, 2,63N
3. Rapidamente afadir una gota de nitrito de sodio al 2,5%
Nitrosonaftol g
6.
como positivo
7. El control positivo se hace con tirosina al 0,05%
1. Depositar 1 mL de orina en un tubo de ensayo
2.
Dinitrofenilhidrazina i
reportar el resultado como positivo
5. El control positivo se hace con acetona al 2%
1. Depositar 1 mL de orina en un tubo de ensayo
2. Adicionar 0,4 mL del reactivo de cianuro de sodio al 5%
3.
Nitroprusiato 4. Luego de 20 minutos adicionar 0,2 mL de nitroprusiato de sodio al 5%
5.
reportar el resultado como positivo
6. El control positivo se hace con cistina al 0,05%

1. Depositar T mL del reactivo 4-dimetilaminobenzaldehido al 2% (este reactivo se prepara en HCl, 2N)

Hoesch

resultado comopositivo

PRUEBA DE RESORCINOL PARA LA DETECCION DE
FRUCTOSA

La fructosa es una cetohexosa que se encuentra libre en
frutos maduros, en otros 6rganos vegetales y en la miel.
La ingesta diaria de este carbohidrato es aproximada-
mente de 100 g. El trastorno de su metabolismo puede
ser de dos tipos: fructosuria esencial e intolerancia he-
reditaria a la fructosa. La primera es una enfermedad
benigna y asintomatica causada por la deficiencia de
la enzima fructoquinasa. En contraste, la intolerancia
hereditaria a la fructosa, debida a la deficiencia de la

2. Anadir 3 gotas de orina al tubo de ensayo
3. Mezclar y observar el resultado inmediatamente. Si se observa un color rojo, se debe reportar el

enzima fructosa 1,6 bifosfato aldolasa, se caracteri-
za por marcada hipoglicemia y vémito constante. En
personas que presentan esta enfermedad, una ingesta
prolongada de fructosa puede provocar un dafio hepé-
tico grave que cursa con hemorragia, hepatomegalia,
ictericia e inclusive la muerte (9).

Las personas afectadas presentan azticares reductores
en la orina, a expensas de la fructosa. La fructosuria
dependeréa del tiempo y de la cantidad de fructosa o
sacarosa consumida (10). Se puede detectar la fructosa
en la orina mediante la prueba de resorcinol, basada en
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la produccion de derivados del furfural (aldehido aro-
matico) (11).

Cuando la fructosa disuelta en agua es sometida a un
calentamiento a 100 °C con é&cidos diluidos como el

HO OH
HCL diluido
OH e
HO
OH  Epullicien HO
D-fructosa
OH
HO OH
| | =+
HO CHO OH
o Resorcinol

Hidroximetilfurfural

Figura 1. Reaccion de la prueba de resorcinol

Interpretacion del resultado

La prueba de resorcinol da positiva con concentra-
ciones de fructosa mayores de 30 mmol/L (13). En los
individuos que no presentan fructosuria, la concen-
tracion de fructosa estd por debajo de 30 mmol/L o
inclusive ausente (14). En pacientes diabéticos que
presentan una marcada glucosuria, la prueba puede
producir un color levemente rosado, que no se debe
confundir con un resultado positivo (15).

Aunque la reaccion de resorcinol se utiliza princi-
palmente para la identificacidon de fructosa, también
puede ocurrir con otras cetohexosas e inclusive con
aldohexosas (16). La caracteristica que permite el re-
conocimiento diferencial de la fructosa es el tiempo
de formacién del hidroximetilfurfural, que es mas pro-
longado con otras cetohexosas y con las aldohexosas.

La prueba de resorcinol se utiliza solo para identificar
monosacaridos; sin embargo, cuando en la muestra
hay disacdridos también se puede obtener un color
rojo, pero ello requiere mas tiempo. Esta situacion se
presenta principalmente cuando los disacaridos tienen
fructosa en su estructura, debido a que la accién del
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Condensacion

clorhidrico (HCI), se deshidrata formando hidroximetil-
furfural; este compuesto se combina rapidamente con
el resorcinol para formar un producto de color rojo
brillante (12). En la figura 1 se muestra la reaccién.

+ 3H,0
CHO

o
Hidroximetilfurfural o)

Compuesto de color rojo brillante

acido puede hidrolizar los enlaces glucosidicos (17).
Por ejemplo, la sacarosa produce color rojo porque
estd compuesta por una molécula de glucosa y una
de fructosa. En cambio, disacaridos como la malto-
sa solo alcanzan a producir un color rosado en un
tiempo largo, porque el producto de su hidrdlisis son
aldosas; el color rosado se debe a que la glucosa en
periodos mayores de 15 minutos, bajo las condicio-
nes de la prueba, se puede isomerizar a fructosa (12).

PRUEBA DE NITROSONAFTOL PARA LA DETECCION
DETIROSINA'Y DE PRODUCTOS DERIVADOS DE SU
METABOLISMO

La L-tirosina es un aminodcido aromatico obtenido
de la dieta o por la hidroxilacién del aminoacido
fenilalanina; por esta razon, se la considera un ami-
nodcido semiesencial (18). Su degradacidén ocurre en
el citoplasma de los hepatocitos, y sirve como sustrato
inicial para la sintesis de diferentes moléculas en el
organismo como las catecolaminas, las hormonas tiroi-
deas y la melanina. La velocidad de degradacion de
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la tirosina estd determinada por la actividad de la
enzima tirosina aminotransferasa (19).

Las enfermedades relacionadas con el catabolismo de
la tirosina se denominan hipertirosinemias, produci-
das por una deficiencia de las enzimas que partici-
pan en su degradacion. La tirosinemia oculocutdnea
se debe a una deficiencia de la tirosina aminotransfe-
rasa, y da lugar a sintomas relacionados con lesiones
oculares (fotofobia y erosiones corneales) y cutdneas
(queratosis) (18). Mutaciones en el gen que codifica
para la 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa producen
la hawkRinsinuria, que se caracteriza por acidosis
metabdlica y retardo del crecimiento. La tirosinemia
transitoria del recién nacido también se debe a defi-
ciencia de esta enzima (20). Por ultimo, la deficiencia
de fumarilacetoacetato hidrolasa desencadena la
tirosinemia hepatorrenal, cuyos sintomas son, entre
otros, dafno hepdtico, cirrosis, sindrome de Fanconi
y neuropatias (21). Es importante mencionar que la

OH
HO

N
5-hidroxi-3-indol R

Derivados del guaiacol

mayoria de los sintomas de estas alteraciones se re-
ducen cuando al enfermo se le suministra una dieta
restringida en tirosina y en fenilalanina (22), de ahi
la importancia de un diagndéstico temprano de la en-
fermedad.

En las hipertirosinemias se observa aumento de la con-
centraciéon urinaria del aminoécido tirosina y de algu-
nos productos secundarios de su metabolismo como
el 4-hidroxifenilacetato y el 4-hidroxifenil-lactato (18).
Estos metabolitos se pueden detectar mediante la
prueba de nitrosonaftol. En esta, la interaccion entre
el 1-nitroso-2-naftol y varios fenoles p-sustituidos, en
presencia de acido nitrico y nitrito de sodio, forma un
compuesto de color naranja caracteristico (23). Las
tres moléculas de interés bioldgico que reaccionan
con el 1-nitroso-2-naftol son los indoles sustituidos,
los derivados de guaiacol (2-metoxifenol) y los fenoles
p-sustituidos. Para las tres moléculas el mecanismo de
la reaccién es similar (figura 2) (24).

OH

OCH,

R
Fenoles-p-sustituidos

Figura 2. Moléculas de interés bioldgico que detecta la prueba de nitrosonaftol

La tirosina y otros fenoles p-sustituidos reaccionan
con el 1-nitroso-2-naftol produciendo un compuesto
soluble de color naranja claro, cuya intensidad depen-
de de la concentracion de nitrosonaftol y de los feno-
les p-sustituidos. En esta reaccion el grupo quimico
mas importante es el hidroxi. La reaccién no ocurre
si el grupo p-funcional es un aceptor de electrones,
como, por ejemplo, el 4cido 4- hidroxibenzoico (25).

Los dos reactivos necesarios, ademas del 1-nitroso-
2-naftol, son el &cido nitrico y el nitrito de sodio. Este
ultimo es fundamental para que se produzca la re-
accién, pero esta aumenta de velocidad 6 a 8 veces
siempre que se agrega el acido nitrico, ocurriendo

una posible reaccién de nitracién en el complejo for-
mado por el 1-nitroso-2-naftol y la sustancia que se va
a identificar (26). El orden en que se anaden los reac-
tivos afecta la velocidad de la reaccién, por ejemplo,
cuando se anade el acido nitrico antes que el 1-nitro-
so-2-naftol, la reaccion es muy lenta y el producto fi-
nal no es muy evidente, presumiblemente porque los
componentes ya han sido nitrados y no permiten la
reaccion con el 1-nitroso-2-naftol. Segun lo anterior,
el &cido nitrico funciona principalmente como catali-
zador en la reaccion y el nitrito de sodio, como un co-
adyuvante para la formacién del complejo coloreado
formado por 1-nitroso-2-naftol (24).

421

IATREIA Yol 27(4) octubre-diciembre 2014



Interpretaciones del resultado

Un resultado positivo en la prueba de nitrosonaftol (un
compuesto final de color rojo) sugiere la presencia en
la orina de tirosina o sus andlogos como 4-hidroxife-
nilpiruvato, 4-hidroxifenilacetato y 4-hidroxifenil-lac-
tato (27). Puede haber resultados falsos positivos en
los siguientes casos: tirosinemia transitoria del recién
nacido, debido a que todavia no estan desarrolladas
las enzimas hepdticas que participan en el metabolis-
mo de la tirosina (18); cuando estan aumentadas las
moléculas como el 4-hidroxifenilacetato, como ocu-
rre en los trastornos de mala absorcién o debido al
metabolismo bacteriano intestinal; en personas con
tumores que pueden aumentar la excrecion de los
acidos homovalinico y 5-hidroxi-indolacético, pro-
ductos finales del metabolismo de la dopamina y la
serotonina; estas sustancias pueden producir un color
rosado o purpura en la prueba de nitrosonaftol (8).

PRUEBA DE DINITROFENILHIDRAZINA PARA
LA DETECCION DE ALFA-CETOACIDOS

En varios EIM se excretan alfa-cetodcidos en la orina.
Por ejemplo, en la fenilcetonuria, en la que se presenta
un defecto de la enzima fenilalanina hidoxilasa o en la
produccién de su cofactor la tetrahidrobiopterina. En
esta enfermedad no es posible la conversidon del ami-
nodcido fenilalanina a tirosina y, en consecuencia, la
fenilalanina se convierte en metabolitos secundarios
como fenilpiruvato, fenilacetato y fenil-lactato, que
se excretan en la orina (28). Las personas con fenil-
cetonuria que no tengan restriccion de fenilalanina en

Q O,N
OH
N o VY
o)

2,4-dinitrofenilhidrazina

Alfa-cetoacido

la dieta pueden sufrir danos irreversibles del sistema
nervioso central (29). Otras enfermedades relaciona-
das con la produccién de compuestos alfa-cetodcidos
en la orina son la tirosinosis, la mala absorcion de Ila
metionina (sindrome de Oasthouse), la enfermedad
de la orina con olor a jarabe de arce (MSDU, por la
sigla en inglés de maple syrup urine disease), la histi-
dinemia vy la tirosiluria (30).

Los compuestos alfa-cetoacidos en la orina se pueden
detectar con la prueba de dinitrofenilhidrazina. Debido
al grupo carbonilo, estos compuestos pueden reac-
cionar con la 24-dinitrofenilhidrazina, en medios
acuosos ligeramente acidos, dando como producto
las fenilhidrazonas (figura 3) (31). Aunque al final de
la reaccidn puedan existir grupos potencialmente ac-
tivos para una posible segunda sustitucion, Ia fenilhi-
drazona es lo suficientemente insoluble y se precipita
en la solucion antes de que se adicione una segunda
molécula de fenilhidrazina (32). La reaccién que per-
mite la formacion de fenilhidrazonas se da por una
adicion nucleofilica catalizada por el &cido, en la que
ocurren una protonacién del grupo carbonilo y una
adicion del agente nucleofilico (2,4 dinitrofenilhidrazina)
al carbono, dando como producto un alcohol (33).

Las osazonas o fenilhidrazonas son compuestos solidos
con puntos de fusidon definidos, que se evidencian a
simple vista como un precipitado de color naranja-
amarillo al final de la reaccidon de dinitrofenilhi-
drazina. Cada ozasona tiene una forma cristalina
especifica que depende del compuesto que se estd
analizando; los cristales se pueden observar al mi-
croscopio Optico (34).

OH O,N
H,SO
7 \H/‘\NN- @Noz
O

H O,N
~
N—N NO, + H,0
(@]

Figura 3. Reaccion de la prueba de dinitrofenilhidrazina
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Fenilhidrazona
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Interpretaciones del resultado

Para todos los resultados positivos es necesario ase-
gurarse de que el producto final de la reaccién no se
debio a un falso positivo. Para esto se dispensa 1 mL
de la orina del paciente en un tubo de ensayo y se le
anade 1 mL de &cido clorhidrico 2 N. Si se forma un
precipitado luego de transcurridos 10 minutos, el re-
sultado se interpreta como un falso positivo. Entre las
sustancias con baja solubilidad en 4cido que pueden
interferir con la prueba estdn la mandelamina (un an-
tibiotico) y el material de contraste radiopaco. Estas
sustancias formardn un precipitado inmediatamente
después de que se adicione la 2,4 dinitrofenilhidrazi-
na (8). La presencia de acetona también da un resul-
tado positivo, pero en este caso se puede deber a un
trastorno metabdlico como una hiperglicemia, una
acidemia isovalérica o una enfermedad de almacena-
miento de glucdgeno (35).

La prueba puede resultar negativa en la orina de las
personas que se encuentran en tratamiento o estan
afectadas parcialmente. Por el contrario, es positi-
va en los pacientes con niveles de fenilalanina en la
sangre por encima de 1 mmol/L (indicativo de fenil-
cetonuria) y en aquellos con niveles de leucina en la
sangre por encima de 0,8 mmol/L (35).

PRUEBA DE NITROPRUSIATO PARA LA DETECCION
DE CISTEINA

La cisteina es un aminoacido en cuya estructura quimi-
ca hay un grupo sulfhidrilo, que le permite interac-
cionar con otras moléculas, por ejemplo, una cisteina
puede formar un puente disulfuro con otra cisteina,
dando lugar a una cistina (36). La cisteina, junto con

HOOC

Cistina

Figura 4. Reaccion de la prueba de nitroprusiato de sodio

los aminoéacidos dibasicos, es absorbida por las célu-
las epiteliales (como las de los tubulos renales) me-
diante un sistema de transporte luminal, para luego
ser llevada a los tejidos. Los defectos en los sistemas
de transporte de la membrana celular se pueden evi-
denciar por aminoaciduria y una concentracién de
aminodcidos normal o baja en el plasma (37).

Entre las aminoacidurias esta la cisteinuria en la que
hay mala absorcion de cisteina en el intestino y re-
absorcion disminuida en el rindn. La excrecion de
cisteina en la orina depende de si el individuo es ho-
mocigoto o heterocigoto para la mutacion que lleva
a la deficiencia en el transporte del aminoéacido (37).
Por su grupo sulfhidrilo se puede identificar la cis-
teina en una solucidn acuosa mediante la prueba de
nitroprusiato. Este método también permite identifi-
car la homocisteina, precursora de la cisteina en los
organismos (38).

Los reactivos necesarios para la prueba de nitropru-
siato o test de Brand son el nitroprusiato de sodio y el
cianuro de sodio. La reaccién depende de la molécula
que se pretende identificar, ya sea que esté libre o for-
mando un compuesto. En el caso, por ejemplo, de la
cistina, al anadir los reactivos de la prueba de nitropru-
siato ocurre una reaccion que se puede explicar en dos
etapas: en la primera, durante los diez minutos inicia-
les, el cianuro reduce la cistina, de esta manera se rom-
pe el enlace disulfuro y se forman dos aminoéacidos
de cisteina que tienen grupos sulfhidrilo libres. En Ila
segunda etapa, el nitroprusiato de sodio interacciona
con la cisteina, produciendo un compuesto soluble de
color rojo-purpura (39). Si se desea detectar solo ho-
mocisteina en una muestra de orina, se debe agregar,
ademas, el reactivo de nitrato de plata y se produce un
complejo final de color magenta (40) (figura 4).

NH,
Na,Fe(CN).NO | R R
se Fe(CN)s ~_

Fe |
HOOC CN /
s” s

Complejo
coloreado
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Interpretacion del resultado

Para la prueba se debe evitar la contaminacion bac-
teriana de la orina y es necesario que esta tenga pH
neutro; las muestras preservadas con acido pueden
dar resultados falsos positivos. Algunas sustancias
como la N-acetilcisteina, el 2-mercaptoetanol sulfo-
nato, el captopril, los metabolitos de la penicilina y
el acetoacetato pueden producir resultados falsos po-
sitivos (38). Esta prueba es muy util para la deteccién
de individuos heterocigotos que sufren de cisteinuria
tipos 2y 3 (41).

PRUEBA DE HOESCH PARA LA DETECCION
DE PORFOBILINOGENO

Las porfirias son un grupo de enfermedades que re-
sultan de defectos en la biosintesis del grupo hemo.
La disminucion de la actividad de las enzimas impli-
cadas en dicha biosintesis, por alteraciones externas
o defectos genéticos, tiene como resultado una acu-
mulacion de los sustratos de las enzimas defectuosas,
los cuales se excretan en la orina y las heces (42). En
los individuos heterocigotos para la deficiencia en-
zimatica, el alelo normal continta codificando para
la enzima, por lo que pueden seguir sintetizando el
grupo hemo, aunque la actividad enzimética se re-
duzca al 50%. Segun la enzima afectada, las personas
pueden presentar sintomas neuroviscerales, cutaneos
0 ambos (43). Se debe enfatizar en que no todos los
pacientes con el defecto enzimdtico presentan los
sintomas; ello indica que existen otros factores rele-
vantes en la expresion de la enfermedad, como la in-
gestién de algunos medicamentos o la demanda del
grupo hemo (44). La mas comun de las porfirias es la
cuténea tarda por deficiencia adquirida o hereditaria
de la uroporfirindgeno descarboxilasa. Mientras que
la porfiria aguda més frecuente es la intermitente, por

Pirrol 4-dimetilaminobenzaldehido

Figura 5. Reaccion de la prueba de Hoesch
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deficiencia de Ia porfobilindgeno deaminasa (o hidro-
ximetilbilano sintasa) (45).

En la porfiria aguda intermitente ocurren ataques
agudos que afectan a los sistemas nerviosos central,
periférico y autébnomo, produciendo sintomas como
agitacion, confusion, dolor abdominal, vomitos y al-
teraciones sensoriales, entre otros (44). Estos ataques
se asocian con agentes precipitantes como algunos
medicamentos (sulfonamidas y barbittricos), la in-
gestidon de alcohol, el estrés o la restriccion caldrica
importante. Durante los ataques agudos se excretan
en la orina altas concentraciones de porfobilindgeno
y en menor medida de &cido aminolevulinico. Sin
embargo, en ausencia de ataques agudos la concen-
tracion urinaria de estos metabolitos intermediarios
puede ser indetectable (46).

Para una deteccién rdpida de porfobilindgeno en la
orina, cuando el paciente esta sufriendo un ataque
agudo, se puede hacer la prueba de Hoesch, también
[lamada reaccion inversa de Ehrlich. En esta prueba
el anillo pirrol del porfobilinégeno se condensa en
una solucién acida con el reactivo de Ehrlich (4-di-
metilaminobenzaldehido), formando un compuesto
de color rojo cereza, que se produce de forma instan-
tanea Iuego de adicionar el reactivo a la muestra con
porfibilindgeno y cuya intensidad puede disminuir
con el tiempo (47). Tal disminucién se debe a que el
compuesto final puede presentar una segunda reac-
cion con otra molécula de porfibilindgeno, formando
un compuesto incoloro. Para evitar que la segunda
reaccion se produzca muy rapido, se debe mantener
la condicién acida del medio en el cual se da la reac-
cion; igualmente, el reactivo de Ehrlich debe estar en
exceso mientras que el volumen de la muestra de ori-
na debe ser menor (48). De esta manera, se espera que
el 4-dimetilaminobezaldehido reaccione con todas
las moléculas presentes de porfobilindgeno (figura 5).

Compuesto coloreado
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Interpretaciones del resultado

La prueba de Hoesch es positiva a concentraciones de
porfobilindgeno por encima de 10 mg/L, como ocu-
rre en los pacientes con porfiria intermitente aguda. La
excrecion fisioldgica de porfobilindgeno es menor de
10 mg/L y, en consecuencia, no se esperan resultados
positivos en personas que no estén en un episodio agudo
de porfiria 0 no sufran la enfermedad (49). EI urobili-
négeno a una concentracién de hasta 200 mg/L no
da un resultado positivo (50). Los indoles en la ori-
na pueden producir un compuesto coloreado similar
al porfobilindégeno con el reactivo de Ehrlich; estos
compuestos se pueden deber a enfermedades relacio-
nadas con el metabolismo de la tirosina; por ello, si
los sintomas lo sugieren, se puede hacer un andlisis de
las muestras con la prueba de nitrosonaftol (8).

CONCLUSIONES

Las pruebas cualitativas constituyen una valiosa
ayuda para el diagnostico de muchos EIM, debido
a su sencillez, facilidad de ejecucion y celeridad en
el reporte de los resultados. Estas pruebas permiten
orientar el diagndéstico presuntivo de estas enfer-
medades hacia exdmenes confirmatorios més es-
pecializados, facilitando un diagndstico temprano
y oportuno de los EIM. Es importante recalcar que
estas pruebas pueden ser estandarizadas en cualquier
laboratorio convencional porque no requieren reac-
tivos ni equipos sofisticados, inclusive podrian ser
candidatas para introducirlas en la tamizacion neo-
natal colombiana.
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