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RESUMEN

La Tirosinemia Tipo | (HTI) es una enfermedad hereditaria del metabolismo de
la tirosina (Tyr) debido a la actividad nula o deficiente de la fumarilacetoacetato
hidrolasa (FAH) que causa dafo hepatico severo y progresivo, falla renal, crisis
neurolégicas y una alta mortalidad en los primeros meses de vida.

En los paises desarrollados, la deteccion temprana de la HTI mediante el tamiz
neonatal (TN) y la terapia farmacoldgica con 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)-
1,3-ciclohexadiona (NTBC) han cambiado la historia natural de la enfermedad y
los pacientes son detectados y tratados antes de que aparezcan los sintomas.
Sin embargo, en paises como México donde no se realiza el TN publico para
esta enfermedad, ni hay acceso a medicamentos huérfanos como el NTBC el

pronostico de los pacientes es sombrio.

Objetivo: Describir las caracteristicas clinicas y bioquimicas de una cohorte de

pacientes mexicanos con HTI.

Metodologia: Estudio descriptivo, observacional y transversal en el que se
incluyeron todos los pacientes con diagndstico confirmado de HTI del
Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo y Tamiz del Instituto Nacional
de Pediatria de 1992 al 2010.

Resultados: Se encontraron 15 pacientes (7 masculinos/8 femeninos) que
fueron diagnosticados por presentar historia clinica caracteristica de HTI, el
analisis de aminoacidos plasmaticos mediante cromatografia de alta resolucién
mostré elevacion de tirosina en todos los pacientes El perfil de acidos
organicos urinarios fue positivo para succinilacetona en el 100% de los
pacientes.

La edad promedio al momento del diagndstico fue de 1 afio 6 meses. La
hepato-esplenomegalia y la cirrosis fueron los sintomas mas frecuentes. La
mortalidad de la cohorte fue del 73%. Los sobrevivientes se encuentran bajo

tratamiento nutricional y dos de ellos estan en espera de trasplante hepatico.



RESUMEN

Conclusiones: La devastadora historia natural de la Tirosinemia Tipo | aun se
observa en los pacientes mexicanos debido a que aun no es diagnosticada a
tiempo y tratada de manera adecuada. Es necesario establecer en México
programas publicos de Tamiz Neonatal para la deteccion de HTI de manera
presintomatica, asi como tener la disponibilidad del tratamiento farmacoldgico
con el fin de aumentar la sobrevida y mejorar la calidad de vida de los

pacientes.
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ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

Los Errores Innatos del Metabolismo (EIM) son trastornos genéticos causados

por mutaciones que resultan en la actividad nula o deficiente de una enzima o

transportador lo que causa un bloqueo en la ruta metabdlica implicada. En su

mayoria el modo de herencia es autosdmico recesivo, es decir, ambos

progenitores son portadores del gen mutado.”

1.1.

Clasificacion de los EIM?

Desde el punto de vista terapéutico y para su abordaje diagnéstico, los EIM se

pueden clasificar en tres grupos:

Grupo 1: Involucra a los errores innatos del metabolismo intermedio que
dan origen a intoxicacién por acumulacion de moléculas pequefas,
dentro de este grupo se encuentran las aminoacidopatias y las
acidemias organicas. se caracterizan por presentar una sintomatologia
aguda y progresiva que va desde el vomito y fallo hepatico hasta las
convulsiones y coma, el debut de estos EIM se relaciona a factores
desencadenantes como infecciones, ayuno, intervenciones quirurgicas u

otras situaciones estresantes.

Grupo 2: Se incluyen los EIM que afectan los procesos energéticos
tanto citoplasmaticos como mitocondriales, afectan rutas metabdlicas
como la glucdlisis, gluconeogénesis, glucogenolisis, oxidacion de los
acidos grasos y la cadena respiratoria mitocondrial. Los pacientes
suelen presentar hipoglucemia, afectacion multiorganica en forma de

crisis con hipotonia, miopatia, fallo cardiaco y hepatico.

Grupo 3: Comprende a los EIM por defecto en la sintesis o el
catabolismo de moléculas complejas en organelos celulares. Se
caracterizan por presentar una clinica progresiva y permanente, incluye
a los padecimientos por almacenamiento lisosomal, peroxisomal,

defectos de la glicosilacion y sintesis de colesterol.
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1.2. Presentacion Clinica

Los sintomas clinicos que presentan los pacientes con algun EIM pueden ser
explicados por la acumulacion de sustrato a nivel plasmatico o intracelular,
deficiencia de producto, alteraciones en la concentracion de metabolitos de
vias colaterales a la del bloqueo o por una combinacion de todos ellos. Las

manifestaciones clinicas en los pacientes con EIM son poco especificas®. En la

Tabla 1 se enlistan las mas comunes.

Tabla 1.
Manifestaciones clinicas comunes de los errores innatos del metabolismo
. ORGANO-
RESPIRATORIAS NEUROLOGICAS GASTROINTESTINALES .
MEGALIA
Apnea Hipo/hipertonia Vémito Higado
Dificultad
. ) Irritabilidad Rechazo de alimentos Bazo
respiratoria
Taquicardia,
_ Succion débil Diarrea Corazon
hiperpnea
Letargo hasta o
Ictericia
coma
Convulsiones Colestasis
1.3. Diagnéstico

En las ultimas décadas, gracias a los avances tecnoldgicos, un numero
importante de EIM pertenecientes a los grupos 1 y 3 se pueden detectar de
manera presintomatica en los primeros dias de vida mediante Tamiz Neonatal
Ampliado (TNA)*. Esta dltima estrategia ha logrado modificar su historia
natural, de manera tal que ahora en muchos paises desarrollados los afectados
casi nunca rebasan el horizonte clinico y se mantienen metabdlicamente
controlados, gracias a la aplicacion oportuna y permanente del tratamiento
especifico. El estandar de oro para la deteccion oportuna de estas

enfermedades es el TNA por Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS),
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que mide de manera precisa y simultanea los aminoacidos y acilcarnitinas en
muestras de sangre seca colectada en papel filtro obteniéndose una gran
cantidad de informacién en un corto periodo de tiempo (2 min) lo que nos
permite estudiar el estado metabdlico del neonato®.

Sin embargo, el TNA no es una prueba diagnostica, los resultados que
muestran que el neonato es sospecho para algun EIM deben ser confirmados
por métodos enzimaticos o cuantificacion de los biomarcadores de la

enfermedad en liquidos bioldgicos®.

En aquellos pacientes que no fueron detectados en el periodo asintomatico de
la enfermedad, después de una aproximacion por la historia clinica que

presentan, se pueden establecer tres niveles para el diagnostico:

e Bioquimico. A través del estudio de los metabolitos que se acumulan en
los fluidos biolégicos como consecuencia del fallo enzimatico. Para ello
se realiza la cuantificacion de los biomarcadores de la enfermedad en

sangre orina y/o liquido cefalorraquideo.

e Producto génico. Aunque el estudio de metabolitos proporciona, en
algunos casos, un diagnostico bastante preciso, éste se debe verificar o
completar mediante las determinaciones enzimaticas del producto

genético alterado, en linfocitos o fibroblastos de piel.

e Molecular. Sin ser el punto de partida, el diagnostico genético es
conveniente tanto para la catalogacién precisa del enfermo como para el
diagnodstico prenatal para la prevencion de nuevos casos en la familia.
Las técnicas de amplificacién del ADN mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction)
y la secuenciacion directa, permiten detectar las mutaciones o

polimorfismos, las distintas formas de expresion y su epidemiologia.

10
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1.4. Tratamiento’®

El tratamiento de los EIM depende de la enfermedad, de la forma de
presentacion de la misma y del grado de afectacion a la salud del paciente.
Debe realizarse por un equipo multidiciplinarios de especialistas. En un plano
tedrico y basado en la fisiopatogenia podemos plantear cuatro niveles de

actuacion:

1.- Tratamiento dietético a nivel de metabolitos. Se utiliza en toda
enfermedad metabdlica en la que se produce acumulo de un sustrato y es
susceptible de ser tratada dietéticamente, minimizando la expresién

fenotipica del defecto.

2.- A nivel de la proteina disfuncional mediante tres posibilidades:

e Sustitucién enzimatica. Esta terapia es ampliamente utilizada en la
actualidad para los desdérdenes metabdlicos por almacenamiento
lisosomal.

e Suplemento de dosis farmacoldgicas de vitaminas y coenzimas que
actuan como cofactores, produciendo una induccion del sistema
enzimatico.

e Trasplantes. El de higado y médula ésea constituyen una posibilidad
mas definitiva de aportar al organismo células con un cédigo genético no

afectado, capaces de sintetizar enzimas funcionales.

3.- Tratamiento sintomatico. El tratamiento sintomatico a nivel del fenotipo

clinico ayuda a la situacidén que el paciente este presentando en el momento.

4.- Terapia genética somatica: Consiste en administrar una copia normal del
gen defectuoso mediante un vector. El vector viral es el mas experimentado,
en las células somaticas recuperaria la funcidon genética deficiente. Esta
técnica, avanzada en su fase experimental, aun no esta disponible para el

tratamiento de los pacientes.

11
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2. AMINOACIDOPATIAS

Los aminoacidos presentes en los fluidos bioldgicos son producto de un
sistema de transporte y metabolismo de las proteinas. Los niveles de
aminoacidos libres representan el balance entre la utilizacion de aminoacidos
por los tejidos y el catabolismo tanto de las proteinas de la dieta como de las
proteinas corporales, asi como el producto de la biosintesis de otros
intermediarios, dichos niveles presentan poca variacion de dia a dia, entre
persona y persona, cuando se trata de individuos sin problemas de nutricion,
por lo tanto los cambios del perfil de aminoacidos son indicadores importantes

de una gran variedad de condiciones fisioldgicas y patoldgicas®.

Los EIM que alteran las vias metabdlicas de los aminoacidos causan un grupo
de desdrdenes conocidos como aminoacidopatias, en las que existe alteracion
en la concentracion fisiolégica de estas moléculas, la aparicion de sintomas

clinicos es muy variada debido a la bioquimica de los diferentes aminoacidos. ™

El diagnostico y seguimiento de los trastornos del metabolismo de los
aminoacidos esta basado en la deteccidén y cuantificacion simultdnea de estos
biomarcadores en los diferentes liquidos biolégicos. Existen diversos métodos
para la cuantificacion de aminoacidos que van desde los menos especificos
como la cromatografia en placa fina hasta los mas sensibles y especificos
como la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC por sus siglas en

inglés High Performance Liquid Chromatography) y la MS/MS'°.

La técnica de HPLC resulta ser de gran utilidad debido a que brinda los
parametros de precision, exactitud, alta sensibilidad y especificidad necesarios
para llevar a cabo el analisis utilizando pequefas cantidades de muestra
(microlitros)', siendo el sistema de deteccion por fluorescencia el mas sensible

y recomendable.’?

Para la cuantificacion de los aminoacidos mediante HPLC se emplea un
sistema de separacion en fase reversa acoplado a un sistema de deteccién por

fluorescencia'.

12



MARCO TEORICO

La técnica se basa en la extraccidn de los aminoacidos libres en plasma,
purificacion de la muestra mediante filtracion y formacién de los derivados
fluorescentes de los aminoacidos haciéndolos reaccionar con o-ftaldialdehido

(OPA)™. La reaccién quimica que se lleva acabo se muestra en la Figura 1.

SR?
CHO
—
1
+ R'—NH, + R2—SH > NR
\
CHO

OPA Aminoacido Tiol Fluoréforo

Figura 1. Formacion de 1-alquiltiol-2-alquil-isoindol por reaccion del OPA con aminas

primarias'®

La MS/MS es una técnica analitica que permite la identificacion, separacion y
cuantificacion de iones derivados de moléculas, basada en su relaciéon
masal/carga (m/z) en diferentes matrices.’®'” La palabra tdndem viene del
inglés tandem, cuyo significado inicial es “bicicleta de dos asientos” también
tiene la aceptaciéon de “conjunto de dos elementos que se complementan” o
“reunién de personas que colaboran en algo”.18 A estos equipos se les ha dado
esta denominacién debido a que estan constituidos de dos analizadores de
masas unidos uno tras de otro (en tandem). Existen diferentes acoplamientos
del tipo de analizadores de masas los cuales se disefian de acuerdo a la
naturaleza de las moléculas de interés.

La MS/MS permite analizar de manera simultanea compuestos pertenecientes
a diferentes familias quimicas presentes en matrices bioldgicas complejas,
como la sangre completa.'® El acoplamiento que se utiliza para la cuantificacion
de aminoacidos es el de tipo triple cuadrupolo (dos analizadores de masas
unidos por una celda de colisién, acoplados a una fuente de ionizacién suave

(ESI por sus siglas en inglés electrospray)."

Una vez que la muestra de sangre ha sido introducida al equipo de MS/MS,
sufre una ionizacién suave por ESI para adquirir carga; posteriormente pasa
por el primer analizador de masas (MS4) en donde los componentes de la
muestra se separan de acuerdo a su m/z, los iones pasan por la celda de

colision en donde se generan fragmentos como producto de su colisién con un

13
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gas inerte; los fragmentos generados pasan por el segundo analizador de
masas(MS;) los cuales se pueden correlacionar con las moléculas intactas
producidas en el MSy. Los resultados generados se registran en forma de

espectro de masas®.
Las aminoacidopatias son muy variables en sus fundamentos bioquimicos, en

sus manifestaciones, en la severidad de sus cuadros y sus tratamientos. El

presente trabajo aborda, la Tirosinemia Tipo | (HTI).

14
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3. TIROSINA

Desde el punto de vista quimico la tirosina pertenece al grupo de los
aminoacidos aromaticos por el anillo bencénico que contiene en su cadena
lateral (Figura 2), su peso molecular es de 181.2, es uno de los aminoacidos
menos solubles en agua y forma cristales caracteristicos en altas
concentraciones. En el presente trabajo nos referiremos a L-Tyr la cual es la

Unica forma metabolicamente activa presente en los mamiferos?'.

Q
o l/\l)‘\m_'
HO S NH2

Figura 2. Estructura quimica de la tirosina®

3.1. Metabolismo de la tirosina

La Tyr se es un aminoacido no esencial, ya que su sintesis se produce a partir
de la hidroxilacién de la fenilalanina proveniente de los alimentos.?®

La tirosina es el punto de partida de la sintesis de las catecolaminas dopamina,
adrenalina y noradrenalina (de ahi su importancia para el correcto
funcionamiento del sistema nervioso central), melanina y de la tiroxina, lo que
influye en su sintesis debido a que la produccion de tirosina esta regulada por
la demanda de dichas moléculas, sin embargo, la mayor parte de la Tyr es
destinada a incorporacion a proteinas o degradacion, las reacciones
catabdlicas son citoplasmaticas y ocurren predominantemente en los
hepatocitos (Figura 3). >’

La Tyr es gluconeogénica y cetogénica. Esta representa una de las pocas
fuentes de cuerpos cetonicos independiente de la via del 3-hidroxi-3-

metilglutaril CoA.?!

15
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NH,
) coo
COO
N\ Fenilalanina
N Triptéfano
H

Catecolaminas

N-formil-L-cinurenina Tirosina === Melaninas
Hormonas tiroideas
; TAT

p-hidroxifenilpiruvato

‘ 4HPPD
Acido homogentistico
OH

NH;
(e]0)0)
Ha
Formato \ Cco0
- \
Alanina

j OH Fumarato®

CcO, \

Cinurenina o
)

. N

——_

e————
2-cetoadipato + NHj;
l Acetoacetato ATC

Acetoacetatd sl | Acetil-CoA === (Ciclo de los ATC

N — N d

v Piruvato”

Figura 3. Ruta catabdlica de los aminoacidos aromaticos. Esta figura resume el
catabolismo de los aminoacidos aromaticos, ilustrando las vias que dan lugar a
precursores cetogénicos y glucogénicos derivados de la tirosina y el triptéfano. *El
piruvato y el fumarato enlazan con la sintesis neta de glucosa. Constituyen las
porciones gluconeogénicas del metabolismo de estos aminoacidos. Una pequeia
fraccion de Tyr se convierte en acido nicotinico.?*

3.2. Catabolismo®

Los productos finales de la degradacion de la tirosina son el fumarato y

acetoacetato (Figura 4). La ruta metabdlica tiene las siguientes etapas:

1. Transaminacion de la tirosina a p-hidroxifenilpiruvato mediante la accion
de la enzima tirosina aminotransferasa (TAT), la cual se expresa en
higado y cuya concentracién se regula hormonalmente.

2. Produccion de acido homogentisico a partir del p-hidroxifenilpiruvato por
la p-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (4HPPD), una enzima poco habitual

que contiene hierro, la cual cataliza una hidroxilacién del anillo

16
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bencénico, una descarboxilacidn y migracion de la cadena lateral
carbonada, utilizando como cofactor el ascorbato.

3. El acido homogentisico se oxida por accion catalitica de la &acido
homogentisico dioxigenasa, ésta rompe el anillo para dar un compuesto
de ocho carbonos de cadena lineal; el maleilacetoacetato.

4. El maleilacetoacetato se isomeriza de la forma cis a la forma trans
mediante una reaccion catalizada por la maleilacetoacetato isomerasa
(MAI), que da lugar al fumarilacetoacetato (FAA).

5. El fumarilacetoacetato se rompe finalmente para producir fumarato y
acetoacetato por accién catalitica de la fumarilacetoacetato hidrolasa
(FAH).

El fumarato puede ser utilizado para producir energia en el ciclo de Krebs, o
bien, para la gluconeogénesis. El acetoacetato puede ser utilizado para la

sintesis lipidica o para la produccion de energia en forma de acetil CoA.
3.3. Desordenes del Metabolismo de la Tirosina

Los defectos genéticos que afectan la ruta del metabolismo de la tirosina
causan 6 desordenes metabdlicos: deficiencia de TAT (Tirosinemia Tipo Il), dos
deficiencias por actividad nula o deficiente de la 4HPPD (Tirosinemia Tipo Il y
Hawkinsinuria), deficiencia de homogentisico dioxigenasa, tirosinemia

transitoria del recién nacido y deficiencia de FAH (Tirosinemia Tipo I).

Deficiencia de TAT
La Tirosinemia Tipo Il, también conocida como tirosinemia oculocutanea se
caracteriza por hiperqueratosis palmoplantar, erosiones corneales, y retraso

mental variable, sin embargo, la funcién hepatica y renal se mantiene intacta®®.

Deficiencia primaria de 4HPPD
En esta enfermedad también conocida como Tirosinemia Tipo Il las
presentaciones varian desde formas asintomaticas hasta la presentacion con

signos neuroldgicos y retraso mental, aunque se han reportado pocos casos?’.

17
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El fenotipo bioquimico muestra hipertirosinemia con una elevada excrecion

urinaria de derivados 4-hidroxifenil®".

Hawkinsinuria

Es una condicion cuyo modo de herencia es autosomica dominante. Como
resultado se presenta acidosis metabdlica y deficiencia en el crecimiento, con
hipertirosinemia minima o ausente. La presencia en orina de hawkinsina,
aminoacido azufrado derivado del acido 4-hidroxifenil piravico, es diagnostica

de la enfermedad?’.

Tirosinemia transitoria del recién nacido.

Esta condicion se considera el resultado de una falta de madurez hepatica,
causando una deficiencia transitoria de la enzima 4HPPD. Esto se encuentra
frecuentemente en recién nacidos prematuros, quienes reciben grandes
cantidades de proteina (leche materna) o quienes tienen deficiencia de
vitamina C, el cofactor de la 4HPPD. La mayoria de los pacientes que la

presentan permanecen asintomaticos y con desarrollo normal.?®

Deficiencia de homogentisico dioxigenasa

También conocida como alcaptonuria, es una enfermedad en la que el acido
homogentisico no puede ser metabolizado, lo que causa su acumulacion en las
articulaciones, como consecuencia se desarrolla artritis, ocronosis y la

excrecion de acido homogentisico en orina.?’
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4. TIROSINEMIATIPOI

También conocida como Tirosinemia Hepatorenal (OMIM 276700) es un error
congénito del metabolismo de la tirosina, causado por deficiencia de la
fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH, [EC] 3.7.1.2) que transforma el
fumarilcetoacetato en fumarato y acetoacetato en el paso final de la via
metabdlica de degradacion de la tirosina (Figura 4).

La historia natural de la HTI se caracteriza por un periodo asintomatico que
puede durar desde horas hasta los primeros meses de vida dependiendo de la
mutacion que causa la enfermedad, este desorden metabdlico afecta higado,
rindn, hueso y nervios periféricos en forma progresiva; en casos muy severos
causa la muerte por falla hepatica en etapas tempranas de la vida.>°

Este defecto genético condiciona la acumulacion de maleil y fumaril-
acetoacetato, los cuales causan toxicidad renal y hepatica®® también causan
acumulacién de succinilacetona (SA) y succinilaceto- acetato, estos ultimos
poseen efectos sistémicos y locales, como la inhibicidon de la &-aminolevulinato
deshidratasa y de la metionina adenosiltransferasa.

El primer reporte del cuadro clinico y bioquimico tipico de Tirosinemia Tipo | fue
descrito como un caso “atipico” por Sakai y colaboradores en 1957. La
observacion de porfiria con crisis neuroldgicas permitié el descubrimiento del
aumento en la excrecion de acido d-aminolevulinico (ALA) en pacientes.

El sitio del bloqueo metabdlico primario en la HTI fue elucidado por Lindbland y
colaboradores en 1977, el cual posteriormente fue confirmado por varios

investigadores.?’
4.1. Fisiopatologia

El mecanismo de los sintomas hepaticos y renales de la THI aun no estd muy
claro, sin embargo, la mayoria de las evidencias apuntan a la consideracién de
que el efecto toxico se debe a los compuestos finales alternos que se generan
antes de la reaccion de la FAH, el fumarilacetoacetato y sus derivados, asi
como el succinilacetoacetato y el succinilacetato. El maleilacetoacetato es de
estructura quimica similar al acido maleico, una toxina conocida que puede

provocar el sindrome de Fanconi; los cambios histolégicos del sindrome de
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Fanconi inducido por el acido maleico mimetizan las manifestaciones renales
de la tirosinemia. Se ha propuesto que causa una vasoconstriccion de las
arteriolas aferentes por el incremento local de los niveles de adenosina y
AMPc, induciendo el incremento de renina, que resulta en el dafio isquémico
crénico de la nefrona.?

El maleilacetoacetato y el FAA son compuestos inestables. EI FAA puede
formar aductos de glutation y se ha encontrado que una parte de la
concentracion libre de glutation es reducida en muestras de higado
tirosinemico” Por otro lado, se ha reportado que el fumarilacetoacetato es un
mutageno, sin embargo, el mecanismo que explica el desarrollo del carcinoma

hepatocelular en esta enfermedad auin no esta determinado.*

El mecanismo fisiopatolégico mejor elucidado es el papel de la succinilacetona
en las crisis neuroldgicas. La succinilacetona es un potente inhibidor de la
enzima porfobilindgeno sintetasa (PBG-S) o 4-0-aminolevulinico deshidratasa
(6-ALAD), enzima que cataliza la sintesis del porfobilinégeno a partir del acido
® — aminolevulinico en la ruta de biosintesis del grupo hemo, provocando la
marcada acumulacién del acido 5-aminolevulinico en nifios con tirosinemia.*
Se ha demostrado que el &acido ©&-aminolevulinico estd asociado a
neurotoxicidad en la porfiria aguda intermitente, en la deficiencia hereditaria de
la acido ©-aminolevulinico deshidratasa y en la intoxicacion por plomo. La
evidencia clinica, bioquimica y patoldgica disponible, sugiere que las crisis
neurolégicas en la HTI, resultan de la toxicidad por acumulacion del acido &-

aminolevulinico.'
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Figura 4. Interrelacion del catabolismo de la tirosina en Tirosinemia Tipo | y de la
biosintesis del grupo hemo. La succinilacetona se deriva de los intermediarios que
se acumulan por el bloqueo de la fumarilacetoacetato hidrolasa. Esto inhibe la sintesis
de porfobilinégeno desde el acido d-aminolevulinico (86-ALA), como resultado este se
acumula causando los signos clinicos en las crisis neurolégicas. Las enzimas
numeradas son (1) fenilalanina hidroxilasa, (2) tirosina aminotransferasa, (3) acido 4-
hidroxifenilpiruvico dioxigenasa, (4) acido homogentisico oxidasa, (5) acido
maleilacetoacético isomerasa y (6) fumarilacetoacetato hidrolasa?" 2
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4.2. Otras formas de Hipertirosinemia (HT)

Existen otras condiciones fisiolégicas que causan hipertirosinemia (HT)
(elevacion de tirosina en sangre). Las causas mas frecuentes de HT son las
hepatopatias, ya sea de caracter infeccioso o algunas otras enfermedades
metabdlicas que cursan con dafio hepatico, como algunos defectos del
metabolismo de los carbohidratos por ejemplo, la galactosemia y las

glucogenosis.*
4.3. Genéticay Genémica de la FAH

El gen que codifica para la FAH se localiza en el brazo largo del cromosoma 15
(239- 25q). La forma de herencia de la THI es autosémica recesiva;>® esto es,
que los padres portadores de un alelo mutado tienen el 25% de probabilidad de
tener un hijo afectado, el 50% de probabilidad de tener un hijo portador de un
alelo mutado y un 25% de probabilidad de tener un hijo con los dos alelos
normales.

Se han registrado numerosos casos de HTI en Europa septentrional,
especialmente en los paises escandinavos, y en la region de Saguenay Lac St
Jean, en la provincia de Québec, Canada. La incidencia de la enfermedad en
esta zona es de 1/1 800 recién nacidos, mientras que en el resto de la
poblacién mundial se estima una frecuencia de 1/100 000 a 1/200 000.?®

De acuerdo al Human Data Base se han reportado 43 mutaciones del gen FAH
en pacientes con tirosinemia (Tabla 2). La mutacion IVS12+5ga contribuye con
alrededor del 90% en las mutaciones del alelo FAH en el area Saguenay-Lac
St-Jean de Quebec®. Las mutaciones IVS12+5ga y I[VS6-1gt son frecuentes en
pacientes con origen étnico diverso®.

La mutacion W262X es prevalente en poblacion finlandesa® y la Q64H

(192GT) en pakistanies®*. La mutacién R341W causa deficiencia parcial.*
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Tabla 2. Mutaciones reportadas en el gen FAH

MUTACIONES PUNTUALES DE SENTIDO ERRONEO / SIN SENTIDO |

Cambio de Cambio de = Numero Referencia
codon aminoacido de
codon
cATG -GTG Met — Val 1 Arranz (2005) Hum Genet 118, 537
AAC - ATC Asn —lle 16 Phaneuf (1992) J Clin Invest 90, 1185
TTC-TGC Phe — Cys 62 Awata (1994) Biochim Biophys Acta 1226, 168
TGG - TAG Trp—Term 78 Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
GCT - GAT Ala — Asp 134 Labelle (1993) Hum Mol Genet 2, 941
GGC - GAC Gly — Asp 158 Bergman (1998) Hum Mutat 12, 19
GTC - GGC Val — Gly 166 Rootwelt (1996) Hum Mutat 7, 239
cCGA -TGA Arg — Term 174 Timmers (1996) Hum Mutat 7, 367
cTGC -CGC Cys — Arg 193 Ploos van Amstel (1996) Hum Genet 97, 51
GGC - GAC Gly — Asp 207 Timmers (1996) Hum Mutat 7, 367
GAC - GTC Asp — Val 233 Rootwelt (1994) Am J Hum Genet 55, 653
cTGG -GGG Trp — Gly 234 Hahn (1995) Hum Mutat 6, 66
aCGA -TGA Arg — Term 237 Ploos van Amstel (1996) Hum Genet 97, 51
gCCA- ACA Pro — Thr 249 Timmers (1996) Hum Mutat 7, 367
CCG-CTG Pro — Leu 261 Bergman (1998) Hum Mutat 12, 19
TGGg -TGA Trp — Term 262 StLouis (1994) Hum Mol Genet 3, 69
cACA -CCA Thr — Pro 294 Timmers (1996) Hum Mutat 7, 367
gCAG- TAG GIn — Term 328 Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
cGGC-AGC Gly — Ser 337 Rootwelt (1994) Hum Genet 94, 235
gCGG-TGG Arg —Trp 341 Rootwelt (1994) Am J Hum Genet 55, 1122
CCG-CTG Pro —Leu 342 Rootwelt (1994) Hum Genet 93, 615
gGGG-TGG Gly —Trp 343 Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
aGAA -TAA Glu — Term 357 Grompe (1993) Hum Mutat 2, 85
gGAA -TAA Glu — Term 364 Grompe (1993) Hum Mutat 2, 85
GGA - GTA Gly — Val 369 Ploos van Amstel (1996) Hum Genet 97, 51
cAGG-GGG Arg — Gly 381 StLouis (1995) Hum Mol Genet 4, 319

MUTACIONES DE SPLICING

Cambio Donador/ Numero Referencia Comentarios
de codén Aceptor de codén
2 Ds -1 Rootwelt (1994) Am J Hum Genet CAG>CAT, Q64
55, 653
2 Ds +1 Bergman (1998) Hum Mutat 12, 19
6 Ds +5 Timmers (1996) Hum Mutat 7, 367
6 As -1 Rootwelt (1996) Hum Mutat 7, 239
6 As -1 Bergman (1998) Hum Mutat 12, 19
7 As -1 Ploos van Amstel (1996) Hum
Genet 97, 51
8 Ds -11 Ploos van Amstel (1996) Hum N232N/sile
Genet 97, 51
8 As -1 Bergman (1998) Hum Mutat 12, 19
8 as -1 Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
9 ds -2 Dreumont (2001) BMC Genet 2, 9 Q279R
10 as -2 Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
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12 ds -2 Bliksrud (2005) J Mol Med 83, 406 Suppresses |
Fenotipo
modificado
12 ds +5 Grompe (1993) Hum Mutat 2, 85

MUTACIONES POR DELECIONES CORTAS

Delecion Codon (?) Referencia
AGGCG/AGCTACCATATGCAAGT 312 Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
TTGGAAACTGTcgtGGAAGGGAAC 365 Bergman (1998) Hum Mutat 12, 19

MUTACIONES POR PEQUENAS INSERCIONES/DELECIONES (INDELS)

Delecion Insercion Codon (*) Referencia
CCGCATCAGGCttTGGCCAGTGT ca 404 Bergman (1998) Hum Mutat
12,19

MUTACION POR DELECION

Descripcion Referencia

26 bp E616 -6 to +20 (descritos a nivel de DNA Arranz (2002) Hum Mutat 20, 180
genémico)

Poudrier y colaboradores encontraron que dos hermanos con la misma
mutacion presentaron diferentes formas de la enfermedad (curso agudo y curso
cronico), por lo que concluyeron que los fenotipos clinicos de una misma
mutacion pueden ser modificados por otros factores que aun no estan

identificados®®.
44. Protedmicade la FAH

La FAH es un homodimero citosdlico con 419 aminoacidos, incluye 4 moléculas
de acetato, 2 iones calcio y uno de niquel, se expresa en higado® y en menor
cantidad en el rifidn, linfocitos, eritrocitos, fibroblastos y vellosidades
coriénicas.?®

Su estructura cuaternaria fue elucidada en 1999 por Timm and cols® en donde
reportaron que la FAH es la primer hidrolasa que actua especificamente sobre
los enlaces carbono-carbono. También se defini6 como una nueva clase de

metaloenzima caracterizada por un unico plegamiento a/f (Figura 5).
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Figura 5. Organizacion estructural y ligandos de la FAH.

La estructura cristalina revela la unién del fumarato y acetoacetato cerca del
sitio activo, en donde el ion calcio se encuentra coordinado octaédricamente y
localizado cerca de una diada de Glu — His. Los autores sugieren una triada
catalitica compuesta por Glu — His y agua, la cual esta implicada a nivel
estructural, en la conservaciéon de la secuencia y en el andlisis mutacional. Ya
que se ha descrito la sustitucion del ligando Glu201 por un residuo de glicina
que provoca un fenotipo de HTI en ratones.*® La FAH que contiene esta
mutacién se ha expresado y carece de actividad catalitica.”® A su vez el
mecanismo del Ca®* propuesto, consiste en la catalisis directa de la FAH, en la
union del sustrato, la activacion de una molécula de agua nucléofilica y en la

estabilizacién de un carbanion.
4.5. Diagnéstico
El diagndstico presintomatico se puede realizar a través del Tamiz Neonatal

Ampliado mediante la cuantificacion de tirosina y SA por MS/MS en muestras

de sangre depositada en papel filtro.
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El diagnostico sintomatico de la HTI incluye la evaluacion clinica, determinacion
de metabolitos, el ensayo de la actividad enzimatica de la FAH y el analisis

molecular mediante determinacién de la presencia de los alelos mutados.

4.5.1. Cuadro clinico

Los principales sintomas que presentan los pacientes con HTl se muestran en
la Tabla 3.

SINTOMAS
Vémito Hepatomegalia
Falla en el crecimiento Ictericia
Irritabilidad Ascitis
Letargia Tendencia a hemorragias

Nefromegalia
ALTERACIONES BIOQUIMICAS

Plasma Orina

Hipertirosinemia Tirosiluria

Aumento de succinilacetona Aumento de succinilacetona
Factores de coagulacion alterados Hiperaminoaciduria
Hipermetioninemia Aumento de 4cido &-
Hiperfenilalaninemia aminolevulinico
Transaminasas elevadas Sindrome de Fanconi
Hipoglucemia Fosfaturia

Hipoprotombinemia
Hiperbilirubinemia
Hipofosforemia

Aumento de o-fetoproteina

PATOLOGIA
Raquitismo Cirrosis
Sindrome de porfiria Carcinoma hepatico

Crisis neuroldgicas

Manifestaciones hepaticas

Las manifestaciones hepaticas se presentan antes de los 2 afos de edad y
decrecen en frecuencia y severidad a partir de la instauracién del tratamiento.
Las alteraciones microscopicas observadas incluyen colapso lobular y fibrosis
con proliferacién ductular, colestasis y esteatosis, transformacién de células
gigantes. Histéricamente, alrededor del 80% de todos los pacientes con

tirosinemia, mueren antes de los dos afios de edad.*°
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A pesar de la implementacion temprana de dietas especiales, muchos
pacientes sufren episodios repetitivos de descompensacion hepatica en la
infancia, conocidos como crisis hepaticas, caracterizadas por hepatomegalia y
coagulopatl’a.28 Los factores de coagulacién se encuentran disminuidos; los
tiempos de protrombina y de tromboplastina parcial estan aumentados y las
transaminasas elevadas. Es interesante saber que el nivel del factor V es
utilizado con frecuencia como marcador de la funcion hepatica de sintesis en
otras enfermedades del higado, sin embargo, los infantes tirosinémicos pueden
estar cercanos al intervalo normal en el comienzo de una crisis. En contraste,
los factores Xl y Xll, asi como la vitamina K dependiente de los factores Il, VII,
IX y X pueden estar excesivamente bajos (<15%), con niveles normales del
factor VIII.*°

La alfa-fetoproteina (AFP) sérica puede estar extremadamente alta (arriba de
400,000 ng/mL) y disminuir en semanas o meses después de las crisis.*

Funcion hepatica cronica
La funcidon hepatica croénica se caracteriza por cirrosis. La cirrosis es
generalmente un tipo mixto micro y macronodular, con un grado variable de

esteatosis (Figura.6).?®

HLEENN I
Figura 6. Autopsia hepatica de un nifio de 3 meses de edad con HTI que muri6 de

enfermedad cronica hepatica.?®

Las alteraciones morfologicas del higado, en etapas tempranas, son variables,
sin embargo, el examen histolégico generalmente revela cirrosis micronodular y
a menudo marcada proliferacion de ductos biliares dentro de los espacios porta
y septo fibrosos que son compartidos por una gran variedad de hepatopatias

infantiles. En el estado cronico; el higado se caracteriza por tener nédulos
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gruesos y con frecuencia alargados, como un resultado de la cirrosis mixta

micro y macronodular.

Riesgo de Hepatocarcinoma

El riesgo elevado de cancer esta reflejado en la frecuencia relativamente alta
de displasia, aneuploidia, la variabilidad del gen y la expresion de proteinas
encontradas*, probablemente como resultado de un ambiente inestable y
altamente mutagénico. La dificultad en la estimacién de la incidencia se ve
agravada por la arbitrariedad de la distincidn histolégica entre la displasia de
células hepaticas y carcinoma®. En pacientes con HTI el desarrollo de
hepatocarcinoma se presenta entre los 15 y 25 meses de edad.* La presencia
de nédulos hepaticos en la tomografia computacional o en la ecografia puede
sugerir la existencia de carcinoma hepatocelular (CHC). La variaciéon en la
ecogenicidad y la densidad del tejido en los escaneos limitan la evaluacion de
los estudios de imagen en la deteccién de nédulos carcinomatosos.*

En HTI, la AFP es un marcador tanto para el desarrollo de CHC como de los
trastornos metabdlicos propios de HTIl. Un aumento de AFP debe ser tomado
como sugerente de la presencia de CHC, debido a que hasta ahora no se ha

reportado ningun paciente con hepatocarcinoma y niveles de AFP normales®.
Manifestaciones Neurologicas

Las crisis neuroldgicas tienen dos fases: la primera, es un periodo activo de
parestesias dolorosas, signos autonémicos como hipertension,®' taquicardia y
en algunas ocasiones, paralisis progresiva; la segunda fase, es un periodo de
recuperacion, visto en crisis con debilidad o paralisis. Las crisis dolorosas son
mas frecuentes, durante el prédromo -que a menudo se produce después de
una infeccién de poca importancia- y son a menudo en las piernas; el paciente
se encuentra irritable y menos activo de lo usual. La recuperacién de las crisis
paraliticas es posible, aunque los pacientes con crisis repetidas severas
pueden tener debilidad crénica.?®

Es importante notar que el desarrollo mental del paciente con HTI es normal y
durante las crisis neurolégicas sus niveles de conciencia no se ven

disminuidos. La fase activa de las crisis suele durar de 1 a 7 dias.?®
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Las crisis neuroldégicas no estan asociadas con el deterioro de las pruebas de
funcidn hepatica. Las transaminasas plasmaticas, los tiempos de protrombina y
bilirrubina estan sin cambios con respecto a los periodos entre las crisis. En
algunos casos, la excrecion de catecolaminas se ve incrementada.’

Los cambios neuropatolégicos no son especificos, aunque en las biopsias los
nervios periféricos revelan degeneracion axonal y desmielinizacion.

La vacuolizacién de la materia blanca ha sido el hallazgo mas consistente en la
autopsia, probablemente el resultado de la terminal de anormalidades
electroliticas en el paciente es una inteligencia normal.?®

Esto es un riesgo significativo de muerte, particularmente en las crisis
paraliticas. Se ha reportado que en una serie de 20 pacientes quienes
experimentaron al menos una crisis, 11 de 14 murieron debido a
complicaciones de insuficiencia respiratoria*®.

Es importante resaltar que todos los pacientes con HTI deben estar en
observacion principalmente por la insuficiencia respiratoria, ya que esto puede
complicarse rapidamente, por lo tanto, los pacientes con signos sugestivos de

una crisis proxima deberian ser hospitalizados inmediatamente.*°
Manifestaciones renales

El dafo renal esta casi siempre presente en pacientes con HTI y es tan variable
como el dafno hepatico. La Disfunciéon Tubular Renal se caracteriza por
sindrome de Fanconi y complicaciones como el raquitismo hipofosfatémico,
que es la manifestacion clinica principal de la HTIl. La severidad de la
disfuncién tubular renal es variable, en cierta medida con el estado clinico del
paciente, ya que aumenta durante los periodos de descompensacion, algunas
veces se ha observado aminoaciduria generalizada y glucosuria. El raquitismo
ocupa un lugar destacado en las descripciones clinicas iniciales que pueden
ocurrir a pesar del tratamiento y ha sido reportado en la mayoria de las
manifestaciones clinicas en pacientes adultos*’. En nifios pequefios, la
nefromegalia simétrica y calcificacion, principalmente en la medula ésea son

frecuentes y constituyen una importante caracteristica radiolégica.*®
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4.5.2. Metabolitos.

Se ha encontrado que los niveles de tirosina en plasma estan elevados
inicialmente en la mayoria de los pacientes sintomaticos, sin embargo,
pacientes adultos con un curso crénico y pacientes tratados con una dieta baja
en proteina no muestran hipertirosinemia.*

Por otro lado, aunque la tirosina elevada en sangre no es indicativa de HTI, es
importante conocer sus niveles en los pacientes previamente diagnosticados

para llevar a cabo el seguimiento de su tratamiento dietético.

La demostracién de SA incrementada en fluidos biolégicos es patognomadnica
para HTI.?'

Diagnostico pre sinfomatico mediante TN
Un resultado de TN con elevacién de tirosina es sugestivo de HTI, la presencia
de la enfermedad debe confirmarse o descartarse realizando la identificacion

de SA en orina y la determinacion de la actividad enzimatica.?'
Diagnéstico en pacientes de alto riesgo.

Se realiza en nifios que son referidos a los centros especializados por
presentar sintomatologia compatible con HTI como falla hepatica y renal. Se
debe realizar la determinacion de succinilacetona en orina, la cuantificacion de
aminoacidos plasmaticos y la determinacion de la actividad enzimatica de la
FAH.

Métodos de cuantificacion de tirosina

Los niveles de tirosina plasmatica se pueden cuantificar por diferentes
métodos, pruebas poco especificas como la de nitrosonaftol en la que se
detecta tirosina, 4-hidroxifenil-lactato, y 4—hidroxifeni|acetat021; ensayos
bacterioldgicos (prueba de Guthrie); métodos espectrofotométricos; técnicas
modernas, sensibles y especificas como las cromatograficas (HPLC o

cromatografia de intercambio iénico) 12 y MS/MS.
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Determinacion de succinilacetona

El diagnostico bioquimico de HTI es posible por la cuantificacion de
succinilacetona en plasma, sangre depositada en papel filtro, orina y liquido
amniotico mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS por sus siglas en inglés Gas Chromatography/Mass
Spectrometry) o mediante MS/MS*. Tradicionalmente, la orina fue la matriz
preferente para el diagnéstico y seguimiento del tratamiento de los casos de
HTI.

La SA puede ser detectada en orina debido a que su naturaleza hidrofilica le
permite tener un aclaramiento renal relativamente alto cuando las
concentraciones son aproximadamente 3 veces mayores en la orina que en el
plasma.”® La determinacion de la SA urinaria por electroforesis capilar también
se ha reportado, sin embargo, este método carece de un estandar interno, lo
que disminuye su especificidad.”’

La técnica de GC/MS se basa en la extraccién de los acidos organicos de la
orina utilizando el método de extraccién por disolventes, formacion de sus
derivados oximados por una reacciéon con hidroxilamina®® (Figura 7) y la
formacion de sus derivados volatiles por una reaccion con trimetilsilil-

trifluoroacetamida + trimetilsilano.>®

//////, .o .. //////, ..
“C=—0 HO——NH, “"C—N
/ = = / \OH
Acidos Hidroxilamina Oxima
organicos

Figura 7. Formacion de la oxima de un acido orgémico53

Al determinar los acidos organicos en orina para medir excrecion de SA, se han
encontrado niveles elevados de 4-hidroxifenilpiruvato, 4-hidroxifenil-lactato y 4-
hidroxifenilacetato, sin embargo, éstos no son especificos ya que se han

encontrado en otras enfermedades hepaticas®.

La importancia de los nuevos métodos analiticos como la MS/MS radica en su
capacidad de analisis de multiples compuestos de manera simultanea, con un

alto grado de sensibilidad. Existen diferentes métodos para cuantificar SA como
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la determinacion cuantitativa de los derivados propidnicos de isoxazol para SA
en muestras de sangre seca mediante MS/MS, utilizando SA marcada
isotopicamente (D2-SA) como estandar interno. Otro método similar fue
publicado recientemente para la determinacién de SA en orina, se utiliza SA
marcada con acido 5 (3)-metil-3 (5)- acido propiénico isoxazol como patrén
interno.>® Este método permite detectar la SA en bajas concentraciones en
pacientes con sospecha de HTI y en pacientes previamente diagnosticados

permite llevar a cabo el seguimiento del tratamiento.
4.5.3. Biopsia hepatica

Otro método para el apoyo en el diagndstico, es la biopsia hepatica la cual
permite conocer el tipo y extensién de las alteraciones histopatoldgicas.
También ha sido utilizada para conocer la evolucion del dafio, establecer el

prondstico y conocer la respuesta al tratamiento.*®

Las principales indicaciones de la biopsia hepatica en nifios se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4. Indicaciones de la biopsia hepatica en los nifios>’

1.- Sindrome colestasico

2.- Hipertensién portal

3.- Hepatomegalia no explicada

4.- Sospecha de error congénito del metabolismo

5.- Fiebre de origen desconocido

6.- Extension y grado de hepatitis crénica

7.- Evaluacién de trasplante hepatico

8.- Masas ocupativas

9.- Evaluacion de la eficacia del tratamiento de hepatopatias especificas
10.- Evaluacién del tipo y extension de dafio hepatico por drogas

Las principales contraindicaciones para realizar una biopsia hepatica se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Contraindicaciones de la biopsia hepatica®’

Coagulapatias

Plaquetas menores de 80,000

Tiempo de Protrombina<50%

Tiempo de sangrado mayor de 5 minutos

Paciente que no cuente con valoracion por ultrasonido

Ingestién reciente de analgésicos no esteroideos (7 a 10 dias previos)
Colangitis

Hemangiomas

Ascitis
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Para realizar el procedimiento se requiere el consentimiento informado firmado
por el padre o tutor del paciente; que sea practicado por personal con
experiencia. Todos los pacientes deben contar con un ultrasonido y

gammagrama de captacion hepatica previos a la biopsia.>’
4.5.4. Actividad enzimatica

La actividad enzimatica de la FAH puede ser determinada en linfocitos,
eritrocitos o en biopsia de higado.?'

Kvittingen y cols. comprobaron que el defecto de la HTI se encuentra a nivel de
la FAH.*®mediante la evaluacién de la actividad enzimatica de la FAH en
muestras de tejido hepatico de una paciente con HTI, utilizando el
fumarilacetoacetato como sustrato, sintetizado a partir del acido homogentisico,
los productos se identificaron por GC/MS. Encontrando que la actividad
enzimatica de la paciente con respecto a los controles fue menor al 2%. La
relacion entre la concentracion del sustrato y la velocidad de reaccion fue
obtenida a partir de una curva enzimatica. La K, resultante fue de 1.3 pmol/l a
un pH de 7.5 y midiendo la hidrdlisis de la FAH a una absorbancia de 330 nm.
La inhibicibn se observd usando el ZnCl,, CuCl, y el acido p -
cloromeruribenzoico a bajas concentraciones (0.001 pmol//) necesitando un

corto periodo de pre-incubacion de la enzima con el inhibidor.
4.5.5. Biologia molecular*’

La demostracién de que un paciente tiene dos alelos mutados en el gen que
codifica para la FAH confirma el diagndéstico de HTI.

La metodologia utilizada por Arranz y cols. para el analisis mutacional, en
especial para identificacion de mutaciones de empalme, fue llevada a cabo en
muestras de ARN proveniente de pacientes. Estas alteraciones fueron
caracterizadas por la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa en Transcripcion
Reversa (RT — PCR) y posteriormente se secuenciaron los productos de cDNA

resultantes.
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Las mutaciones del sitio de empalme fueron identificadas en las regiones
gendmicas de interés, las cuales se amplificaron por PCR utilizando ADN
genémico obtenidos a partir de leucocitos, muestras de tejido hepatico y
fibroblastos, las secuencias de nucledtidos amplificados fueron visualizadas por
electroforesis, posteriormente fueron purificadas y secuenciados directamente
utilizando el método clasico de terminacion de la cadena o método de Sanger,

finalmente se realiz6 el analisis automatizado de secuenciacion del ADN.

El diagndstico molecular se brinda a aquellas familias con uno o varios
miembros afectados y en caso de que el paciente haya fallecido con sospecha

de HTI con el fin de dar asesoramiento genético a los padres.

4.6 Tratamiento.

Se ha reportado que el 90% de los pacientes que solo tienen tratamiento
dietético muere antes de los 12 afios de edad®. A lo largo de la década de los
80, la base del tratamiento fue el trasplante de higado, reportes en Quebec,
demuestran que mas del 92% sobreviven®®. En los afios recientes ha mejorado
de forma importante el conocimiento de las bases moleculares, la fisiopatologia
y especialmente el tratamiento de esta enfermedad. La terapia con el uso de 2-
(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)-1,3-ciclohexadiona (NTBC), un potente inhibidor
de la 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa que impide la formacién de metabolitos
téxicos (Figura 4), ha cambiado de manera radical la historia natural de la
HTI®.

El tratamiento con NTBC puede prevenir el desarrollo de la enfermedad
hepatica a largo plazo y reducir significativamente el riesgo de desarrollar
CHC®' en comparacién con el tratamiento dietético, ya que se ha descrito que a
pesar de una intervencion dietética temprana, la mayoria de los nifios no
tratados con NTBC eventualmente desarrollan cirrosis, aunque en tiempo
variable.®

Después de una fase aguda, la ingesta de fenilalanina y tirosina se valoran de
acuerdo al crecimiento del paciente y a sus niveles de tirosina en plasma.
Como una aproximacion, un minimo de alrededor de 90mg/kg/d de fenilalanina

mas tirosina es suficiente para el crecimiento normal en infantes.
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Ligeramente mas de la mitad de esta cantidad es proporcionada como
fenilalanina. El tratamiento se individualiza de acuerdo al estado metabdlico del
paciente y se lleva un control particular de los requerimientos de tirosina y
fenilalanina para el mantenimiento de tirosina plasmatica dentro del intervalo de

referencia con lo que se garantiza el crecimiento adecuado.*

Terapia dietética en pacientes no tratados con NTBC

El efecto de la restriccidon dietética de fenilalanina y tirosina sobre los resultados
a largo plazo no ha sido formalmente documentado, debido a la variabilidad en
la evolucién clinica y la falta de un marcador bioquimico confiable del control
metabdlico. La evidencia disponible sugiere que la terapia dietética mejora la
funcién tubular renal en algunos casos y de manera lenta, sin embargo, no
previene el progreso de las manifestaciones hepaticas.

Ademas de la restriccion dietética de tirosina y fenilalanina, la otra variable
principal en el control de la degradacion de tirosina es el estado metabdlico.
Bajo estrés catabdlico -como en los casos de infecciones, ayuno, cirugias, o
quemaduras- los musculos y 6rganos pueden liberar grandes cantidades de
aminoacidos, esta descarga de fenilalanina y tirosina endégena puede afectar
la capacidad metabdlica del cuerpo. La principal meta en la terapia de HTI es
evitar el catabolismo tisular proporcionando suficientes calorias para la
reparacion tisular durante estados catabdlicos y tratando la subyacente
condicién aguda.

Los niveles de metionina se normalizan con otras funciones hepaticas en los
dias y semanas siguientes al diagnostico y terapia. La restriccion en la ingesta
de metionina no se especifica, pero algunos investigadores la han restringido
cuando observan que la hipermetioninemia se prolonga.*

En los pacientes no tratados con NTBC, la tirosina en sangre y succinilacetona
son indicadores imprescindibles del estatus en el metabolismo intracelular de la
tirosina y las decisiones acerca de la dieta se basan en gran parte en la

evaluacion clinica del paciente.
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Trasplante hepatico

El trasplante de higado es un tratamiento efectivo para HTI resultando en una
mejoria clinica y bioquimica. Las indicaciones actuales para llevar a cabo el
trasplante son en aquellos pacientes que no responden a la terapia con NTBC,
el riesgo de malignidad y la mala calidad de vida relacionada con la restriccion
dietética y la frecuencia de muestreo de sangre®®. Algunos grupos han abogado
por el trasplante hepatico temprano para todos los pacientes con HTlI como
curativos de la enfermedad y de prevencion de las complicaciones de las crisis
neuroldgicas y evitar el dafio hepatico asi como el CHC. Sin embargo a nivel
renal, la disfuncién tubular y glomerular no es corregida por trasplante
hepatico,** los hallazgos en la excrecion urinaria residual de succinilacetona
han sugerido que puede contribuir a la disfuncién progresiva tubular.%®%® En
vista de la persistente excrecion urinaria de SA y los efectos nefrotéxicos por el
uso de inmunosupresores como tratamiento para prevenir el rechazo al
trasplante, se ha recomendado el seguimiento periddico de la funcién renal y la

reduccion de la terapia inmunosupresora post- trasplante.63

Aquellos pacientes con cirrosis micronodular son evaluados periddicamente
mediante técnicas de imagen para deteccion del desarrollo de distintos
nodulos. Una vez que los nodulos son detectados y se haya descartado
metastasis, los nifios son rapidamente puestos en la lista de espera para
trasplante. En algunos casos en los que el nédulo es accesible, la biopsia
puede ser una opcion. La falta de displasia o carcinoma en un ndédulo
examinado mediante biopsia puede reducir la urgencia del trasplante aunque

no necesariamente. Se conoce que la displasia es una condicion premaligna67.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas clinicas y bioquimicas de una cohorte de pacientes
mexicanos con Tirosinemia Tipo |

2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar los aminoacidos plasmaticos de muestras de plasma de
pacientes con sospecha de padecer HTI mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC).

e Determinar el perfil de acidos organicos urinarios mediante la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas

(GC/MS) en muestras de pacientes con sospecha de padecer HTI.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Estudio descriptivo, observacional y transversal.

Poblacién de Estudio.

Se incluyeron todos los pacientes con diagnéstico confirmado de HTI del
archivo histoérico del Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo y Tamiz de
1995 hasta el afio 2010.

Procedimiento

Se registraron los siguientes parametros: tipo de prueba metabdlica aplicada
que llevo al diagndstico: TNA (deteccion presintomatica o temprana) o tamiz
metabdlico (deteccion sintomatica), asi como las principales caracteristicas
clinicas y bioquimicas a través de la cuantificacion del perfil de aminoacidos
mediante HPLC y determinacion de acidos organicos y succinilacetona por
GC/MS.

3.2. Descripcion de las Metodologias Analiticas

3.2.1. CUANTIFICACION DE LOS AMINOACIDOS PLASMATICOS
MEDIANTE HPLC

Reactivos:

e Solucién de p-fluorofenilalanina 20 uM grado reactivo en metanol
(estandar interno).

e Metanol grado HPLC.

e Solucién sobresaturada de acido bérico pH=9.

¢ o-ftaldialdehido (OPA) 0.146mM en metanol: etanetiol; 98:2 (solucion
derivatizante).

e Tetrahidrofurano grado HPLC.

e Acetonitrilo grado HPLC.

e Fosfato monobasico de sodio monohidratado, grado reactivo.

o Fosfato dibasico de sodio anhidro, grado reactivo.

e Filtros de nylon con poro de 0.05um.
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Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma (St. Luis, MO, EUA) excepto el
metanol, el tetrahidrofurano y el acetonitrilo que fueron obtenidos de Caledon,
Ont. Canada vy los filtros de nylon (Titan, TN, EUA).

Equipo:
e Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion marca Waters modelo 2690.
e Detector de fluorescencia marca Waters modelo 474
e Fase estacionaria: Columna Phenomenex Kingsorb C18 de 150 x 4.6mm
con un diametro interno de 3 um.
e La deteccion de los aminoacidos se realizé a una longitud de onda de

exitacion de 338nm y una longitud de onda de emisién de 425nm.

Procesamiento de la muestra:

A una alicuota de 50 pL de plasma se le adicion6 1 mL de solucion del
estandar interno para precipitar las proteinas, se centrifugé por 10 min a 10,000
rpm (o 5376.0 g m/s%) a 4°C, se filtré utilizando filtros de nylon con poro de
0.05um, posteriormente se tomaron 100 L del filtrado y se les agregaron 20 uL
de la solucion amortiguadora de boratos y 20 pyL de ka solucién derivatizante.

Para el analisis cromatografico se utilizaron 10 uL de volumen de inyeccion.

Condiciones cromatograficas:

e Fase Movil.

Disolvente A Disolvente B
Amortiguador de fosfatos 0.02mM (pH Amortiguador de fosfatos 0.02mM (pH
7.0): tetrahidrofurano: agua; 91: 5: 4. 7.0): acetonitrilo: agua; 40: 5: 55.
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Condiciones del Gradiente:

TIEMPO FLUJO % A % B

(min) (mL/min)

Inicial 1.3 78 22
30 1.3 50 50
38 1.3 37 63
39 1.3 0 100
46 1.3 0 100
48 1.3 78 22

Temperatura de la columna: 45°C

Temperatura de la muestra: 4°C

3.2.2. DETECCION DE ACIDOS ORGANICOS URINARIOS Y

SUCCINILACETONA URINARIA MEDIANTE GC/MS

Reactivos:

Acido dodecanedidico 2mM (98% de pureza) en metanol grado HPLC
(estandar interno)

Hidrocloruro de 0-(2,3,4,5,6 — pentafluorobencil) — hidroxilamina grado
reactivo

Solucion de hidréxido de sodio 3N grado reactivo

Acido clorhidrico concentrado (37%) grado reactivo

Solucion sobresaturada de cloruro de sodio grado reactivo

Acetato de etilo grado HPLC

Solucion de hidréxido de sodio 0.05M en metanol grado HPLC
Bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida + 1% trimetilclorosilano (BSTFA +

TMS) grado reactivo

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma (St. Luis, MO, EUA), excepto el

acido clorhidrico (J.T.Baker, Edo. Mex. Mex), el acetato de etilo (Caledon, Ont.
Canada) y BSTFA + TMS (Regis, IL, USA).
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Equipo:
e Cromatégrafo de gases marca Agilent modelo 6890N
e Espectrometro de masas marca Agilent modelo 5973.
e Fase estacionaria: Columna capilar J & W modelo 1225532 DB — 5MS,
de (5% fenil) — metilpolisiloxano de 30m x 0.250mm de diametro x 0.25

um de espesor de pelicula.

e Fase movil: Gas Helio de ultra alta pureza.

Procesamiento de la muestra:

Debido a que los valores de la concentracion de acidos organicos urinarios se
reportan, por convencion internacional, en mmol/mol de creatinina, previo a su
extraccion, debe determinarse la concentracién de creatinina en orina®®.

La determinacién de creatinina se realizd mediante el método de Jaffe®. La
orina se hace reaccionar con picrato de sodio para obtener un compuesto que
da coloracion amarilla, cuya absorbancia se lee a 520 nm en un
espectrofotometro. Para obtener la concentracidn de creatinina urinaria, se
relaciona la absorbancia de una dilucion de creatinina de concentracién
conocida, con la absorbancia de la orina.

Para llevar a cabo la determinacion de los acidos organicos urinarios mediante
GC/MS es necesario que las muestras de orina tengan una concentracion de
metabolitos homogénea®’, para ello se toma como metabolito de referencia a la
creatinina. Se toma el volumen necesario de orina que contenga una

concentracion de creatinina de 0.06 mg/mL de acuerdo al siguiente calculo:

ML de orina que tienen una concentracion de creatinina 0.06mg/mL= [0.06 mg

creatinina / concentracion de creatinina (mg/mL)] * (1000uL/1mL)

A la orina se le adicionaron 20 uL de solucion de estandar interno 2 mM + 5 mg
de hidrocloruro de o- (2,3,4,5,6 — pentafluorobencil) — hidroxilamina para
obtener un compuesto derivado oximado de los acidos organicos,
posteriormente estos derivados oximados se extrajeron por duplicado utilizando

acetato de etilo.
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El disolvente se elimind por evaporacion en una campana de extraccion por 12
horas. Se llevo a cabo la reaccion de formacion de los derivados volatiles de
los acidos organicos mediante la adicion de 100uL de BSTFA + TMS a las
muestras secas. Al final de las 12h se realiz6é una dilucién 1:4 y se inyecté 1 uL

de esa dilucion en el cromatdgrafo de gases para su analisis.

Condiciones cromatograficas:

e Programa de temperatura: La temperatura inicial de la columna fue de
40°C por 5 min, la temperatura final de 280°C por 2 min, velocidad de
calentamiento 10°C por min.

e Temperatura del inyector: 250°C

e Temperatura de la linea de Tranferencia: 280°C

e Temperatura de la fuente de ionizacién: 150°C

e Tipo de inyeccion: Total (Splitless)

e Se realiza un monitoreo total de iones (“scan”) en el intervalo m/z de 45
a 650.
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4. RESULTADOS

Se encontrdé un total de quince pacientes con Tirosinemia Tipo |, 7 masculinos
(47%) y 8 femeninos (53%) en 15 familias los cuales fueron diagnosticados y/o
manejados en el Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo y Tamiz, se
document6 consanguinidad en dos de las 15 familias (13%). Dentro de los
datos de la historia familiar se encontr6 que 4 de los 15 pacientes (27%)

tuvieron algun hermano fallecido por problema hepatico inespecifico.

Tres de los 15 pacientes no tuvieron determinacion de aminoacidos
plasmaticos al momento del diagndstico y de un caso no se cuenta con el

expediente clinico.

Todos los pacientes fueron diagnosticados por presentar historia clinica que

hizo sospechar al médico de la presencia de un Error Innato del Metabolismo.

Datos geograficos
Se documentd que de 13 de los 15 pacientes (77%) provenia de algun estado
de la Republica Mexicana, mientras que el resto fue originario de la Ciudad de

México o de la zona conurbada. (Tabla 6).

Tabla 6. Procedencia de pacientes con HTI.

Procedencia Num. de Porcentaje
pacientes
Colima 1 8
Distrito Federal (DF) 3 23
Edo. Mex 4 31
Guanajuato 1 8
Guerrero 1 8
Morelos 1 8
Tabasco 1 8
Veracruz 1 8
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Diagnéstico bioquimico

La presencia de HTI se sospechd en base al cuadro clinico que presentaron los
pacientes, con el fin de confirmar o descartar la enfermedad se realizé la
determinacion del perfil de acidos organicos urinarios mediante GC/MS vy la
cuantificacion de aminoacidos por HPLC.

Analisis de los acidos organicos y la succinilacetona por GC/MS

La separacion de los acidos organicos urinarios se realizd mediante la
cromatografia de gases en donde se observd una importante elevacion de los
metabolitos de la tirosina: acidos 4- hidroxifenil-acético, 4-hidroxifenil-lactico, 4
hidroxifenil-piravico y succinilacetona, los cuales fueron eluidos en un tiempo
de retencion de 19.7 min, 22.5 min, 24.0 min y 27.9 minutos respectivamente.
En la Figura 8 se compara el perfil urinario caracteristico de un paciente con

HTI (en color negro) con el de un individuo sano (en color verde).
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Figura 8. Cromatograma de un paciente con HTl comparado con un individuo
sano. Los picos sefialados corresponden a 1. Acido 4-Hidroxifenil-acético 2. Acido 4-

Hidroxifenil-lactico 3. Acido 4-Hidroxifenil-piruvico 4. Succinilacetona.
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Posterior al paso cromatografico se realizo la identificacion de los metabolitos
antes mencionados mediante el espectrometro de masas, el cual cuenta con
una fuente de ionizacion fuerte. Esta técnica genera fragmentos especificos
para cada compuesto analizado, lo que permite su identificacion.

La Figura 9 ilustra el espectro de masas de la SA en su forma derivatizada
dioximada y con 3 moléculas de TMS (tri-TMS) obtenida por GC/MS. EIl patron
de fragmentacion se caracteriza por el ion molecular con una m/z de 620. Los

iones 181 y 73 corresponden a fragmentos de BSTFA y TMS respectivamente.

Abundance

000 K

8000
7000 Pt Bf
€
EO00 Fo Fo
BO00 e N N 0 CH,
'l:' CH.CH,~C =0} "\ll:'Hl
4000 ' CH,
3000
2000

.
1000

E20
327385 h7E
o . 500 100 150 200 250 300 350 400 450 S00 550 GO0

43 gp7 96

Figura 9. Espectro de masa de la Succinilacetona TMS — dioxima.

Analisis de los aminoacidos por HPLC
Se realizé la cuantificacion de aminoacidos plasmaticos a 12 de los 15

pacientes.
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Figura 10. Cromatograma de aminoacidos plasmaticos de un paciente con HTI (color

azul) comparado con un individuo sano (color negro).
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En la Figura 10 se muestra el cromatograma caracteristico de un paciente con
HTI en el que se compara el perfil de aminoacidos de un individuo sano con el
de un paciente con HTI en donde se observa la elevacion de tirosina. Los

valores de referencia utilizados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores de referencia de los aminoacidos plasmaticos’®

Aminoacido Intervalo normal (uM)

1 Acido Glutéamico 10 -133
2 Asparagina 21-95
3 Histidina 41 -101
4 Glutamina 246 - 1182
5 Citrulina 3-35

6 Arginina 12-133
7 Glicina 81-436
8 Treonina 33-128
9 Alanina 143 - 439
10 Tirosina 22 -108
11 Valina 64 - 294
12 Metionina 9-42
13 Isoleucina 31-86
14 Triptofano 23-71
15 Leucina 47 — 155
16 Fenilalanina 31-75
17 Ornitina 22 -103
18 Lisina 52 - 196

Los aminoacidos que se encontraron elevados al momento del diagndstico

fueron: tirosina, fenilalanina y metionina (Figura 11).
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Figura 11. Concentracion de aminoacidos plasmaticos de importancia clinica en HTI
de 12 pacientes al momento del diagnostico. (A) Tirosina (promedio= 380uM), (B)
Fenilalanina (promedio = 124uM) y (C) Metionina (promedio= 211uM). Las lineas

horizontales representan el intervalo de referencia para cada aminoacido.
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Edad de inicio de los sintomas y diagndstico

La edad en la que los pacientes presentaron los primeros sintomas vario de los
9 dias a los 15 meses con un promedio de 10 meses.

De los 15 pacientes estudiados solamente uno fue diagnosticado en la etapa
neonatal (primeros 30 dias de vida); 12/15 fueron diagnosticados entre el mes y
los 2 afios de vida (etapa lactante) y 2/15 fueron diagnosticados en la etapa
pre-escolar (mayores a dos afios y menores a 6 anos). EI promedio de edad al
diagnostico fue de 20 meses (1 meses- 5 anos).

En promedio transcurrieron 10 meses entre el inicio de los sintomas y el

momento del diagndstico (Figura 12).

|
©)
[

Pacientes

0 T T T T |
0 5 10 15 20 57

Tiempo (meses)

® Edad al diagnodstico (meses)
O Edad de inicio de sintomas (meses)

Figura 12. Comparacion de la edad de inicio del padecimiento con la edad al momento

del diagndstico para cada uno de los pacientes con HTI.
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Tipo de sintomas presentados al momento del diagnostico

El 100% de los pacientes presenté alguna anomalia hepatica y bioquimica,
seguido de las manifestaciones generales como falla para crecer (60%), el 87%
de los pacientes presentaron anomalias renales (13/15) y siete pacientes (47%)
presentaron alguna manifestacioén neurolégica (Figura 13).

El érgano que se vio mas afectado fue el higado, siendo la hepatomegalia el
signo mas frecuente seguida de cirrosis. A 6/15 pacientes se les realizé por lo
menos una de las siguientes pruebas de funcidn hepatica: cuantificacion de
bilirrubina directa (4/15), tiempos de coagulacién (6/15), transaminasas
hepaticas (5/15), concentracion de fosfatasa alcalina (6/15) y a-fetoproteina
(3/15) (Tabla 8).

Tabla 8. Pruebas de funcién hepatica realizadas a los pacientes con HTI.

Estudio Promedio Valor de
referencia
Bilirrubina directa 3 < 0.25mg/dL
Tiempo de protrombina 46 13-17seg
Tiempo parcial de tromboplastina 76 30-43seg
Alanina amino transferasa (ALT) 202 18 U/L
Aspartato amino transferasa (AST) 513 16 U/L
Fosfatasa alcalina 1144 <400 U/L
a-fetoproteina 107562 <40 ug/L

Los biomarcadores de dafo renal encontrados en los pacientes fueron
aminoaciduria generalizada (9/15), presencia de azucares reductores en la

orina (4/15) y rifones hipertroficos (2/15).

Las manifestaciones neuroldgicas que se presentaron con mayor frecuencia
entre los pacientes estudiados corresponden a las crisis convulsivas; dentro de
las anormalidades de laboratorio la mayoria de los pacientes tuvo anemia y la

mitad de ellos presentd hipoglucemia (Figura 13).
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Figura 13. Cuadro clinico de pacientes con HTI al momento del diagndstico.
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Biopsia Hepatica.

A 10/15 pacientes se les realizé biopsia hepatica (67%), el 80% de ellos
presentaron cirrosis hepatica y en el 50% de los casos se presentd esteatosis.
Cabe destacar que ninguno presentd carcinoma hepatocelular al momento de
dicha biopsia.

Tabla 9. Resultados de las biopsias hepaticas de los pacientes con HTI.

Dx. Compatible con hemocromatosis. En el lobulillo los hepatocitos estan distendidos,

2 muestran transformacién gigantocelular y colestasis intracitoplasmatica e intracanalicular.
4 Cirrosis hepatica con actividad moderada secundaria a enfermedad metabdlica.
Dx. Cirrosis hépatica macronodular con cambios regenerativos acentuados compatibles con
5 Tirosinemia. Hay nodulos de regeneracion gruesa bandas de fibrosis, atrapamiento de
hepatocitos entre fibrosis
Dx. Cirrosis metabdlica. Los cortes muestran distorsién de la arquitectura lobulillar por
presencia de ndédulos de hepatocitos de tamafo variable que estan separados por tabiques
7 delgados de tejido conjuntivo. Algunos nédulos muestran esteatosis macrovesicular
acentuado, otros no presentan esteatosis. Hepatocitos con pérdida de relacién nucleo-
citoplasma.
8 Cirrosis micronodular activa, esteatosis macrovesicular.
Cirrosis hepatica secundaria a enfermedad metabdlica consistente con tirosinosis con
0 displasia leve, focal.
Estudio de ecogenicidad: Dafo hepatico crénico multinodular, hipertension portal vy
nefromegalia.
T Cirrosis hepatica micro y macronodular con degeneracion vacuolar de los hepatocitos y
esteatosis.
Dx. Cirrosis micronodular. La estructura lobulillar esta alterada, se observa un nédulo de
12 regeneracion y gruesas bandas de fibrosis, hepatocitos con esteatosis degeneracion vacuolar
del citoplasma.
“ Hepatitis neonatal de células gigantes con colestasis acentuada, proliferacién de conductos
(universal), fibrosis portal severa y siderosis
15 Cirrosis de nédulos irregulares con actividad moderada, esteatosis predominantemente

macrovesicular grado Ill.
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Tratamiento

El 93% de los pacientes recibieron tratamiento nutricional con dietas
restringidas en proteina, de los cuales el 50% recibi® una dieta con
suplementacion de aminoacidos esenciales mediante férmula libre de
fenilalanina y tirosina, personalizada y calculada por un experto en nutricion

metabdlica.

Ninguno de los pacientes recibié tratamiento farmacolégico con NTBC.

El 20% de los pacientes (3/15) fueron tratados mediante trasplante hepatico. El
primero de ellos desarrollé una enfermedad linfoproliferativa post-trasplante y el
segundo de ellos fue una nifa a la cual se le realizé un trasplante ortotdpico,
proveniente de un donante cadavérico a la edad de dos afios 8 meses, previo
al trasplante, la paciente presentaba cirrosis y posterior al mismo presentd
hepatocarcinoma con metastasis a la edad de tres anos. El tercer paciente
trasplantado no regres6 a sus consultas de seguimiento y no se tiene

informacion de su evolucion.

Mortalidad

La cohorte estudiada presenté una mortalidad del 73%, de los 15 pacientes 11
fallecieron (Figura 14). El promedio de edad al fallecimiento fue de 2 afios 9

meses con una probabilidad de sobrevida posterior al diagnéstico de 23 meses

en promedio.
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Figura 14. Curva de sobrevida de los pacientes con HTI.

La causa de muerte se identific6 en 6/11 pacientes (Tabla 10), de los 5
pacientes restantes no se cuenta con el acta de defuncién. Entre las causas de
la muerte se encontraron choque hemorragico (3/6), falla organica multiple
(1/6), enfermedad linfoproliferativa post-trasplante (1/6) y choque séptico post-

trasplante (1/6).

Tabla 10. Causas de fallecimiento de pacientes con HTI.
' Coagulacion intravascular diseminada, choque hemorragico,

21 Hemacromatosis. Con acidosis metabdlica compensada

Choque hipovolémico. Con Sindrome de Fanconi, Enfermedad diarréica
aguda, cirrosis hepatica, raquitismo hipofosfatémico, acidosis tubular renal,
4 choque séptico, hipoglucemia, plaquetopenia, neutropenia, hipokalemia,

hipocalcemia

6 Sepsis, falla organica multiple y carcinoma hepatocelular

Hemorragia Pulmonar, Sepsis, Cirrosis Hepatica, Tirosinemia, Sx.

10 Colestasico
1 Enfemadad linfoproliferativa post-trasplante
12 Choque séptico, Sindrome hemolitico. Posterior a Trasplante hepatico

Los sobrevivientes actualmente tienen 1a 4m, 3a 5m, 5a9m, 6a2m de edad y

dos de ellos se encuentran en lista de espera para trasplante hepatico.
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5. DISCUSION.

La devastadora historia natural de la Tirosinemia Tipo | aun se observa en los
pacientes mexicanos, si no es detectada y tratada a tiempo, los pacientes que
la padecen mueren antes de los dos afnos de edad a causa del dafio hepatico
progresivo.>

La HTI forma parte del grupo de las enfermedades “raras” (incidencia igual o
menor de 5 casos por cada 10,000 habitantes),71 tiene una prevalencia mundial
de 1:100,000 recién nacidos, aunque existen regiones especificas como
Saguenay-Lac en Quebec Canada que presentan una frecuencia de portadores
del gen mutado de 1:20 habitantes como consecuencia de la endogamia y la
presencia de un complejo efecto fundador.”> En México no existen estudios
poblacionales que permitan conocer la prevalencia de la HTI.

En el presente trabajo, el 23% de los pacientes estudiados fueron originarios
del DF y el area conurbada (Tabla 6), este pequefio numero de pacientes
analizados, no nos permite hacer inferencias epidemiologicas; sin embargo,
estos resultados si podrian explicarse por la cercania de los lugares de
residencia de los pacientes al centro de referencia, el cual se encuentra
centralizado.

El metabolito patognomaonico para la confirmacion de HTI es la succinilacetona
en la orina.?’ Todos los pacientes que conforman la cohorte estudiada
presentaron cantidades elevadas de SA urinaria al momento del diagndstico.
Es importante notar que la adecuada recoleccién y manejo de las muestras
para la busqueda de succinilacetona es de critica importancia debido a que es
un metabolito sumamente volatil, lo que puede generar resultados falsos
negativos si las muestras no se congelan de inmediato después de su

recoleccion.

El promedio de la edad al inicio de los sintomas fue de 10 meses, sin embargo,
los pacientes fueron diagnosticados a los 20 meses de edad en promedio
(Fig.12). Este retraso evidencia la dificultad diagndstica de la enfermedad
debido a que el cuadro clinico de tipo hepatico es poco especifico de la
enfermedad®® y debido a la baja frecuencia de la enfermedad los médicos no la

consideran en el diagndstico diferencial, por otro lado, la determinacion de
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succinilacetona es una prueba que implica tanto personal como infraestructura

especializados y solo se realiza en 2 centros de referencia en México.”>™

Cuadro clinico

Todos los pacientes estudiados presentaron concentraciones plasmaticas
elevadas de tirosina, metionina y fenilalanina al momento del diagndstico
(Fig.11), se encuentra reportado en la literatura que estas elevaciones son
atribuibles a la disfuncion hepatica generalizada.” Es importante destacar que
la elevacion aislada de la tirosina en la sangre no es indicativa de HTI. Existen
varias condiciones que pueden causar hipertirosinemia, ya sean adquiridas,

7877 o] escorbuto, la Tirosinemia

como las dietas con alto aporte proteico,
transitoria del recién nacido,?' o heredadas, como las Tirosinemias Tipos Il y Il

Hipertiroidismo, Enfermedad de Wilson y Galactosemia.”

Los principales signos encontrados en los pacientes estudiados fueron de tipo
hepatico progresivos (Tabla 8 y Fig.13), la hepato-esplenomegalia fue el signo
mas frecuente seguida de cirrosis, estos hallazgos coinciden con lo reportado
en la literatura.?® Una posible explicacion al dafio hepatico es el mecanismo de
proteccion que surge debido a la agresién directa de los metabolitos toxicos
proximos al bloqueo metabdlico provocando que el higado acumule colageno,
fendmeno conocido como fibrosis, lo que da lugar a una importante interrupcion
del flujo sanguineo y a un deterioro de la difusién de solutos entre los
hepatocitos y el plasma. A medida que la fibrosis progresa, el higado se
subdivide en ndédulos de hepatocitos en regeneracién rodeados por tejido
cicatrizal, lo que se conoce como cirrosis.”® La esplenomegalia se observo en
combinacion con el dano hepatico, una posible explicacidon a este hallazgo
puede ser por la existencia de hipertension portal secundaria a la cirrosis,
cuando el tejido hepatico se encuentra deteriorado, el flujo sanguineo se ve
desviado hacia el bazo y por consecuencia hay un aumento en el tamafo de

éste 6rgano.”
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El 13% de los pacientes desarroll6 carcinoma hepatocelular. Existen varias
hipétesis que tratan de explicar los mecanismos de hepato-toxicidad® las
cuales estan enfocadas en el fumarilacetoacetato, debido a que poseen grupos
carbonilo a, B-insaturados que les confieren propiedades hidrofilicas y una
potencial actividad biolégica como la alquilacion del acido desoxirribonucléico
(ADN) vy la disrupcion del sistema antioxidante del glutation. Jorquera y
colaboradores realizaron experimentos tanto en cultivos de células hepaticas
humanas como en los de ratones y encontraron que el fumarilacetoacetato
induce apoptosis y mutagénesis, también encontraron que estos efectos son

dosis-dependientes y se exacerban con la deplecién de glutation.?

Por otro lado, es importante destacar que el cuadro clinico hepatico puede ser
confundido o sub-diagnosticado con otras patologias por lo que es importante

que el médico realice el diagnéstico diferencial de la enfermedad.?’

El dafo renal encontrado en nuestros pacientes coincide con otras series

reportadas.*®>°

Este hallazgo puede explicarse por Ila accion del
maleilacetoacetato, el cual es un derivado del acido maleico. Este compuesto
ha sido utilizado experimentalmente para la generacion de un modelo animal
de Sindrome de Fanconi desde los afos 60 y se sabe que causa
vasoconstriccion arteriolar aferente mediante el aumento de los niveles locales
de adenosina y AMP ciclico, lo que induce la liberacidon de renina causando un

dafio isquémico crénico en la nefrona.?®

Con respecto a las anormalidades neurolégicas, las crisis convulsivas fueron el
signo mas frecuente en la cohorte estudiada (Fig.13) este hallazgo no coincide
con la literatura,®® sin embargo, Mitchell y colaboradores reportan que las crisis
convulsivas a menudo pueden ser confundidas con hipertonia durante la cual

los pacientes permanecen conscientes.?’

En ninguno de los pacientes se
documentd dolor o crisis neurolégicas en comparacion con otros autores,
quienes encontraron la ocurrencia de estos episodios en un 42% de sus

pacientes con HTI.%6
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En cuanto a las anormalidades generales se encontré que el 60% de los
pacientes presento retraso estatural y ponderal posiblemente esto se deba al
defecto generalizado en la funcién tubular renal que puede asociarse en la
reduccion en el transporte de los aminoacidos, la glucosa y el fosfato y de
como resultado lo que se conoce como el Sindrome de Fanconi, los nifios con
este sindrome suelen presentar falla en el crecimiento, raquitismo y sintomas

relacionados con la hipopotasemia.®

Biopsia hepatica

Al ser el higado el érgano mas comprometido en la HTI, la biopsia hepatica
resulta una herramienta util tanto en el apoyo diagnéstico como para evaluar el
grado de afectacion hepatica. El higado de los pacientes con HTI va teniendo
todo un espectro de cambios tanto a nivel macro como microscopico a medida
que la enfermedad progresa.?"? La cirrosis fue el hallazgo mas frecuente en la
biopsia de los pacientes estudiados seguida de esteatosis. Estos resultados
coinciden con la arquitectura del higado que reportan otros autores®® como

evidencia del grave e irreversible dano hepatico que provoca la enfermedad.

Todo este espectro de signos y sintomas progresivos que presentaron los
pacientes refleja la necesidad de implementar en México programas eficientes
de deteccion presintomatica. En México son pocas las instituciones del sector
publico y privado que incluyen a la Tirosinemia Tipo | en su programa de Tamiz
Neonatal el cual es muy costoso y solamente una pequefia proporcion de la
poblacion puede tener acceso.?* Este hecho impacta de manera importante en
la salud de los pacientes debido a que todos ellos presentaron signos de dafio
hepatico irreversible al momento del diagndstico. Joshi y colaboradores afirman
que el diagndstico temprano retrasa la historia natural de la enfermedad debido

a que permite la instauracion del tratamiento de manera oportuna.®
Tratamiento

Terapia Nutricional
Todos los pacientes tuvieron tratamientos nutricionales muy diversos, el 50%

fueron tratados con dietas totalmente restringidas en proteina por largos
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periodos de tiempo y sin suplementacidn de aminoacidos esenciales con
alguna de las férmulas especiales libres de tirosina y fenilalanina; dichas dietas
no fueron calculadas por nutribdlogos metabdlicos especializados, como
consecuencia, todos ellos presentaron datos de desnutricibn como retraso
estatural y ponderal ademas de anemia (Fig. 13). Se sabe que una ingesta
inadecuada de proteinas puede resultar en falla para crecer, pérdida de peso y

disminucion de la tolerancia a la tirosina y fenilalanina.®

Otro aspecto importante de la terapia dietética es que ésta no previene el
desarrollo de falla hepatica y el carcinoma hepatocelular.®”*° Ademas, se ha
reportado que 90% de los pacientes que son tratados Unicamente con terapia

nutricional mueren antes de los 12 afios de edad.?®

Trasplante hepatico

El trasplante hepatico esta considerado como una opcion terapéutica para los
pacientes con HTI debido a que ha demostrado ser efectivo en muchos casos
con un 85% de supervivencia a largo plazo, normaliza el metabolismo hepatico
y previene el desarrollo de carcinoma hepatocelular.®® Este tratamiento esta
indicado en los pacientes con HTI cuando se presenta falla hepatica aguda o
cronica, enfermedad hepatica progresiva, crisis neurolégicas, falla renal
progresiva y riesgo de desarrollar células malignas.®

Una pequefia proporcion de los pacientes estudiados (3/15) tuvo acceso a este
tratamiento por presentar falla hepatica, sin embargo, dos de ellos fallecieron,
uno de ellos por metastasis generalizada secundaria a carcinoma hepatocelular
y otro por enfermedad linfoproliferativa post trasplante. Existen reportes de
pacientes que han fallecido por recurrencia de cancer a pesar del trasplante.*’
Es importante destacar que para llevar a cabo exitosamente este tipo de
tratamiento se debe considerar que la institucion en donde se llevara a cabo
cuente con el personal y la infraestructura especializados en trasplante
hepatico pediatrico, este aspecto es crucial para lograr una mejoria real en la

calidad de vida del paciente.®
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Terapia farmacolégica con NTBC

En 1992 se descubrié que el NTBC es capaz de inhibir la ruta de degradacion
de la tirosina evitando la formacion de productos hepatotéxicos y nefrotoxicos®.
Desde entonces, se ha convertido en el tratamiento de primera eleccion, mas
de 300 pacientes en todo el mundo han sido tratados con éste farmaco y la
mayoria muestra signos de mejoramiento en la funcién hepatica,”® aunque
algunos pacientes han desarrollado carcinoma hepatocelular a pesar del
tratamiento®®, lo que sugiere que el NTBC solo retrasa la progresién de la
enfermedad, no la previene.

En paises que disponen del tratamiento farmacoldgico con NTBC, el trasplante
hepatico ha dejado de ser la primer opcion terapéutica y solamente esta
indicado en pacientes que no responden al NTBC, en aquellos que presentan
alto riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular y en quienes tienen una
pobre calidad de vida en relacion a la restriccion dietética, al numero de visitas
al hospital y a la frecuencia de extraccién de sangre.®®

Las unicas opciones terapéuticas en México son la terapia nutricional y el
trasplante hepatico. Una de las posibles explicaciones a la indisponibilidad del
NTBC esta considerado dentro del grupo de las “drogas huérfanas”. Esta
denominacion se les atribuye a los farmacos que benefician a los pacientes con
enfermedades raras y por lo tanto la inversion para su desarrollo, fabricacién,
venta y distribucion no representan una ganancia significativa para las
compaiiias farmacéuticas.®’ Los organismos legislativos de los paises que han
logrado que drogas huérfanas como el NTBC sean una opcion terapéutica
disponible para los pacientes ha sido a través de incentivos como la extensién
de la exclusividad de venta por mas afios y exencion de pago de algunos
impuestos a las compafias farmacéuticas que hagan investigacion para el

desarrollo de estos medicamentos.®?
Mortalidad y sobrevida

Nuestros resultados muestran una elevada mortalidad (73%) en los primeros
afios de vida; una vez diagnosticados, los pacientes fallecieron dos afios
después con una probabilidad de sobrevida del 25% (Fig.14). Haciendo una

comparacion con otras series reportadas encontramos que la mortalidad
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encontrada coincide con estudios de la década de los 90%"?® lo que quiere decir
que en México tenemos un retraso de 20 afios en el diagndstico y tratamiento
de la HTIL. En la actualidad existen estudios que reportan de 80 a 90% de
sobrevivencia con tratamiento mediante trasplante hepatico y tratamiento

farmacolégico con NTBC o la combinacién de ambos.®

Dentro de las causas de muerte se encontré el choque hemorragico, el cual
pudo deberse a una deficiencia en la cascada de la coagulacion secundaria a
la grave afectacion hepatica, asi como la falla organica multiple donde dos o
mas organos vitales pierden su capacidad para realizar sus funciones, se sabe
que la sepsis es la principal causa de la falla organica y como factores
predisponentes se encuentran la edad, la desnutricion, los estados de
inmunodepresion y tener una enfermedad cronica®. La enfermedad
linfoproliferativa post-trasplante es debida a una complicacién del tratamiento
inmunosupresor asociado al virus de Epstein — Barr que infecta de manera
latente los linfocitos B que proliferan hasta desarrollar un linfoma.®* Estas

causas de muerte encontradas ya han sido reportadas previamente.®®

Dos de los tres pacientes trasplantados fallecieron (67%). Esta mortalidad
encontrada es mucho mayor a lo publicado por Mitchell y colaboradores
quienes reportan que aun en las condiciones 6ptimas, el trasplante hepatico
esta asociado a una mortalidad del 10 al 15%.?" Esto evidencia la complejidad

en el manejo del paciente con una enfermedad metabdlica post-trasplantado.

En cuanto a los sobrevivientes, la literatura revela que los pacientes tratados
unicamente con terapia nutricional o farmacolégica tienen un marcado
incremento en el riesgo de presentar carcinoma hepatocelular.®® Actualmente
dos de los 4 sobrevivientes de la cohorte estudiada se encuentran en lista de
espera de trasplante, se encuentra documentado que en los casos donde es
posible realizarlo la sobrevida puede aumentar®® sin embargo, este se debe de
realizar tomando las precauciones necesarias para que sea un tratamiento

exitoso, evite el deterioro de la salud del paciente y mejore su calidad de vida.
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CONCLUSIONES

La devastadora historia natural de la Tirosinemia Tipo | aun se observa en los
pacientes mexicanos debido a que aun no es diagnosticada a tiempo y tratada
de manera adecuada. Nuestros resultados son consistentes con la literatura,
todos los pacientes presentaron dafno hepatico progresivo asociado a una alta
mortalidad. Es evidente la necesidad de contar con programas de tamiz
neonatal para la deteccion temprana de la enfermedad en combinacién con un
tratamiento oportuno, disponibilidad de drogas huérfanas como el NTBC,
adecuado seguimiento, asesoramiento genético y guias de practica clinica para
los médicos que son el primer contacto con el paciente, con el fin de que
puedan sospechar la enfermedad, retrasar su progresion y mejorar la calidad

de vida de los pacientes.
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GLOSARIO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

4HPPD: p-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AFP: Alfa-fetoproteina

ALA: Acido 8-aminolevulinico

BSTFA: bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida

CHC: Carcinoma Hepatocelular

cDNA: Acido Desoxirribonucleico complementario
EIM: Errores Innatos del Metabolismo

ESI: Electrospray

FAA: Fumarilacetoacetato

FAH: Fumarilacetoacetato Hidrolasa

GC/MS: Gas Chromatography/Mass Spectrometry
Glu: Acido Glutamico

His: Histidina

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
HT: Hipertirosinemia

HTI: Tirosinemia Tipo |

Km: Constante de Michaelis-Menten

LCR: Liquido Cefalorraquideo

MAI: Maleilacetoacetato Isomerasa

MS/MS: Espectrometria de Masas en Tandem
NTBC: 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)-1,3-ciclohexadiona
OPA: o-ftaldialdehido

PAH: Fenilalanina Hidroxilasa

PBG-S: Porfobilinégeno Sintetasa

PCR: Polymerase Chain Reaction

PHE: Fenilalanina

SA: Succinilacetona

RT - PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Transcripcion Reversa
TAT: Tirosina Aminotransferasa

TMS: Trimetilclorosilano

TN: Tamiz Neonatal

TNA: Tamiz Neonatal Ampliado

TYR: Tirosina
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ANEXO 1

Concentracién de los aminoacidos elevados al momento del diagnéstico

Paciente TYR PHE MET
(22 — 108uM) (31 = 75uM) (9 — 42uM)

1 227 123 17

2 702 129 248

3 247 104 60

4 212 76 54

5 199 70 38

6 545 248 132

8 510 121 574

9 192 48 35

10 137 42 28

11 408 155 107

12 384 175 58
13 729 215 1182
Promedio 374.3 2111 125.5
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ANEXO I

Cromatogramas gases de los pacientes diagnosticados durante la
realizacion de la tesis.

e Paciente 2

Slourclamce
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Perfil urinario del paciente 2. Los picos sefialados corresponden al 1. Acido 4-
Hidroxifenil-acético 2. Acido 4-Hidroxifenil-lactico 3. Acido 4-Hidroxifenil-piruvico.4 El

pico con un tiempo al rededor de 28.0 min corresponde al de la succinilacetona.
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Cromatograma de gases del paciente 2 extrayendo el ion molecular 620 de la
succinilacetona
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Espectro de masas de la succinilacetona del paciente 2.

e Paciente 3
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Perfil urinario del paciente 3. Los picos sefialados corresponden al 1. Acido 4-
Hidroxifenil-acético 2. Acido 4-Hidroxifenil-lactico 3. Acido 4-Hidroxifenil-piruvico.4 El

pico con un tiempo al rededor de 28.0 min corresponde al de la succinilacetona.
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Cromatograma de gases del paciente 3 extrayendo el ion molecular 620 de la
succinilacetona el cual muestra 3 isomeros.
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Espectro de masas del la succinilacetona del paciente 3, el ion molecular 620
corresponde al de la SA.
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