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Resumen: Introducción: Las enfermedades metabólicas hereditarias (EHM) del metabolismo de los 

aminoácidos se producen debido a un déficit en alguna de las enzimas o cofactores que intervienen en el 

proceso de degradación de los diferentes aminoácidos. Las pruebas químicas cualitativas como la del 

2,4 Dinitrofenilhidracina (DPHN), resultan necesarias para el diagnóstico de las EHM del metabolismo 

de los aminoácidos aparejado al gran avance tecnológico que ha devenido en la búsqueda de los pará-

metros bioquímicos característicos de esta entidad. Objetivo: Describir la utilidad de la prueba del 2,4 

DPNH, en el diagnóstico de las enfermedades metabólicas hereditarias del metabolismo de los aminoá-

cidos, en una muestra de pacientes evaluados en el laboratorio de Genética Bioquímica del Centro Na-

cional de Genética Médica (CNGM), en el período comprendido entre enero de 2016 hasta Diciembre 

del 2021. Materiales y métodos: Se realizó un estudio descriptivo transversal. De un universo de 2958 

pacientes estudiados en el laboratorio de Pruebas metabólicas en orina (PMO) del departamento de Ge-

nética Bioquímica del CNGM, con motivo de indicación de sospecha de una enfermedad metabólica 

hereditaria del metabolismo de los aminoácidos, en el periodo de Enero del 2016 a Diciembre del 2021. 

Se utilizaron dos métodos: la prueba cualitativa turbidimétrica del 2,4DNPH y la determinación de áci-

dos orgánicos en orina por Cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas. Resultados: Se 

identificaron tras el estudio, 11 casos positivos de padecer una EHM. Conclusiones: La prueba química 

cualitativa del 2,4DNPH resultó ser una herramienta valiosa en el diagnóstico de enfermedades metabó-

licas hereditarias del metabolismo de los aminoácidos, diagnosticada en nuestro laboratorio. 
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I.INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades metabólicas hereditarias (EMH), son enfermedades monogénicas, de herencia au-

tosómica recesiva en su mayoría. La alteración en un gen produce un defecto enzimático, que conduce a 

las alteraciones bioquímicas características de cada enfermedad metabólica y son responsables de los 

fenotipos desadaptativos propios de cada patología.1, 2 Las aminoacidopatías se producen debido a un 

déficit en alguna de las enzimas o cofactores que intervienen en el proceso de degradación de los dife-

rentes aminoácidos. Dentro de las 39 aminoacidopatías reportadas en la actualidad, las más relevantes 

de acuerdo a su incidencia son, la fenilcetonuria, la homocistinuria, tirosinemia y la hiperglicemia no 

cetósica3. Sus manifestaciones clínicas se asemejan con cuadros infecciosos y de intoxicación. Su pre-

sentación más severa se ha evidenciado en los recién nacidos. La mayoría de las aminoacidopatías son 

tratables a partir de esquemas nutricionales a excepción de la hiperglicemia no dcetósica. 4,5 Por la gran 

heterogeneidad y dificultad diagnóstica, característica de este grupo de enfermedades, en los últimos 

años se ha observado un gran avance en las estrategias y procedimientos analíticos así como en los 

diagnósticos desarrollados para el estudio de las mismas, razón por la cual  los laboratorios han sido 

dotados de una mayor capacidad diagnóstica con la inserción de nuevas técnicas que llevan aparejado 

un equipamiento analítico altamente costoso.6, Entre las técnicas cuentan la Cromatografía gaseosa aco-

plada a Espectrometría de masas (CG/EM), la Cromatografía líquida de Alta Resolución (HPLC), Es-

pectrometría de Masas en Tándem, entre otras.7 A pesar de estos avances tecnológicos, no se le debe de 

restar importancia a un grupo de pruebas convencionales que siguen siendo necesarias para este diag-

nóstico, entre las que se encuentran las pruebas químicas cualitativas (PQC). 8 Pruebas rápidas, de fácil 

acceso y presuntivas en el establecimiento de exámenes más especializados; se realizan en muestras de 

orina de la  primera micción de la mañana (mejor expresión de los metabolitos de interés analítico)  y se 

basan  en la detección cualitativa de grupos funcionales. 15Teniendo en cuenta el momento de aparición 

de las EHM (período neonatal o en la primera infancia), el diagnóstico temprano puede ser sugerido por 

pruebas de tamisaje neonatal. En nuestro país, solo se pesquisan enfermedades como la Fenilcetonuria, 

Déficit de Biotinidasa, Galactosemia, Hipotiroidismo congénito y Fibrosis quística, razón por la cual la 

sospecha inicial del resto de las enfermedades de este heterogéneo grupo está dada por las manifesta-

ciones clínicas y posteriormente los hallazgos del laboratorio mediante el análisis de los marcadores 

bioquímicos, los cuales permitirán orientar el diagnóstico.10, 11,12 

 

Los alfacetoácidos, del grupo de los cetoácidos, son compuestos excretados por vía urinaria y permiten 

el diagnóstico de un grupo de enfermedades comprendidas entre los EHM. La prueba del 2,4 Dinitrofe-

nilhidrazina (DPHN) o reactivo de Brady, tiene como finalidad la detección de estos metabolitos en 

orina. 10 Enfermedades como la Fenilcetonuria, la enfermedad de orina de jarabe de arce (MSDU), la 

Tirosinemia, algunos tipos de acidurias, entre otras pertenecientes a los EHM de los aminoácidos, pue-

den resultar positivos ante esta prueba. 11  El perfil de los alfacetoácidos en orina, generalmente se ob-

tienen por CG/EM, antes precedida de la realización de las pruebas cualitativas, constituyendo ambas, 

una de las herramientas más importantes en el laboratorio de genética bioquímica.12,13 El objetivo de 

este artículo es describir la utilidad de las PQC a través de la  prueba del 2,4 DPNH, para el diagnóstico 

de las enfermedades metabólicas hereditarias del metabolismo de los aminoácidos,  en una muestra de 

pacientes evaluados en el laboratorio de Genética Bioquímica, en el período comprendido entre enero 

de 2016 hasta diciembre del 2021.  
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II.MÉTODO 

Se realizó un estudio descriptivo transversal de un universo de 2958 pacientes estudiados en el laborato-

rio de Pruebas metabólicas en orina (PMO) del departamento de Genética Bioquímica del Centro Na-

cional de Genética Médica, con motivo de indicación de sospecha de una enfermedad metabólica here-

ditaria del metabolismo de los aminoácidos, en el periodo de Enero del 2016 a Diciembre del 2021. La 

metodología de trabajo estuvo concebida según el algoritmo clínico bioquímico establecido en el Labo-

ratorio de Genética Bioquímica del CNGM, en dos etapas: la realización de las pruebas químicas cuali-

tativas entre las que se encuentra la del tipo turbidimétrica 2,4DNPH, donde la muestra de orina de pri-

mera micción de la mañana previamente centrifugada a 500RPM por 3min, se extrae el sobrenadante y 

se trabajan con 500µL de la misma. Se añaden 500 µL de reactivo y se homogeniza. Tras 10min de 

reacción se observa el resultado. Siendo positivo tras la aparición de una turbidez o precipitado de color 

amarillo o blanco-amarillo. Si la muestra resultara positiva, se pasa a la segunda etapa: la determinación 

de ácidos orgánicos en orina, donde 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 hidró-

xido de sodio (8 N) hasta pH 14 y se oximó con cloruro de hidroxilamina (40%). Posteriormente se aci-

dificó con ácido clorhídrico (6 N) hasta pH 1 y se saturó con 1 g de cloruro de sodio. Luego se realiza-

ron dos extracciones líquido/líquido con 6 mL de acetato de etilo. La fase orgánica se recuperó 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. 

 

III. RESULTADOS 

De un total de 2958 muestras de orina analizadas en el laboratorio de Pruebas Metabólicas en el período 

del 2016-2021, 14 de las 41 que previamente resultaron positivas al estudio del 2,4DNPH, siguieron el 

algoritmo establecido por el laboratorio, representando el 34,14% de los casos estudiados (Tabla 1). 

Criterios como, la presentación de volúmenes insuficientes de algunas muestras recepcionadas en el 

laboratorio de Pruebas Metabólicas para la continuación de estudios y a la no entrada, por segunda oca-

sión, de la misma para cumplimentar la segunda y última etapa en el diagnóstico, constituyeron limitan-

tes en el estudio. Cabe destacar que en trabajos revisados en la literatura, como en los laboratorios del 

INTA en Chile, el aboratorio de Errores Innatos del Metabolismo de  Costa Rica,  establecen algoritmos 

clínicos bioquímicos similares a los desarrollados por nuestro departamento, y por consiguiente una 

buena respuesta en cuanto a la correlación de los estudios. 14,15  
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Tabla 1: Muestras estudiadas para 2,4 DNPH en el laboratorio de pruebas metabólicas y con resultado positivo al estudio 

de ácidos orgánicos en orina en el periodo 2016-2021. 

Año Total de 

muestras  estu-

diadas en el la-

boratorio de  

pruebas metabó-

licas  

 Total de 

muestras  

positivas al 

2,4 DNPH  

Total de mues-

tras  positivas al 

2,4 DNPH que se 

les realizó la  De-

terminación de 

Ácidos Orgánicos 

en orina 

Total de 

muestras positi-

vas a la determi-

nación de Ácidos 

orgánicos  pre-

cedida de la 

prueba de 

2,4DNPH 

2016 470 3 - - 

2017 720 6 3 1 

2018 816 13 5 5 

2019 430 2 - - 

2020 268 5 3 3 

2021 254 12 4 2 

TOTAL 2958 41(1,4%) 14(34, 14%) 11(78, 57%) 

 

La aplicación de la CG/EM, tras la positividad de la prueba del 2,4DNPH, permitió identificar 11 pa-

cientes con trastornos diferentes, representando el 78,57% de los casos analizados, tras la aplicación del 

algoritmo bioquímico establecido, comparable con otros autores que diagnostican este grupo de enfer-

medades por CG/EM. 16(Fig. 1) En la tabla 2 se observan los diagnósticos que se obtuvieron tras el es-

tudio de la determinación de ácidos orgánicos en orina, tras haber tenido una prueba de 2,4DNPH posi-

tiva. Cabe destacar que en estudios consultados suman casos como Fenilcetonuria u otras 

aminoacidopatías en pacientes cuyos perfiles cromatográficos sugieren acidurias orgánicas. 14,16. Estas 

enfermedades, antes mencionadas son analizadas mediante marcadores bioquímico establecidos en 

nuestro laboratorio y de conjunto con el programa de pesquisa neonatal, no se ha diagnosticado ningún 

paciente por la tecnología de CG/EM como fuera del programa. 
 

 
 

Figura 1: Diagnósticos obtenidos tras el estudio de ácidos orgánicos en orina, con prueba de 2,4DNPH 

positiva en el periodo 2016-2021. 
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Tabla 2.  Diagnósticos resultantes al estudio de ácidos orgánicos en orina, con prueba de 2,4DNPH positiva en el periodo 

2016-2021. 

 

Año Total de muestras positivas a 

la determinación de Ácidos 

orgánicos  precedida de la 

prueba de 2,4DNPH 

Diagnósticos obtenidos tras el estudio de ácidos or-

gánicos 

2017 1 MSDU ( 1 caso) 

2018 5 Acidosis láctica  (1 caso) 

Aumento de cuerpos cetónicos (2 casos) 

Derivados de la tirosina (tirosinemia) (1 caso) 

MSDU (1 caso)  

2020 3 MSDU (1 caso) 

Acidosis láctica (2 casos) 

2021 2  MSDU (paciente estudiado en dos ocasiones) (1caso) 

Aciduria  metilmalónica (1 caso) 

TOTAL 11  

 

 

La negatividad obtenida en 3 de las 14 muestras estudiadas, estuvieron dadas porque las mismas no fue-

ron extraídas del paciente en el momento de la descompensación metabólica o fase aguda, lo cual trajo 

consigo variaciones en las concentraciones de los metabolitos o marcadores bioquímicos y por consi-

guiente la obtención de resultados no significativos o falsos negativos para este tipo de análisis bioquí-

mico. 17 

IV.CONCLUSIONES 

La prueba química cualitativa del 2,4DNPH resultó ser una herramienta valiosa en el diagnóstico de 

enfermedades metabólicas hereditarias del metabolismo de los aminoácidos, diagnosticada en nuestro 

laboratorio. Esta prueba, caracterizada por su sencillez y fácil ejecución, permitió orientar el diagnóstico 

presuntivo de este grupo de enfermedades en función de la confirmación por técnicas mucho más espe-

cializada como la Cromatografía Gaseosa acoplada a la Espectrometría de Masas 
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