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RESUMEN.

Los recientes avances en tecnologia han revolucionado la manera en que los sistemas
biolégicos se visualizan y se estudian. Los avances en espectrometria de masas (MS) han
permitido el andlisis de proteinas celulares y metabolitos (proteoma y metaboloma
respectivamente) en una escala inimaginable.

El término metabolémica se refiere al estudio, identificacién y cuantificacion sistematica de
compuestos de bajo peso molecular en la célula, tejido o fluido biolégico que son producto
de las reacciones metabdlicas en los seres vivos; siendo uno de sus principales objetivos,
identificar cambios sutiles en los perfiles metabdlicos entre sistemas biolégicos en estados
fisioldgicos o patologicos.

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) es una técnica analitica que permite la
separacion, identificacion y cuantificacion de multiples metabolitos, en diferentes matrices
biolégicas, en un tiempo muy corto y de manera simultanea, ésta técnica ha sido adoptada
para la determinacion del perfil de aminoacidos (AA) y acilcarnitinas (AC) en el recién
nacido a partir de muestras de sangre colectada en papel filtro (SPF) para el diagnéstico
de errores innatos del metabolismo (EIM) de moléculas pequenas.

Los EIM son trastornos genéticos causados por mutaciones que resultan en actividad nula
o deficiente de una enzima o transportador lo que causa un bloqueo en la ruta metabdlica
implicada. Los sintomas clinicos que presentan los pacientes con algun EIM pueden ser
explicados por la acumulacion de sustrato, deficiencia de producto o por alteraciones en la

concentracion de metabolitos de vias colaterales a la del bloqueo.

II



El analisis del perfil de AA y AC permite conocer el estado metabdlico del paciente y
detectar en forma oportuna los casos positivos de EIM, para evitar la morbilidad que

conduce a la discapacidad y en algunos casos hasta su muerte prematura.

Se determinaron los valores de aminoacidos y acilcarnitinas mediante MS/MS en una
poblacion de 13,770 recién nacidos del sureste de México. Se utilizaron muestras de SPF

colectada del periodo de enero a mayo de 2008.

Los analitos estudiados no presentaron una distribucion normal. Se obtuvo el valor
promedio y percentiles de los metabolitos estudiados, proponiendo como valor de corte el
percentil 97.5. Se compararon los valores de corte obtenidos de la poblacién estudiada

con los valores establecidos por otros autores donde se observaron diferencias entre ellos.

Tres casos de esta cohorte presentaron valores de algun metabolito muy por arriba del
valor de corte propuesto, a los cuales se les realizaron los correspondientes estudios

confirmatorios, teniendo una incidencia de 1:4590.

Este trabajo confirma la necesidad de hacer extensivo este tipo de programas a todos los

recién nacidos mexicanos.

III



1. INTRODUCCION.

1.1. Aminoacidos y acilcarnitinas en el contexto del metabolismo intermediario

Las acilcarnitinas al igual que los aminoacidos son metabolitos presentes en el

metabolismo intermediario." 2

Los 20 aminoacidos encontrados en las proteinas son denominados a-aminoacidos. Estan
constituidos por un radical amino (-NHz) y un grupo carboxilo (-COOH), unido al mismo

atomo de carbono denominado, carbono ao."3

Dependiendo de su producto final de degradacion, algunos aminoacidos se pueden
convertir en grupos cetdnicos; en glucosa o en ambos. Los aminoacidos siguen 2

caminos’®

1) Catabolismo que proporciona energia a la célula y/o productos de eliminacién

2) Transformacién en compuestos necesarios para el organismo.

1. Catabolismo. Los aminoacidos pierden primero el grupo amino, el resto de la molécula
se incorpora a los ciclos metabdlicos de los carbohidratos o acidos grasos.

La pérdida del grupo amino se realiza por:" 3

1.1. Transaminacion. Intercambio que lleva a cabo un aminoacido y un a-cetoacido,

cambiando el grupo amino por cetona. Este proceso se lleva a cabo mediante la



accion de las enzimas transaminasas que presentan una accidon reversible,
teniendo como coenzima el fosfato de piridoxal. Los aminoacidos que sufren

transaminacién son alanina, arginina, fenilalanina, isoleucina, tirosina y valina.’ 2

1.2. Desaminacion. Es la pérdida irreversible del grupo amino, su objetivo es dejar una
cadena de carbonos capaz de incorporarse al metabolismo de los carbohidratos y
acidos grasos. Estas reacciones tiene lugar principalmente en el higado y rifidn; su
producto es amoniaco libre en sangre, el cual no debe de elevarse debido a que

podria provocar toxicidad, para evitarlo existen dos mecanismos:'*

1.2.1. Fijacion de amoniaco. El amoniaco libre se une a glutamato y aspartato para
formar glutamina y asparagina. La glutamina cede el radical a varios procesos
como la formacién de bases purinicas, en el tejido renal libera amoniaco por
accion de la glutaminasa y por medio de la orina ayuda a la eliminacién final de

iones de hidrogeno."?

1.2.2. Formacion de urea. La urea es la forma mas importante de eliminacién de
amoniaco del organismo. Este proceso se efectia en el higado por una serie
de reacciones que se conocen como “Ciclo de la Urea” o de “Krebs Henseleit”
(Fig. 1). El ciclo comprende tres etapas; primero se lleva a cabo la union de
una molécula de amoniaco proveniente del glutamato, una de anhidrido
carboénico y dos ATP por acciéon del complejo carbamil fosfato sintetasa. El
carbamil fosfato se transfiere a la ornitina, por accidbn de la ornitina
transcarbamilasa originando citrulina; la cual recibe un radical amino (el

segundo de la urea) a partir de aspartato. El aspartato se une a la ornitina
2



formando argininosuccinato y requiere un ATP, el argininosuccinato se separa
en arginina y fumarato. El fumarato se incorpora al ciclo tricarboxilico y se
transforma en oxalacetato, que por transaminacion repone el aspartato. La
arginina por hidrdlisis catalizada por la arginasa, se desdobla en ornitina y

urea, completando el ciclo." 3
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Figura 1. Representacion esquematica de una ruta bioquimica. Ciclo de la urea.’

2. Transformacion: Los aminodcidos sirven como precursores de compuestos de
importancia para el organismo, esto depende del tipo de tejido, de las condiciones

bioquimicas y fisiolégicas del organismo."-3

2.1.Glicina. Se forma a partir de la serina por adicién reversible de un carbono del

acido fdlico, por su conversion a serina puede llegar a piruvato. La glicina puede



formar de manera irreversible varios compuestos de importancia biolégica, como
son: porfirinas, creatinina, betaina-sarcosina, 4cido glioxalico, acido oxalico, bases
purinicas, grupo formil y acido glucocdlico. También es importante en la

destoxicacién de moléculas no polares o de dificil eliminacién.’ 3

2.2.Alanina. Se forma a partir de piruvato de manera reversible catalizada por la
transaminasa glutamicopirtvica con fosfato de piridoxal como coenzima. Mediante
una serie de reacciones en musculo-higado constituye el principal nutriente de la

neoglucogénesis hepatica.’

2.3. Valina, Leucina e Isoleucina. Estos aminoacidos pierden el grupo amino formando
su correspondiente a-cetoacidos, la cadena se une a la CoA por descarboxilacién

oxidativa mediante el complejo enzimatico deshidrogenasa de a-cetoacidos.’*

2.4. Arginina. Su formacién es constante en el higado en el ciclo de la urea, por accion
de la arginasa da urea y ornitina, a través de la ornitina genera acido glutamico
reversible; en intestino genera putrescina. Cede un grupo amidina a la glicina para

la formacion de creatinina.’ 2

2.5. Metionina. Es un precursor de la cisteina y homocisteina. Activa el transporte de
grupos metilo entre almacenes (betainas y glicina) y receptores (noradrenalina),

cede un grupo metilo al 4cido félico que lo transforma en formilo o hidroximetilo." 3

2.6. Fenilalanina. Es precursor de la tirosina, se realiza en el higado por medio de la

enzima fenilalanina hidroxilasa." 3



2.7. Tirosina. Se forma a partir de la fenilalanina, su importancia radica en que es un
precursor de varios compuestos biol6gicos como; hormonas tiroideas, formacién de

catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina), formacién de melanina.’®

Estas rutas metabdlicas integran la degradacién de aminoacidos en el metabolismo
intermediario y pueden ser criticas para la supervivencia en condiciones en las que los

aminodcidos constituyen una fuente significativa de energia metabdlica.’

La obtencién de energia a través de la oxidacion mitocondrial de &acidos grasos es
particularmente importante en los primeros dias de vida. La carnitina esta presente en
tejidos y fluidos corporales en forma libre y esterificada (acilcarnitinas de cadena corta,
media y larga) y la carnitina total consiste en la sumatoria de la carnitina libre y todas las
acilcarnitinas. La L-carnitina es sintetizada en humanos principalmente en el higado, pero
también en rifidn y cerebro, sin embargo del 50% al 75% de los requerimientos diarios son

tomados de la dieta.?

La funcién principal de la carnitina (acido B-hidroxi-y-trimetilaminobutirico) es actuar como
transportador de acidos grasos de cadena larga activados desde el citoplasma, al interior
de la matriz mitocondrial para ser degradados en la B-oxidacién y remover del interior de la
mitocondria los acidos grasos de cadena larga, media y corta que se acumulan como
resultado del metabolismo normal y anormal, manteniendo niveles adecuados de
coenzima A libre (CoA). La L-carnitina interactia con diferentes tipos de membranas

celulares para cambiar sus propiedades fisicoquimicas. Esto significa que, modula la



relacion acil-CoA/CoA libre mediante la formacién de acilcarnitinas. Si las acil-CoA son
producidas a velocidad mayor de la que son utilizadas, el CoA libre intramitocondrial es
regenerado mediante la unién de carnitina a grupos acilo y la alta relacién de acil-

CoA/CoA libre se corrige (Fig. 2)."2
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Figura 2. Ruta metabdlica de la -oxidacion de los &cidos grasos.

1.2. Defectos en el metabolismo de aminoacidos y acilcarnitinas

El estudio de los aminoacidos y las acilcarnitinas es importante debido a que se han
encontrado diversos defectos genéticos del metabolismo que conducen a enfermedades

hereditarias en los seres humanos, denominadas Errores Innatos del Metabolismo.

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son trastornos genéticos, causados por
mutaciones en las cuales esta afectada una proteina (enzima, receptor, transportador
estructural o bomba membranal) lo cual origina actividad nula o deficiente, lo que causa el

bloqueo de alguna ruta metabdlica provocando la acumulacién del sustrato (a nivel



plasmatico o intracelular) y la deficiencia del producto o por alteraciones en la
concentracion de metabolitos de vias colaterales a la del bloqueo, generando los sintomas

caracteristicos de estas enfermedades. > ©

El modo de herencia de la mayor parte de estas enfermedades es autosémico recesivo
(98%), también pueden presentarse de forma autosémico dominante o ligados al

cromosoma X.’

Los EIM son denominados enfermedades raras (frecuencia en la poblacién menor o igual
a 5 casos por cada 10,000 habitantes)® debido a su baja frecuencia en la poblacién, pero
al considerarlos en conjunto son numerosas.” > '° Los EIM representan una importante
causa de morbilidad y mortalidad en la poblacién pediatrica, tienen una frecuencia

12, 13, 14

acumulada de 1:500 a 1:2,500 recién nacidos,'" y se pueden encontrar en la

practica médica cotidiana, especialmente en centros de tercer nivel de atencién.

En la literatura, varios autores han descrito y establecido los signos y sintomas que

M'> 16 17 “antre los

clasifican a los pacientes como de alto riesgo de padecer algun El
cuales se encuentran: hipoglucemia, acidosis metabdlica, ictericia, retardo en el aumento
de talla y/o peso, diarrea, vomito, hepato y/o esplenomegalia, cataratas, apnea,

convulsiones, hipo o hipertonia, historia de hermanos previos con diagnostico de un EIM o

con muerte inexplicable, consanguinidad positiva, entre otros.

Existen diferentes formas de clasificar a los EIM, Saudubray clasifica 3 grupos, en funcion

de su patofisiologia y para su abordaje clinico:® '®



1. Los EIM intermediario o de moléculas pequefias o simples, dan origen a un sindrome
de intoxicacidn por acumulacién de compuestos tdxicos proximos al bloqueo
metabdlico y sintomas neuroldgicos graves. La alteracién del metabolismo se traduce
en anomalias de los perfiles bioquimicos en liquidos biolégicos (sangre, orina y/o
LCR). En este grupo se encuentran las aminoacidopatias (i.e. fenilcetonuria,
enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce), acidemias organicas (i.e. acidemia
metilmaldnica, propidnica, isovalérica), defectos del ciclo de la urea (i.e. deficiencia de
OTC, argininemia, citrulinemia) y del metabolismo de los carbohidratos (i.e.

galactosemia).® 18 19

2. Los EIM de moléculas complejas afectan la sintesis o catabolismo en organelos
celulares (lisosoma, peroxisoma, reticulo endoplasmico o aparato de Golgi). Incluye
los padecimientos por deposito lisosomal (cistinosis), peroxisomales, defectos de

glicosilacion y sintesis de colesterol.® ' 1°

3. Los EIM de tipo energético, son enfermedades debidas a defectos en higado,
miocardio, musculos y cerebro, que afectan los procesos energéticos citoplasmaticos,
se presentan con hipoglucemia e involucran la glucélisis, glucogenosis hepaticas (I y
), glucogenolisis, hiperinsulinismos, defectos de la B-oxidacion de los acidos grasos,

defectos de la cadena respiratoria mitocondrial y del metabolismo del piruvato.® ' °

Desde que Sir Archibald Garrod introdujo el concepto de EIM hace 100 afos, varios
cientos de estas enfermedades genéticas se han descrito.?” 2! La disponibilidad de nuevas

herramientas bioquimicas y moleculares amplian dia a dia este grupo de enfermedades %
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En 1961, el Dr. Roberto Guthrie disefio un método para la deteccion de Fenilcetonuria
mediante el andlisis de una muestra de sangre colectada sobre papel filtro, por lo que es

considerado el pionero en las pruebas de deteccién de los EIM.?

El andlisis bioquimico constituye la base del diagnostico de estas enfermedades, el punto
de partida mas frecuente es el estudio de los metabolitos, lo cual se debe a que hay un
gran numero de trastornos determinados genéticamente que afectan el compartimento
metabdlico intermedio, que incluye el conjunto de moléculas sencillas implicadas en
actividades sintéticas, catabdlicas y procesos energéticos a través de una complicada red

de vias metabdlicas muy relacionadas entre si.

Los recientes avances en tecnologia han revolucionado la manera en que los sistemas
biolégicos se visualizan y se estudian. Los avances en espectrometria de masas (MS) han
permitido el andlisis de proteinas celulares y metabolitos (proteoma y metaboloma

respectivamente) en una escala inimaginable.?®

El término metabolémica se refiere al estudio, la identificacién y cuantificacion sisteméatica
de compuestos de bajo peso molecular en cierta célula, tejido o fluido biolégico que son
producto de las reacciones metabdlicas en los seres vivos®; siendo uno de sus principales
objetivos, identificar cambios sutiles en los perfiles metabdlicos entre sistemas bioldgicos

en diferentes estados fisiolégicos o patoldgicos.?’

Los componentes del metaboloma pueden ser comprendidos como los productos finales
de la expresién genética y definen el fenotipo bioquimico de una célula o tejido u

organismo. La cuantificacién de estos metabolitos proporciona un amplio panorama del
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estatus bioquimico, el cual puede ser utilizado para monitorear y establecer la funcién de

un gen. ®

Inicialmente el uso de la MS estaba limitado a laboratorios de investigacién en fisica y
quimica, asi como en las industrias del petréleo y farmacéutica desde la década de los
60s, se ha utilizado también en el area de la quimica clinica y en los laboratorios de
diagnéstico.?® La accesibilidad a esta nueva tecnologia ha abierto el camino al desarrollo

de diversas aplicaciones.?

1.3. Métodos de diagnodstico

Antes de 1980, el diagnéstico de los EIM, requirié el analisis de orina por cromatografia de
gases (GC) con detectores poco especificos. La identificacion del metabolito se basé
solamente en su tiempo de retencion. La adiciéon de la espectrometria de masas (MS) a la
GC a finales de los 70°s mejoré el analisis de los acidos organicos con la identificacion del
espectro de masas de cada compuesto en un tiempo particular de retencién. Esto combiné
la técnica, conocida como GC / MS, que se convierte en un estandar de oro para

identificacién de desordenes metabdlicos en orina.'®

A mediados de 1980, debido a que los pacientes con deficiencia de carnitina eran
diagnosticados frecuentemente con un desorden metabdlico, aumenté la sospecha de una
posible relacién entre la carnitina y los desérdenes del metabolismo de los &cidos grasos y
organicos. Cuando se sospechaba de un desorden metabdlico se realizaba cuantificacion
de carnitinas libre y total en plasma y orina. Los métodos que se utilizaban, implicaban

pruebas enzimaticas, radioenzimaticas y Cromatograficas.'®, poco precisos. Estas
10



limitaciones llevaron a la busqueda de nuevos métodos lo que condujo al auge de la

espectrometria de masas en tandem (MS/MS) para el tamizaje del recién nacido.®

Esta herramienta analitica se introdujo en los laboratorios de andlisis clinicos en la década
de los 80°s.*° La palabra tandem viene del inglés tandem, y si bien su significado inicial es
“bicicleta de dos asientos”, también tiene la acepcion de “conjunto de dos elementos que

se complementan” o “conjunto de dos personas que colaboran en algo”.*'

Las limitaciones de los métodos previos llevaron a la busqueda de un método mas simple
y mas directo para la cuantificacion de los aminoacidos y acilcarnitinas. Como
consecuencia, surgid una nueva forma de MS para muestras no volatiles, las
modificaciones condujeron a la adicion de la cromatografia de liquidos para la separacién

de los metabolitos de los presentes en una muestra.'®

Los avances rapidos en la tecnologia de MS y la introduccibn de mas sistemas
cuadrupolos costeables de MS/MS produjeron instrumentos con sensibilidad y selectividad

incrementada que a su vez eliming la necesidad de la separacién cromatogréfica.'

El esfuerzo comun para desarrollar el tamiz para el recién nacido por MS/ MS, se detecta
en un ensayo con sangre en papel de filtro que comenzé en 1990. Mas de una docena de
anos de mejoras en la ionizacién, automatizacién y procesamiento de datos han facilitado

el tamizaje del recién nacido en enfermedades metabdlicas.®

El método tiene el potencial de tamizar efectivamente al menos una docena de otras

alteraciones (Tabla 1). Algunos autores sugieren que el perfil de aminoacidos vy
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acilcarnitinas en sangre deberia ser determinado en todos los pacientes que presenten los
signos y sintomas caracteristicos de las alteraciones hereditarias de la B-oxidacion
mitocondrial de los acidos grasos, aminoacidopatias y acidemias organicas que han sido

identificados.'® 32 33

Tabla 1 EIM detectados por MS/MS 15, 16, 24, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41

Aminoacidopatias

Fenilcetonuria (PKU)

Hiperfenilalaninemia (HFA)

Enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (EOJA, EOJM, MSUD)
Hiperglicinemia no cetdsica (NKHG)

Homocistinuria (HCU)

Hipermetioninemia (H-MET)

Citrulinemia (CIT-l y II)

Tirosinemia tipo I, Il'y Il (TYR —1, 11, 1lI)

Argininemia (ARGD)

Hiperornitinemia, hiperamonemia, hiperhomocitrulinuria (HHH)
Acidemia Argininosuccinica. (ASA)

Atrofia Girata (AG)

Acidemias Organicas

Acidemia Metilmalénica (AMM)

Acidemia Propionica (AP)

Deficiencia de Malonil-CoA Descarboxilasa, acidemia malonica (MAL)
Deficiencia de 2-metil-butiril-CoA Deshidrogenasa (2-MBCD)

Acidemia Isovalérica (IVA)
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Deficiencia de acetoacetil-CoA tiolasa mitocondrial (BKT)

Deficiencia de 3-metil-crotonil-CoA carboxilasa (3:-MCC)

Deficiencia de Isobutiril-CoA deshidrogenasa (IBCD)

Deficiencia de halocarboxilasa sintasa o def. multiple de carboxilasas (MCD)
Deficiencia de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa (HMG)

Deficiencia de glutaril-CoA deshidrogenasa (GA-I)

Trastornos de B-oxidacion de acidos grasos.

Defecto de Captacion de Carnitina (CUD)

Deficiencia de Carnitin Palmitoil Transferasa Tipo | (CPT-I)

Deficiencia Neonatal de Carnitina Palmitoil Transferasa -Tipo Il (CPT-II)
Deficiencia de Acil-CoA dehidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD)
Deficiencia Carnitina/Acilcarnitina Translocasa (CACT)

Deficiencia 3-Hydroxi-Acil-CoA Dehidrogenasa de cadena larga (LCHAD)
Deficiencia de Proteina Trifuncional (TFP)

Deficiencia de Acil-CoA Dehidrogenasa de de cadena corta (SCAD)
Acidemia Etilmaldnica o encefalopatia etilmalénica (EE)

Deficiencia Multiple de Acil-CoA Dehidrogenasa o Acidemia Glutarica-Tipo Il (MADD o
GA-II)

Deficiencia de Acil-CoA Hidroxi Dehidrogenasa de cadena corta (SCHAD)
Deficiencia de 3-metilglutaconil-CoA reductasa (MGA)

Deficiencia de 2,4-dienoil-CoA reductasa

Deficiencia de Acil-CoA Dehidrogenasa de cadena mediana (MCAD)
Defectos del transportador de carnitina (CTD)

Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (LCAD)
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1.3.1. Fundamentos de Espectrometria de masas en tandem

La MS es una técnica analitica que permite la identificacidn, separacion y cuantificacién de
iones derivados de moléculas, basada en su relacibn masa/carga (m/z) en diferentes

matrices.*? *

El uso de MS creci6é en forma exponencial desde que J. J. Thompson describiera en 1910
experimentos en los que iones gaseosos producidos por bombardeo electrénico de
especies gaseosas neutras eran separados segun el valor de su relaciéon m/z.*

Un equipo de MS esta constituido de los siguientes médulos (Fig. 3)** *°

Sistema de introduccion de muestra: Proporciona flujo de disolvente constante que
transporta la muestra hasta la fuente de ionizacidén. En el caso de mezclas complejas, se
acopla un sistema cromatografico*® para una separacién previa al analisis. Un analisis por
MS cuando es usado sin filtracion por cromatografia no es completamente selectivo y los
datos pueden ser no interpretables o proporcionar falsos positivos debido a los
compuestos con espectros de masas similares producidas por iones intactos vy

fragmentados.

Fuente de ionizacién: Su funcion es ionizar a las moléculas, es decir aplicarle energia a la
muestra para generar moléculas cargadas (carga + / -), puesto que para medir las

moléculas por MS estas deben estar “eléctricamente cargadas”.*’

Analizador de masas: Separa y ordena los iones formados en la fuente de ionizacion de

acuerdo a su relacién m/z.*®
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Detector: Registra y amplifica la sefal proveniente del analizador de masas, las cuales

pueden ser las masas de moléculas individuales y sus fragmentos.*’

Procesador de datos: Los resultados de la deteccién son presentados en una grafica
denominada espectro de masas, donde las posiciones a lo largo del eje de las abscisas
representan la relacion m/z, mientras que la altura de un pico a lo largo del eje de las

ordenadas representa la cantidad de iones.*’
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Fig 3. Esquematizacion general de un sistema de MS. *

Un equipo de MS/MS consta de los mismos componentes que un equipo de MS simple,
excepto que éste cuenta con dos 0 mas analizadores de masas unidos en serie (de donde
se deriva la denominacion “tdndem”) y en algunos casos tiene una celda de colisiéon entre

los dos analizadores de masas.

Se han disefiado una gran variedad de acoplamientos entre cada uno de los moédulos que

constituyen un equipo de MS/MS, el tipo de acoplamiento que se selecciona, va de
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acuerdo a las caracteristicas fisicas y quimicas de la molécula de interés, asi como de

acuerdo con el objetivo del estudio (cuantificacion, descripcidn, cambios en la expresién

de proteinas, estructura molecular). (Fig. 4)**°

Sistema de Fuente Analizador Celda Analizador
introduccion |== de = | De Masas | ™= de =) | De Masas |™=|Detector
de muestra ionizacion (MS1) colisién (MS2)
HPLC ESI Q Q PM
ce “k:';:'?' TOF TOF EM
MS MS MP
‘él' ES ES
FAB FT-ICR FT-ICR
FD/FI
TSP

Fig. 4. Esquema general de un sistema MS/MS con ejemplos de cada médulo en la parte inferior. Abreviaturas: HPLC
High Ferformance Liquid Chromatography, GC Gas Chromatography, ESIElectrospray lonisation, MALDI Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation, APCI Atmospheric Pressure Chemical lonisation, €I Chemical lonisation, El Electron Impact, FAB Fast
Atom Bombardment, FD/FI Field Desorption / Field lonisation, TSP Thermospray lonisation, @ Quadrupole, TOF Time of Flight,
MS Magnetic sector, ES Electronic sector, FT-ICR Fourier transform, PM Fhotomultiplier, EM  electron multiplier, MP
Microchannel Plate.

Un MS/MS, provee una solucién para la cuestion de selectividad en el analisis sin

consumir tiempo cromatogréfico.

El MS/MS triple cuadrupolo (Q3), (denominacion otorgada debido a que contiene dos
cuadrupolos y un hexapolo, considerado como un cuadrupolo mas), comprende los

siguientes componentes (Fig. 5) '® % *4 %0

Sistema de introduccion de muestra (bomba de HPLC): Proporciona flujo de disolvente

constante que transporta la muestra hasta la fuente de ionizacién.
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Sistema de ionizacion por Electrospray (ESI): La ionizacion ESI es una técnica adecuada

para el andlisis de moléculas polares en un intervalo de masa de 2 a 2000 uma.

Primer analizador de masas (Q1): Separa y ordena los iones formados en la fuente de

ionizacion de acuerdo a su relacién m/z.

Celda de colision (hexapolo g2): Fragmenta las moléculas haciéndolas colisionar con un

gas inerte (Ar, Xe).

Segundo analizador de masas (Q3): Detecta los iones de interés provenientes de la celda

de colision.

Detector: Registra y amplifica la sefal proveniente del analizador de masas,

posteriormente la envia al procesador de datos en donde esta informacién, se registra en

forma de espectro de masas.
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La MS/MS permite realizar el analisis de los componentes presentes en matrices
bioldgicas complejas y con un volumen de muestra menor a 100uL, obteniendo como
resultado los espectros de masas de mas de 40 metabolitos en un tiempo aproximado de

3 minutos.

Es importante notar la habilidad de MS/MS para analizar diferentes familias quimicas del
producto en un solo analisis en un corto periodo de tiempo, también se puede obtener
informacion estructural acerca de un compuesto a través de la formaciéon de fragmentos
especificos y es util para el descubrimiento de compuestos en mezclas complejas de
acuerdo a su patrén de fragmentacién.*” Por lo tanto es una herramienta eficiente, en el
analisis del perfil de aminoacidos y acilcarnitinas para la deteccién de EIM. Se tiene
previsto un analisis amplio y un rendimiento especifico, para un instrumento altamente
eficiente en base a costos y una perspectiva analitica que se aprovecha de la clinica

cuando se usa para los multiples desérdenes. '
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2. OBJETIVO.

Determinar los valores (concentracién) de aminoacidos y acilcarnitinas por medio de la
Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS) en muestras de sangre de recién nacidos,

depositada en papel filtro, para detectar Errores Innatos del Metabolismo.

2.1 Objetivos particulares.

v" Analizar la distribucion de la concentracién de aminoacidos y acilcarnitinas en una

poblacion de ninos del sureste de México.

v' Analizar el perfil de aminoacidos y acilcarnitinas para utilizarlo como una

herramienta diagnédstica de los Errores Innatos del Metabolismo.
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3. JUSTIFICACION.

En la actualidad el abordaje clinico, el diagnéstico y la evaluacién del tratamiento de los
padecimientos genéticos metabdlicos no pueden realizarse de manera eficiente sin la
tecnologia adecuada, dentro de la cual destaca la Espectrometria de Masas en Tandem la
cual es una valiosa herramienta que permite analizar con alta sensibilidad y especificidad,

metabolitos en muestras de sangre depositada en papel filtro.

El procesamiento de una muestra realizado con un espectrometro de masas en tandem
tarda sélo 3 minutos e incluye la medicién de mas de 40 metabolitos en un solo andlisis el
cual permite el diagnostico de los trastornos de B-oxidacion de acidos grasos, acidos

organicos y aminoacidos.

El estudio de los metabolitos realizado mediante esta técnica, Unicamente requiere de 1

gota de sangre (20 pL), misma que se puede recolectar en papel filtro, lo cual aumenta y

diversifica las posibilidades para realizar estudios de investigacién.
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4. METODOLOGIA.

4.1. Clasificacion del estudio. Longitudinal, retrospectivo, descriptivo, comparativo y

observacional.

4.2. Poblacion de estudio. 13,770 muestras de sangre colectada en papel filtro,
tomada del talén de recién nacido en el Sureste de México durante el periodo de enero a

mayo del 2008.

4.3. Reactivos y Consumibles:
e Kit NeonGram para MS/MS para aminodcidos y acilcarnitinas no derivatizados
PerkinElmer que contiene:

» Estandares internos: Is6topos estables de los siguientes aminoacidos.

BN, 2-3C-Glicina. 13Ce-Tirosina
2H,-Alanina. Hs-Aspartato
®Hg-Valina. ?Hp-Ornitina.2HCI
?Ha-Leucina. 2H,-Citrulina
®H;-Metionina 2H,,'C-Arginina.HCI

2Hs-Fenilalanina

> Estandares internos: Is6topos estables de las siguientes acil-carnitinas.
dg-carnitina libre (dg-CO0) ds-Decanoilcarnitina (d;-C10)
ds-acilcarnitina (d3-C2) de-Glutarilcarnitina(dgC5DC)

ds-propionilcarnitina (ds-C3) ds-Lauroilcarnitina (d3-C12)
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ds-Butirilcarnitina (dz-C4) ds-Miristoilcarnitina (ds-C14)
dg-Isovalerilcarnitina (dg-C5) ds-Palmitoilcarnitina (ds-C16)
ds-Hexanoilcarnitina (ds-C6) ds-Octadecanoilcarnitina(ds-C18)

ds-Octanoilcarnitina (dz-C8)

» Controles de sangre depositada en papel secas de sangre; nivel alto y nivel bajo:

Carnitina libre (CO) Palmitoilcarnitina (C16)
Acetilcarnitina (C2) Octadecanoilcarnitina (C18)
Propionilcarnitina (C3) Alanina

Butirilcarnitina (C4) Citrulina

Hexanoilcarnitina (C6) Glicina

Glutarilcarnitina (C5DC) Leucina

Octanoilcarnitina (C8) Metionina
Decanoilcarnitina (C10) Fenilalanina
Lauroilcarnitina (C12) Tirosina

Miristoilcarnitina (C14) Valina

» Flujo de solvente (mezcla grado HPLC; Acetonitrilo y 18 MQ de agua)).
» Solucion de extraccion (mezcla de metanol grado HPLC y 18 MQ de agua).
» Hojas de aluminio.

» Microplacas claras de fondo V.

4.4. Equipo:
o Perforador de papel de 1/8” (3mm) de diametro, DELFIA Plate Punch.

o Micropipeta manual multicanal (8canales), 30-300 pL
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o Incubador/agitador de placas Labsystem iEMS Incubator/Shaker HT
o Espectrometro de masas en tandem configurado para tamiz neonatal que
consta:
» Software NeonGram
» Degasificador de vacio Series 200 PerkinElmer.
» Automuestrador Waters 2777C Simple Manager.
» Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion Waters 1525u, Binary
HPLC pump.

> Espectrémetro de Masas en Tandem Micromass Quattro micro™ API

4.5. Preparacion de la disolucion de estandares internos:

Se realizé la reconstitucion de los viales que contienen los estdndares de aminoacidos y
acilcarnitinas con 1 ml de soluciéon de extraccién respectivamente, hasta su completa
disolucion; posteriormente se realizé una dilucion 1:200 de los dos estandares usando la

solucion de extraccion.

4.6. Procesamiento de la muestra:

Se perforaron las muestras de sangre seca en papel filtro de los recién nacidos asi como
los controles de niveles altos y bajos incluidos en el kit, obteniendo discos de 1/8” (3mm)
de diametro, los cuales se colocaron en microplacas con pozos de fondo coénico, cada

pozo debe contener solo un disco. Los controles se colocan en el pozo 5, 6, 95 y 96.

A los primeros cuatro pozos se les agregd solo la solucién que contiene los estandares
internos, estos pozos fueron utilizados como blancos para sincronizar el equipo, Usando

una micropipeta de 8 canales, realizando pipeteando en reversa, se agregaron 190 pL de

24



solucién de estandares internos a cada pozo para realizar la extraccion de la sangre de los
discos de papel filtro, inmediatamente después la placa fue cubierta y sellada con una
lamina de aluminio para reducir la evaporacidn, posteriormente las placas se incubaron
durante 30 minutos a 30°C con una velocidad de agitacion de 650 a 750 rpm, fueron
colocadas en el automuestrador, por ultimo las muestras son introducidas al

espectrémetro de masas en tandem mediante el equipo de HPLC.

Por cada muestra analizada cuyo tiempo de analisis total sera de 3 minutos, se obtuvieron

las concentraciones de 11 aminoacidos y 33 acilcarnitinas.

Analisis estadistico:
El analisis estadistico se realizo mediante Excel y el programa estadistico MedCalc.
Se calcularon los valores del promedio, y los percentiles 75, 90, 95, 97.5 y 99 de cada

metabolito.
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5. RESULTADOS.

Se realizo el analisis de 13770 muestras de sangre colectada en papel filtro, obtenidas por

puncion de talon de recién nacidos del sureste de México, las cuales pertenecen al

periodo de enero a mayo de 2008.

Las muestras fueron analizadas por MS/MS, obteniendo las concentraciones de los

aminodcidos y acilcarnitinas en umol/L.

Posteriormente se elaboraron las graficas de distribucion correspondientes a cada uno de

los metabolitos en ningun caso presentan una distribucién normal, asi como el célculo de

los promedios y percentiles (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Valor promedio y percentiles de los aminoacidos estudiados.

Metabolito | Promedio Percentiles

75% 90% 95% 97.5% 99%

Fenilalanina 53.59 60.16 69.44 76.01 82.52 91,56
Glicina 298.11 342.47 409.29 459.01 513.25 582,72
Valina 126.11 143.68 165.05 179.45 193.32 207,81
lle/Leu 143.56 166.99 194.84 213.62 228.95 245,81
Metionina 16.88 20.27 24.51 27.31 30.06 33,60
Citrulina 17.97 21.04 25.35 28.56 31.51 35,41
Tirosina 97.69 116.31 152.83 181.11 205.39 243,28
Arginina 17.26 23.50 32.87 39.22 45.29 51,53
Ornitina 125.78 148.62 179.96 201.14 221.41 248,02
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Tabla 3. Valor promedio y percentiles de las acilcarnitinas estudiados.

. . Percentiles

Metabolito | Promedio 75% 90% 95% 97.5% 99%
Co 22.38 26.31 31.69 35.69 39.73 44,65
Cc2 15.35 19.31 25.12 28.96 33.23 38,50
C3 1.39 1.77 2.41 2.87 3.34 3,96
C3DC 0.53 0.65 0.85 1.00 1.14 1,29
C4DC 1.51 1.76 2.09 2.32 2.57 2,93
C5DC 0.21 0.27 0.32 0.36 0.40 0,46
CeDC 0.16 0.19 0.23 0.25 0.28 0,32
C10 0.06 0.07 0.09 0.10 0.12 0,13
C10:1 0.06 0.07 0.10 0.12 0.16 0,22
C10:2 0.01 0.02 0.02 0.02 0.03 0,03
C4 0.21 0.24 0.30 0.35 0.40 0,47
C40H 0.08 0.09 0.12 0.15 0.17 0,20
C5 0.13 0.16 0.21 0.25 0.29 0,34
C5:1 0.05 0.02 0.02 0.03 0.03 0,04
C50H 0.20 0.23 0.27 0.30 0.33 0,38
C6 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0,08
C8 0.05 0.06 0.08 0.09 0.11 0,12
C8:1 0.11 0.13 0.17 0.20 0.23 0,26
Ci6 2.15 2.77 3.57 4.09 4.57 5,00
C16:1 0.11 0.15 0.22 0.26 0.30 0,34
C16:10H 0.04 0.04 0.06 0.06 0.07 0,08
C160H 0.01 0.02 0.02 0.03 0.03 0,04
Ci12 0.06 0.07 0.09 0.10 0.12 0,14
C12:1 0.06 0.07 0.11 0.15 0.21 0,29
C14 0.11 0.13 0.16 0.18 0.21 0,23
C14:1 0.04 0.05 0.07 0.09 0.12 0,15
C14:2 0.02 0.02 0.04 0.05 0.08 0,12
C140H 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0,02
C18 0.60 0.74 0.93 1.05 1.17 1,29
C18:1 1.09 1.35 1.64 1.83 2.01 2,19
C18:10H 0.02 0.02 0.03 0.03 0.04 0,04
C18:2 0.24 0.30 0.38 0.43 0.49 0,56
C180H 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0,02
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Graficas de distribucion de los metabolitos analizados.
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ACILCARNITINAS:
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Se compararon los valores obtenidos de la poblacion estudiada con los valores de corte

establecidos por otros autores (Tabla 4).

Algunas muestras en esta cohorte presentaron valores de algun metabolito muy por arriba

del valor de corte propuesto (Tabla 5).
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Tabla 4. Comparacion de los valores obtenidos con valores de corte establecidos por otros autores.

Valores de corte reportados

Metabolito P(;I;gl‘;tll Colombia " Minn;;";?y’ C‘gjfﬁ'e' ﬁg:&l:réauiegg Alemania * EUA %2
AMINOACIDOS:
Fenilalanina 83 - 120 164 157 150 130
Valina 193 - - 438 301 390 200
lleu/Leu 229 - 450 402 - 490 300
Glicina 513 - 1020 752 - 2000 700
Metionina 30 - 133 87 106 65 60
Citrulina 32 - 44 75 76 65 55
Tirosina 205 - 309 358 500 200 150
Arginina 45 - - 37 - - 50
Ornitina 221 - - 182 - - 221
ACILCARNITINAS:
CO 39.7 - 93.5 64.8 13 10 60.0
C2 33.2 16 35 - 2 5 -
C3 3.34 2.6 8 7.2 4.82 6.8 5.25
C3DC 1.14 - - - - - 0.35
C4DC 2.57 - - - - - -
C5DC 0.40 ND - 0.22 - - 0.15
CeDC 0.28 - - - - - 0.10
C10 0.12 0.4 - 0.57 - 0.48 0.30
C10:1 0.16 - - 0.23 - 0.28 0.30
C10:2 0.03 - - - - - -
C4 0.40 0.4 1.4 1.47 2.15 2 1.40
C40H 0.17 - - - - - 0.75
C5 0.29 0.3 1.19 1.2 1.16 2 0.50
C5:1 0.03 - - 0.38 0.39 - 0.25




Tabla 4. Continuacion...

Valores de corte reportados

: Percentil -
Metabolito 97.5 2 Colombia ' Mc;nn;:rggy, COSrSf Sel ﬁg{t";,",‘zaui‘i!, Alemania *° EUA 2
ACILCARNITINAS:

C50H 0.33 - 0.8 0.38 1.37 1 0.60
C6 0.07 0.1 - 0.56 - 0.21 0.25
C8 0.11 0.1 0.4 0.52 - 0.32 0.35

C8:1 0.23 - - - - - -
C16 4.57 2 - 8.47 - - 7.00

C16:1 0.30 0.1 - 0.18 - - -
C16:10H 0.07 - - 0.12 - 0.22 0.10

C160H 0.03 0.01 - 0.08 - 0.20 0.10
C12 0.12 0.5 - 0.32 - - 0.80

C12:1 0.21 - - - - 0.80
C14 0.21 0.5 - 1.05 - 0.76 0.70

C14:1 0.12 0.4 - 0.21 - 0.43 0.50

C14:2 0.08 - - 0.13 - - 0.15

C140H 0.02 0.02 - - 0.12 -
C18 1.17 1.8 - 0.66 - - 2.00

C18:1 2.01 2.2 - 2.1 - - 3.00

C18:10H 0.04 0.01 - 0.07 - 0.12 0.07

c18:2 0.49 1.0 - - - 0.60

C180H 0.02 0.01 - 0.05 - 0.11 0.07

2 Percentil 97.5. Valor de corte propuesto para la poblacion estudiada.
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Tabla 5. Muestras de neonatos que presentaron elevacién de metabolitos caracteristicos de EIM.

Muestra | Metabolito | Valor obtenido | Valor de corte.? Interpretacion Prueba confirmatoria
o _ Cuantificaciéon de
1 Citrulina 1272.6 31.5 Pb. Cit / ASA . .
aminoacidos plasmaticos
Cuantificacién de
2 Tirosina 1309.4 205.4 Pb. Tirosinemia aminoacidos plasmaticos y
acidos organicos urinarios
Determinacion de &cidos
3 C5-OH 5.84 0.33 Pb 3MCC/BKT/HMG/MCD o o
organicos urinarios

Cit: Citrulinemia 16, 24, 30, 32, 34, 36, 37, 38, 39

ASA: Acidemia Argininosuccinica > %%

3MCC: Deficiencia de 3-metilcrotonil-CoA Carboxilasa.'® 2% 30 32 34, 36,37, 38,39

BKT: Deficiencia de B cetotiolasa'® 3% 3% 3% 35,37, 39,

HMG: Deficiencia de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa'® 2* 30 32 34,35, 36, 37, 38, 39, 40, 1
16, 30, 35, 36, 37, 40

MCD: Deficiencia multiple de carboxilasas.

& Percentil 97.5. Valor de corte propuesto para la poblacion estudiada.
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6. DISCUSION.

Los recientes avances en tecnologia han revolucionado la manera en que se visualizan y
estudian los sistemas biol6gicos. La espectrometria de masas (MS) ha permitido el
analisis de proteinas celulares y metabolitos (proteoma y metaboloma respectivamente) en
una escala inimaginable.?® siendo uno de sus principales objetivos, identificar cambios
sutiles en los perfiles entre sistemas bioldgicos en diferentes estados fisiolégicos o

patoldgicos. ?’

Los componentes del metaboloma pueden ser comprendidos como los productos finales
de la expresion genética y definen el fenotipo bioquimico de una célula o tejido u
organismo. La cuantificacién de estos metabolitos proporciona un amplio panorama del
estatus bioquimico, el cual puede ser utilizado para monitorear y establecer la funcién de

un gen.?®

Los valores de los metabolitos analizados (aminoacidos y acilcarnitinas) no presentan una
distribucién normal y tienen una tendencia a concentrarse en los valores menores, como

se puede observar en las graficas de distribucion

Para la interpretacion de los resultados se requiere determinar los valores de corte para
cada analito, algunas veces se utilizan valores determinados en estudios previos, sin
embargo este valor depende del tipo de poblacion estudiada (i.e. cronicidad o tamiz) y de

la metodologia empleada. Los puntos de corte son utiles para convertir una variable
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cuantitativa en cualitativa, son usados para clasificar pacientes en dos grupos, por

ejemplo, normal o anormal®®.

Debido a que no existe un valor de corte universal para los aminoacidos y acilcarnitinas
cuantificados por MS/MS cada laboratorio, en diferentes paises realiza sus estudios para
obtener los valores de corte caracteristicos de su poblacion. En la Tabla 2 se encuentra la
comparacién de los resultados obtenidos con los valores de corte publicados por otros
autores. Para la poblacion estudiada se propuso como valor de corte, el percentil 97.5,
existen diversos parametros estadisticos empleados por los diferentes autores; las
variaciones entre estos demuestran que existe variabilidad entre cada poblacion, la cual se
puede deber a que existe heterogeneidad genética por lo tanto se propone que se deben

realizar mas estudios al respecto.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de 3 recién nacidos, que tienen valores de
ciertos metabolitos muy por encima del valor de corte propuesto. El o los metabolitos
elevados sugieren la presencia de un bloqueo metabdlico especifico, a estos indicadores
se les denomina marcadores primarios®, los cuales orientan hacia algn EIM, se procede
a realizar pruebas confirmatorias. Una gran ventaja de esta metodologia es que al obtener
un perfil metabdlico nos da mayor informaciéon de la via involucrada, podemos utilizar
diferentes cocientes denominados segundos marcadores, por ejemplo, en el caso de la
fenilcetonuria, la enzima deficiente es la fenilalanina hidroxilasa la cual transforma la
fenilalanina en tirosina, en el caso de deficiencia de esta enzima, tenemos elevacién de
fenilalanina, disminucion de tirosina y elevacion muy marcada del cociente fen/tir. Esto nos
permite diferenciar los casos verdaderos de fenilcetonuria de aquellos que solo presentan

elevacién de fenilalanina secundaria a sobre ingesta de proteinas.>
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A pesar de que la MS/MS es una herramienta muy eficiente y util en el tamiz del recién
nacido para la deteccion de EIM, no es una técnica diagndéstica, si se obtiene un resultado
anormal, este se debe de repetir, si el resultado sigue siendo anormal, se deben realizar
pruebas confirmatorias por métodos enzimaticos o cromatograficos como la cuantificacién
de aminoacidos plasmaticos por CLAR, asi como la determinacién de acidos organicos por

CGEM.Q’ 16, 38, 55

En el caso del recién nacido con elevacion de citrulina tenemos que realizar el diagnostico
diferencial ya que existen dos enfermedades que presentan citrulina elevada, estas son
citrulinemia y acidemia argininosuccinica, ambas defectos del ciclo de la urea. La prueba
confirmatoria consiste en determinar el perfil de aminoacidos plasmaticos, la primera
presenta marcada elevacion de citrulina y en la segunda se tiene presencia de acido
argininosuccinico, el cual es patognomoénico de la enfermedad, con niveles discretamente
elevados de citrulina. Estos EIM se caracterizan por provocar hiperamonemia y dafio
neurolégico grave si no son detectados y tratados oportunamente.®® 3% 8 E| analisis de
aminodcidos plasmaticos del paciente mostrd6 una marcada elevacion de citrulina, este
perfil de aminoacidos fue compatible con Citrulinemia, el tratamiento nutricional fue
instaurado inmediatamente después del diagnéstico, actualmente el paciente tiene un
desarrollo neurolégico de acuerdo a la edad y no ha presentado ninguna crisis de

hiperamonemia.
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El segundo caso es un recién nacido que presentaba una importante elevaciéon en la
concentracion de tirosina.?® ** Las causas de hipertirosinemia son defectos del
metabolismo de tirosina (Tirosinemia I, Il y Ill), tirosinemia transitoria del recién nacido
(inmadurez hepdtica), disfuncidbn hepatocelular severa, hipertiroidismo y estado
postprandial. Los exdmenes confirmatorios son la cuantificacion de acidos organicos
urinarios y aminoacidos plasmaticos. La tirosinemia tipo 1 causa grave dafio hepatico y
excrecion de succinilacetona en orina, la tirosinemia tipo dos causa excrecion de N-
acetiltirosina y la tipo Ill cursa sin dafio hepatico con excrecién de tirosina y sus derivados.
En el caso de la tirosinemia transitoria del recién nacido, esta desaparece a las pocas
semanas de vida, lo que ocurrié en este paciente en el mes tres de vida. El estudio
confirmatorio, en el perfil de &cidos organicos no se encontro succinilacetona ni N-

acetiltirosina.

El tercer caso es un recién nacido que presentaba elevacién de la acilcarnitina C5-OH,
este metabolito se encuentra elevado en 3MCC, BKT, HMG, MCD, todas ellas acidemias
organicas que tienen un perfil de &cidos orgénicos caracteristico.®® ** % Para el anélisis de
estas enfermedades existen otros marcadores que las pueden diferenciar entre si, para
3MCC y BKT es C5:1 para HMG es C5:1, C6DC y para MCD es C3, C50H/C8 y C3/C2.
La prueba confirmatoria consiste en determinar el perfil de acidos organicos urinarios, la
primera presenta excrecion de acido 3-hidroxi-isovalérico y 3-metilcrotonilglicina; en la
segunda acido 2-ceto-3-metilvalérico y acido 2-metilglutacénico; en la tercera acido 3-
hidroxi-3-metilglutarico, acido 3-metilglutacénico, acido 3-hidroxi-isovalérico y 3-
metilcrotonilglicina; en la cuarta 3-hidroxi-isovalérico, acido metilcitrico, 3-

metilcrotonilglicina y tiglilglicina.>®
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Estos EIM se caracterizan por presentar vomito, letargia, hipotonia, hipoglucemia,

cetoacidosis, taquiapnea; pero solo 3MCC puede presentarse de manera asintomatico.*

El objetivo principal de la implementacion de esta técnica es que los padecimientos sean
diagnosticados desde la etapa neonatal y tratados a tiempo, para evitar que el paciente
sufra los dafos irreversibles que causan éstas enfermedades como son: retraso mental,

discapacidad y muchas veces la muerte, lo que se denomina tamiz neonatal (TN).

La MS/MS es un método altamente sensible y preciso que permite realizar el andlisis
multicomponente de fluidos biol6égicos como sangre completa, suero, orina y liquido
cefalorraquideo, teniendo como resultado un perfil metabdlico que es mucho mas
informativo que la medicibn de un solo analito, lo que permite detectar varias
enfermedades en un solo paso, teniendo la enorme ventaja de que dicho perfil se obtiene

en un tiempo muy breve (aproximadamente 3 minutos para 44 analitos).>% %"+ %8

Esta técnica se comenz6 a utilizar en la década de los 90°s, para ampliar el nimero de
EIM que se detectan a través del TN, que en conjunto con otras técnicas se denominé
posteriormente Tamiz Neonatal Ampliado (TNA), considerado como el estandar de oro
para la deteccion oportuna, con el cual se pueden detectar mas de 20 enfermedades
producidas por la alteracién del metabolismo de aminoacidos, acidos organicos y defectos

de P-oxidacion de los &cidos grasos, a partir del andlisis de una gota de sangre
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impregnada en papel filtro, convirtiéndose en una poderosa herramienta en el diagnostico

de EIM 8, 24, 37, 59, 60

Esto ha llevado a que los EIM, especialmente en los paises desarrollados, cuenten con
sistemas y modelos integrados de atencibn que incluyen desde la consejeria
preconcepcional, el diagnéstico prenatal y el tamiz neonatal, hasta la monitorizacién del

tratamiento v la vigilancia del desarrollo de los nifios afectados ®’

Desafortunadamente en paises en vias de desarrollo como México, el TN por MS/MS no
se realiza de manera obligatoria para todas estas enfermedades y muchos de los

pacientes son diagnosticados cuando ya presentan secuelas irreversibles.
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7. CONCLUSIONES.

Se determinaron los valores de la concentracion de los aminoacidos y acilcarnitinas

obtenidos, en muestras de sangre de recién nacido depositadas en papel filtro por MS/MS.

Los analitos estudiados no presentan una distribucién normal.

Dentro de la muestra estudiada, encontramos 3 casos sospechosos, a los cuales se les

realizaron los correspondientes estudios confirmatorios, teniendo una incidencia de 1:4590

Este trabajo confirma la necesidad de hacer extensivo este tipo de programas a todos los

recién nacidos mexicanos.
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