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RESUMEN

Las Acidurias Organicas (AO) son un grupo de errores innatos del metabolismo (EIM) que
alteran el equilibrio acido-base y trastornan las vias metabolicas intracelulares. Los pacientes
que las presentan pueden presentar sintomas agudos, tales como letargo, hipotonia, taquipnea o
convulsiones desde el periodo neonatal que podrian ser fatales si no son detectados y tratados
oportunamente. Los sobrevivientes pueden presentar secuelas neurologicas irreversibles como

retraso en el desarrollo psicomotor.

El analisis de acidos organicos (AO’s) urinarios mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CGEM) es fundamental para el diagnostico y seguimiento de las AO.
El estudio se realiza en muestras de orina liquida (OL) de reciente emisién o en su defecto en
orina que ha sido congelada para su transporte cuando proviene del interior de la republica, para
evitar el cambio de composicion de sus metabolitos. El Instituto Nacional de Pediatria (INP) es
el centro de referencia de estos padecimientos, y es la institucidn que en nuestro pais cuenta con
mayor experiencia en el diagndstico de dichas enfermedades, y realiza este tipo de estudios a
nifios, tanto del area metropolitana como del resto del pais. Hemos observado que en la practica
cotidiana, el envio de dichas muestras congeladas implica graves obstaculos y problemas de
indole variada, que van desde la renuencia de las compaifiias de mensajeria a manejar redes frias,
hasta la mezcla de las orinas con los hielos que utilizan para preservarlas, ademas del alto costo
que implica enviar paquetes voluminosos. Se sabe que el papel filtro es un excelente medio de
transporte de fluidos bioldgicos, por lo tanto las muestras de orina en papel filtro (OPF) son

mucho mas faciles de manejar y transportar.

El objetivo del presente trabajo fue implementar y evaluar una metodologia que permita la
extraccion eficiente de los AO’s a partir de muestras de orina colectadas en papel filtro (PF),
para su analisis por CGEM. Para lo anterior, se preparé una mezcla de orina adicionada con
cantidades conocidas de diferentes estindares de AO’s. De esta orina de trabajo se tomaron
alicuotas de 2mL para impregnar piezas de PF que posteriormente se analizaron de manera
simultanea con OL por medio de CGEM y se determind el porcentaje de recuperacion en
relacion con la OL; también se determind la estabilidad de la orina colectada en PF y
almacenada a diferentes tiempos (dias cero, 7, 14, 21 y 28); todo lo anterior a 3 concentraciones
diferentes. Con la finalidad de comprobar la utilidad de este tipo de muestras para evaluacion
bioquimica a distancia, se procesaron 38 muestras de OPF de pacientes con sospecha de AO

provenientes de diferentes estados de la Republica Mexicana.



En promedio los AO se recuperaron de la OPF en un 100% (96-103), la reproducibilidad del
método fue aceptable, con un coeficiente de variacion menor al 20% en las tres concentraciones
de trabajo; para todos los AO’s se encontrd un coeficiente de correlacion mayor de 0.9,

indicando una correlacion lineal entre la OL y la OPF

Entre la concentracion de creatinina de OL y la de OPF, se encontrd una correlacion de 0.99 en

el intervalo de concentraciones estudiado.

Los porcentajes de estabilidad de los AO’s fueron en promedio 102% para las tres

concentraciones de trabajo, con coeficientes de variacion menores a 20% en todos los casos.

De los 38 pacientes 23 fueron positivos: 14 con deficiencia de 3-metilcrotonil carboxilasa (3-
MCC), 3 con aciduria isovalérica (AIV) y sélo 1 caso de enfermedad con olor a jarabe de maple
(EOJM), aciduria glutarica I (AG I), aciduria propionica (AP), aciduria 3-OH-3-metil glutarica
(HL), aciduria lactica (AL) y deficiencia de 3-metil-3OH-butiril-CoA deshidrogenasa.

Este método demostrd ser util para la evaluacion bioquimica a distancia de pacientes con
sospecha de AO. Asi mismo, permite el facil transporte de las muestras de orina evitando su

descomposicion, con un tiempo transcurrido entre envio y recepcion demuestra de 2 dias.

La difusién y aplicacion del método implementado en el presente trabajo en todas las
instituciones de salud de nuestro pais, podria resolver algunos de los muchos obstaculos que
enfrentan los pacientes foraneos con EIM y contribuir a la agilizacion del diagnostico y
seguimiento de estos pacientes, lo cual permitiria instaurar el tratamiento lo mas oportunamente

posible y aminorar las secuelas neurologicas irreversibles que causan las AO.



Anexo 1. Abreviaturas

3-MCC Deficiencia de 3-metil-crotonil carboxilasa

ADN Acido desoxirribonucleico

AF Aciduria fumarica

AG Aciduria glutarica

AlV Aciduria isovalérica

AMM Aciduria metilmalonica

AO Acidurias organicas

AO’s Acidos organicos

AP Aciduria propionica

AS Aciduria succinica

BCAA Aminoacidos de cadena ramificada (branched-chain amino acids)
BCKA a-cetoacidos de cadena ramificada (branched-chain a-keto acids)
BCKD complejo enzimatico deshidrogenasa de a-cetoacidos de cadena

ramificada (branched-chain a-ketoacids complex)

BSFTA Bis-(trimetisilil) trifluoroacetamida

C3 Propionilcarnitina

Cs Isovalerilcarnitina

C50H 3-metil-crotonilglicina

Cs:1 Tiglilcarnitina

C6DC Adipilcarnitina

Cbl Cobalamina

CG Cromatografo de gases

CGEM Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
Cv Coeficiente de variacion

EIM Errores innatos del metabolismo

EM Espectrometria de masas

EOJM Enfermedad con olor a jarabe de maple

HL Aciduria 3-OH-3-metil glutarica

HMG 3-OH-3-metilglutaril

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion (high performance

liquid chromatography)
INP Instituto Nacional de Pediatria



LLOQ
LEIMyT
MCC
MeCbl
ND
NAD
NADH
OL
OPF
PCR
PF
TCII
T™MS
TN
TNA

Limite inferior de cuantificacion (low limit of quantification)
Laboratorio de errores innatos del metabolismo y tamiz
3-metil-crotonil-CoA carboxilasa

Metilcobalamina

No detectable

Nicotinamida adenina dinucledtido

Nicotinamida adenina dinucleétido reducida

Orina liquida

Orina depositada en papel filtro

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Papel filtro

Transcobalamina

Trimetilclorosilano

Tamiz neonatal

Tamiz neonatal ampliado



Simbolos

o Alfa

B Beta

% Tanto por ciento

°C Grado centigrado

® Marca registrada

& y (conjuncion)

cm Centimetro

CoA Coenzima A

dL Decilitro

M Molaridad

m Metro

mg Miligramo

min Minuto

mmol o mM milimolaridad

mL Mililitro

pL Microlitro

mm Milimetro

m/z Relacion masa/carga
N Normalidad

n Numero de elementos estadisticos, muestras o individuos
nm Nanoémetro

r’ Coeficiente de correlacion

rpm Revoluciones por minuto



MARCO TEORICO

Errores Innatos del Metabolismo

En los organismos vivos las reacciones quimicas estan integradas en las diferentes vias
metabolicas, dichas reacciones son catalizadas por enzimas. Cualquier mutacion genética que
cause un defecto en la actividad de una enzima o de alguna proteina de transporte tendra como
resultado un bloqueo en el flujo de metabolitos por esa via, estos defectos son conocidos como

Errores Innatos del Metabolismo (EIM) (Vela 2005).

El bloqueo en la via metabodlica puede causar acumulacion de sustratos y formacion insuficiente
de productos, en ocasiones se activan vias alternas que aumentan su flujo en forma
considerable, al quedarle cerrado el paso al sustrato por la via principal, produciendo cantidades
excesivas de metabolitos secundarios toxicos para el organismo. Los sintomas y signos clinicos

que presentan los pacientes con EIM pueden ser explicados por estos mecanismos (Ibarra 1999).

La incidencia de los EIM es baja de manera individual, con una frecuencia menor o igual de 5
casos por cada 10,000 habitantes, sin embargo, su importancia colectiva es tal, que son de

considerable significancia a nivel de salud publica (Lepage 2006).

Mas del 95% de los EIM son heredados de forma autosomica recesiva, es decir, ambos
progenitores son portadores del gen mutado, por lo que tienen en cada embarazo el 25% de
probabilidad de tener un hijo afectado, el 50% de probabilidad de procrear un hijo portador y el

25% de probabilidad de tener un hijo con ambos alelos silvestres (Jiménez-Sanchez 2001).

Estos trastornos han adquirido importancia creciente debido a que conducen a una elevada
morbi-mortalidad en los primeros dias de vida en las formas mas severas y grave discapacidad

fisica e intelectual en los sobrevivientes (Vela 2009).

Clasificacion de los EIM

En la actualidad existen mas de 500 EIM descritos, para su estudio, se clasifican de diferentes
formas. Saudubray lo hace en tres grupos, en funcién de su patofisiologia y para su abordaje

diagnostico (Saudubray 2006).

- Grupo 1 incluye a los desérdenes del metabolismo intermedio que dan origen a
intoxicacion por acumulacion de compuestos proximos al bloqueo metabdlico, en él se

encuentran las acidurias organicas (AQ), aminoacidopatias, defectos del ciclo de la urea



e intolerancia a los azucares. Este grupo de EIM puede dar lugar a una intoxicacion

aguda o cronica que puede surgir desde el periodo neonatal.

- Grupo 2 comprende las enfermedades del metabolismo intermedio debidas a defectos
que afectan los procesos energéticos tanto mitocondriales como citoplasmaticos, se
presentan principalmente con hipoglucemia e involucran rutas bioquimicas como la
glucdlisis, gluconeogénesis, glucogenolisis, hiperinsulinismos, desordenes de la

oxidacidn de acidos grasos y las acidurias lacticas congénitas.

- Grupo 3 involucra los desordenes que afectan la sintesis o catabolismo de moléculas
complejas en organelos celulares e incluye los padecimientos por atesoramiento
lisosomal, peroxisomal, defectos de la glicosilacion y sintesis de colesterol (Saudubray

2006).

Presentacion clinica de los EIM

Los EIM pueden presentar en el recién nacido en una variedad de formas. Por lo general un
EIM se sospecha como resultado de una sugerente combinacion de sintomas clinicos agudos o
sintomas no especificos como muerte neonatal inexplicable, o presencia de un nifio afectado

previamente (Chakrapani 2001; Satwani 2009).

La edad de inicio de la enfermedad depende de la severidad de la mutacion y puede ir desde las
primeras horas de vida con curso agudo hasta la infancia, adolescencia e incluso la vida adulta,
caracterizandose por una larga historia de sintomas crénicos que se presentan en episodios de
estrés metabdlico como las infecciones, cirugias, etc. Las manifestaciones clinicas son poco

especificas, en la tabla 1 se enlistan las mas frecuentes.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas comunes de los EIM

Respiratorias Neuroldgicas Gastrointestinales Organomegalia
Apnea Hipo/hipertonia Voémito Higado
Dificultad respiratoria Irritabilidad Rechazo de alimentos Bazo
Taquicardia, hipernea Succion débil Diarrea Corazén

Letargo que puede

progresar hasta estado Ictericia
de coma
Crisis convulsivas Colestasis

Fuente: Chakrapani 2001.



El presente trabajo estd enfocado a aquellos EIM que pueden ser diagnosticados por el estudio
de acidos organicos (AQO’s) urinarios los cuales son marcadores de enfermedades denominadas

genéricamente como acidurias organicas (AO).

Acidurias Organicas
Acidos organicos

Los acidos organicos (AO’s) son productos finales o intermediarios clave en el metabolismo de
muchos compuestos organicos producidos en la célula, como son los aminoacidos, sacaridos,
lipidos, acidos nucléicos, esteroides y muchas otras sustancias exdgenas (Kuhara 1999; Tuma
2011), y se definen como acidos carboxilicos no aminados, contienen uno o varios grupos
carboxilicos y pueden tener diferentes grupos funcionales tales como un grupo hidroxilo,
cetona, hidroxiacidos, cetoacidos, acidos aromaticos, compuestos heterociclicos, amidas y

lactonas en su cadena lateral (Ibarra 1999; Tuma 2011).

Generalmente estos compuestos son dificiles de detectar bajo condiciones fisiologicas normales,
sin embargo, al ser solubles en agua, se acumulan en los fluidos bioldgicos de forma importante
cuando la actividad enzimatica encargada de su metabolismo es deficiente o presenta algin
bloqueo. Estos bloqueos generalmente son de indole genética, como en el caso de los EIM, pero
en ocasiones son debidos a inhibicion enzimatica por factores ambientales o por deficiencias

nutricionales (Kumps 2002; Seashore 2009).

Las AO son un grupo muy heterogéneo de EIM caracterizados por la excrecion anormal de
AOQO’s en la orina, considerando como anormal el exceso de uno o varios AO’s, o bien la
presencia de algin acido organico inusual, que en condiciones fisioldgicas no suele estar

presente en una muestra de orina (Lehotay 1995).

Estas enfermedades alteran el equilibrio acido-base y trastornan las vias metabdlicas
intracelulares. Debido a esto, los pacientes que las presentan pueden presentar sintomas agudos,
tales como letargo, hipotonia, taquipnea o convulsiones desde el periodo neonatal, en la infancia
temprana, la nifiez e incluso en la vida adulta que podrian ser fatales si no son detectados y

tratados oportunamente (Sweetman 1991; Fu 2000).

Los EIM de los AO’s son numerosos y variados en cuanto a su bioquimica, manifestaciones y

severidad. Por esta razon a continuacion se describen brevemente algunos de ellos.



AO de cadena ramificada

Son un grupo de desordenes que resultan de la actividad anormal de las enzimas involucradas en
el catabolismo de los aminoacidos ramificados, se conocen 10 desérdenes metabdlicos, entre los

mas frecuentes se encuentran:

- Enfermedad de orina con olor a jarabe de maple (EOJM)
- Aciduria isovalérica (AIV)

- Aciduria metilmalénica (AMM)

- Deficiencia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (3MCC)
- Aciduria 3-OH-3-metil glutarica (HL).

Metabolismo de los aminoacidos ramificados

El destino de los esqueletos de carbono de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA del
inglés branched-chain amino acids) incluye incorporacion a proteinas y degradacion oxidativa
en la mitocondria. Los BCAA se metabolizan en el musculo esquelético como fuente de energia
alternativa, también son oxidados en rifiones, corazon, tejido adiposo, y cerebro. En higado los
a-cetoacidos de cadena ramificada (BCKA del inglés branched-chain a-ketoacids) derivados de
los BCAA se catabolizan para producir cuerpos cetdnicos y succinil-CoA. El tejido adiposo y el
musculo utilizan el Acetil-CoA producido de la leucina para la sintesis de acidos grasos de
cadena larga y colesterol. La leucina también parece tener un importante papel en la promocion
de la sintesis de proteinas, inhibiendo su degradacion y estimulando la secrecion de insulina

(Chang 20006).

Enfermedad con olor a jarabe de maple (EOJM)

Esta enfermedad es causada por la actividad deficiente del complejo enzimatico deshidrogenasa
de o-cetodcidos de cadena ramificada (BCKD del inglés branched chain a-ketoacids
dehydrogenase) que cataliza la descarboxilacion oxidativa de los BCKA, derivados de la

transaminacion de los BCAA (Chuang 2001).

El bloqueo metabolico a nivel del BCKD resulta en la incapacidad para degradar los BCAA y
sus BCKA lo que provoca que éstos se acumulen en diversos fluidos bioldgicos como la orina y
la sangre. Los niveles elevados de BCAA y sus correspondientes BCKA producen severas
consecuencias clinicas incluyendo cetoacidosis fetal, retraso mental, y dafio neuroldgico

progresivo (Heldt 2005).



La EOJM es una enfermedad genética que produce crisis de cetoacidosis y deterioro
neurologico progresivo que llevan al coma fatal. El inicio del tratamiento temprano es

determinante en el pronostico.

Aciduria isovalérica (AIV)

Esta enfermedad es causada por la una deficiencia de isovaleril-CoA deshidrogenasa la cual es
una flavoproteina mitocondrial que transfiere electrones a la cadena respiratoria via

flavoproteina trasferidora de electrones.

El defecto enzimatico deriva en la acumulacion de derivados de isovaleril-CoA, incluyendo el
acido isovalérico libre, que se incrementa usualmente en plasma y en orina, asi como acido 3-
OH-isovalerico e isovalerilglicina. Esta glicina conjugada es el mayor derivado de la isovaleril-
CoA, debido a la alta afinidad que tiene a la glicina N-acilasa. La conjugacion con carnitina
(catalizada por carnitina N-acilasa) resulta en la formacion de isovalerilcarnitina. Estos dos
compuestos permiten la trasformacion de acido isovalérico altamente toxico en subproductos no

toxicos que son rapidamente excretados en la orina (Ogier de Baulny 2002).

Deficiencia de 3-metil-crotonil carnitina (3-MCC)

Es un error innato del catabolismo de leucina debido a la deficiencia de 3-metil-crotonil-CoA
carboxilasa (MCC). Esta enzima es una de las carboxilasas dependientes de biotina y las formas
variantes de la 3-MCC. La MCC cataliza la cuarta etapa de la ruta catabdlica de la leucina por
carboxilacion de 3-metil-crotonil-CoA en el carbono 4 para formar 3-Metilglutaconil-CoA, la
cual se acumula en la deficiencia de MCC y se convierte en 3-MCC y acido 3-OH-isovalerico,

los compuestos caracteristicos elevados en la deficiencia de 3-MCC (Baumgartner 2005).

Defectos en el metabolismo del propionato

Dentro de los errores innatos del metabolismo del propionato se encuentran la acidurias
propiodnica (AP), y la ya mencionada AMM, las cuales son causadas por una actividad nula o
deficiente de las enzimas propionil CoA carboxilasa y metilmalonil CoA mutasa
respectivamente. La AMM también puede deberse a un defecto en cualquiera de las enzimas
que intervienen en la captacidn, transporte o sintesis de su cofactor, la 5-deoxiadenosil-

cobalamina (Fig. 1).
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Figura 1. Ruta bioquimica del propionato. A partir de los BCAA, de 4cidos grasos de cadena impar,
colesterol, timina y la fermentacion de bacterias intestinales se llega a la formacion de propionil-CoA, y
una vez dentro de la mitocondria sufre varias reacciones hasta formar Succinil-CoA. Los defectos
enzimaticos dentro de esta ruta se esquematizan como —<¥ . Estos bloqueos causan las AMM, AP y
AIV. Por otro lado, también puede deberse a un defecto en cualquiera de las enzimas que intervienen en
la captacion, transporte o sintesis de su cofactor, la S-deoxiadenosil-cobalamina. (Modificado de:
Tanpaiboon 2005).Abreviaturas: Cbl: cobalamina, MeCbl: metilcobalamina, TC II: Transcobalamina II,

AP: Aciduria propionica, AMM: Aciduria metilmaldnica.

Se caracterizan bioquimicamente por la acumulacién de los acidos propionico, 3-hidroxi-
propidnico, metilcitrico, propionilcarnitina, propionilglicina y glicina en los fluidos bioldgicos,
ademas de acido metilmalonico en la AMM. Causan intoxicacion por acumulacién de los
metabolitos, principalmente a nivel neurologico, llevando a diferentes grados de discapacidad

fisica e intelectual (Saudabray 2006).

Los pacientes con AP y AMM presentan un cuadro clinico y bioquimico similar, que se
caracteriza por crisis de cetoacidosis, secundaria a la acumulacion de los metabolitos toxicos en
los fluidos biolédgicos, la cual puede ser fatal en las formas mas severas; los sobrevivientes
presentan secuelas neurologicas, principalmente retraso en el desarrollo psicomotor. El abordaje
terapéutico estd basado en la restriccion dietética de los precursores de propionil-CoA, por lo
que estos pacientes llevan dietas muy restrictivas, principalmente en productos de origen
animal. El grado de retraso psicomotor se relaciona con la severidad de la mutacion, la actividad
enzimatica residual y la edad de inicio del tratamiento. En términos generales, mientras mas

temprano se detecta la enfermedad y se instala el tratamiento, mejor es la evolucion neurologica

(Tanpaiboon 2005).
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Aciduria glutarica tipo I (AG I)

El 4cido glutarico es un producto intermediario del catabolismo de lisina, hidroxilisina y
triptéfano, la acumulacion de este metabolito ocurre cuando se presenta deficiencia de la enzima
glutaril-CoA deshidrogenasa (Fig. 2), que causa elevada excrecion de los acidos glutérico y 3-
hidroxiglutarico, por lo tanto se consideran marcadores de la enfermedad (Zhang 2000).
Eventos estresantes como las enfermedades infecciosas y la deshidratacion, asi como el retraso
en el inicio del tratamiento son factores de riesgo de desarrollar lesiones cerebrales graves. Los
pacientes con AG-I son propensos a una grave crisis neuroldgica caracterizada por hipotonia,
encefalopatia, convulsiones febriles, ademas de hepatomegalia. Las contracciones musculares
pueden evolucionar gradualmente a rigidez, distonia, retraso mental de severidad variable, coma

y muerte durante la descompensacion metabdlica aguda (Testai 2010).

Triptéfano, lisina e hidroxilisina

Acido (alfa) cetoadipico

p Acido glutarico

Glutaril-CoA Glutaril-CoA ~]
deshidrogenasa v Tea - & Glutaril carnitina
Glmacon“\_?‘iﬁ'?\—’ Acido glutaconico
+ coz [T

3-0OH-glutaril-CoA

Lrzzzrdlios Acido 3-OH-glutarico
Acetil-CoA

Acido citrico
Ciclo de Krebs

Figura 2. Ruta metaboélica del triptéfano, lisina e hidroxilisina. En el recuadro se
muestra el sitio del bloqueo metabolico cuando existe aciduria glutarica I y como
consecuencia la acumulacion de metabolitos tdxicos secundarios (Modificado de: Barreiro

2004).

Tirosinemias

Se conocen 5 defectos genéticos que afectan la ruta bioquimica de la tirosina (Fig. 3):

1. Deficiencia de fumaril acetoacetato deshidrogenasa, se le conoce como tirosinemia tipo
I o tirosinemia hepato-renal. Se caracteriza por ser una enfermedad hepatica progresiva
y disfuncién tubular renal, la cual es fatal en la mayoria de los casos no detectados
tempranamente. La severidad de este desorden genético se basa en la acumulacion de

succinilacetona, metabolito patognomoénico de la enfermedad que es generado por
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activacion de una via metabolica alterna, este metabolito es sumamente toxico para el

higado y el rifion (Mitchell 2001).

Deficiencia de tirosina amino transferasa, también conocida como tirosinemia tipo Il o
sindrome de Richner-Hanhart. Los pacientes que la padecen presentan hiperqueratosis
palmoplantar, erosiones corneales y retraso mental variable, sin embargo, la funcidon

renal y hepatica se mantienen intactas (Huhn 1998).

Tirosinemia tipo III, la cual puede ser asintomatica o causar retraso mental,

dependiendo de la severidad de la mutacidon que herede el paciente (Lynn 2004).

Hawkinsinuria. Condicion cuyo modo de herencia es autosémico dominante. Los
pacientes con esta enfermedad pueden cursar asintomaticos o con falla para crecer y
periodos de acidosis metabdlica en la infancia. La presencia en orina del aminoacido
azufrado hawkinsina (4cido (2-L-cisteina-S-il-1,4-dihidroxiciclohex-5-en-1-il)-acético)

es diagnostica de la enfermedad.

Deficiencia de oxidasa de acido homogentisico, mejor conocida como alcaptonuria. Es
una enfermedad en la que el 4cido homogentisico no puede ser metabolizado, lo que
causa su acumulacion en las articulaciones y como consecuencia se desarrolla osteo-

artritis, ocronosis y la excrecion del acido en la orina (Mitchell 2001).

Fenilalanina —— Proteina
l Proteina
— Melanina
Tirosina Neurotransmisores
Tirosinemia I I
Tirosing aminotransferasa +

4-OH-fenilacetato
4-OH-fenilpiruvato <:
Tirosinemia Il Yoaw s 4-OH-fenil lactato s-aminalevulinato
4-0H-fenilpirdvico dioxigenasa |
L

Succinilacetona —I-{_' 7

Acido homogentisico L
i Succinilacetoacetato .
Maleilacetoacetato ﬁ
. . Fumar}@nﬂ:am
Tirosinemia | e
Fumarilacetoacetato hidroxilasa ¥ . .%
Fumarato Acetoacetato 4

Figura 3. Metabolismo de la tirosina. Se esquematizan los bloqueos enzimaticos en cada
una de las diferentes tirosinemias, asi como los productos generados por estos defectos

(Modificado de: Scott 2006).

13



Diagnostico de las AO

La orina humana contiene numerosos compuestos producto del metabolismo intermedio en
diferentes concentraciones que pueden proporcionar evidencia contundente para el diagnostico

quimico de algunas AO (Kuhara 2007; Prieto 2007).

La tabla 2 muestra algunos metabolitos excretados en orina en diferentes AO.

Tabla 2. AO excretados en orina de pacientes con EIM frecuentes

AO’s excretados en orina Error innato del metabolismo relacionado

Acido metilmalénico AMM, deficiencia de transcobalamina II, aciduria malonica.

Acidosis lactica primaria, deficiencia del complejo piruvato deshidrogenasa

Acido lactico (E1, E2 y E3), defectos en la cadena respiratoria y la fosforilaciéon oxidativa,
o defecto en los acidos del Ciclo de Krebs, AG I, deficiencia multiple de
acido piruvico carboxilasa, AIV, AP, AMM, citrulinemia, deficiencia de glicerol cinasa,

aciduria etilmalodnica.

Defectos en la gluconeogénesis, deficiencia del complejo piruvato
Acido 3-hidroxibutirico deshidrogenasa, deficiencias en la cadena respiratoria, AIV, AP, AMM,
deficiencia multiple de carboxilasa, deficiencia de 3-metilcrotonil-CoA

carboxilasa, EOJIM, AG.

Acido sebisico Defectos de -oxidacion, HL, deficiencia sistémica de Carnitina, aciduria
0 succinica (AS), desordenes en el depdsito de glucogeno tipo I y I, aciduria
acido subérico lactica (AL), intolerancia a la fructosa.

i AS, Aciduria maldnica, aciduria fumarica (AF), deficiencia en la cadena
Acido succinico ) . o . . o .
respiratoria, deficiencia de piruvato carboxilasa, deficiencia del complejo

piruvato deshidrogenasa (E1, E3).

; AF, deficiencias en la cadena respiratoria, deficiencia de piruvato carboxilasa,
Acido fumaérico o o .
deficiencia del complejo piruvato deshidrogenasa (E1, E3).

Acido glutarico AG tipo Iy II.
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Tabla 2 (continuacion)

Acido 4-hidroxifenilacético Tirosinemia, fenilcetonuria, hawkinsinuria.
Acido 4-hidroxifenil-lactico Tirosinemia, fenilcetonuria, hawkinsinuria, AL
N-acetiltirosina Tirosinemia
Acido 4-hidroxifenilpirivico Tirosinemia, Hawkinsinuria
Acido N-acetilaspartico Enfermedad de Canavan

Fuente: Kumps 2002
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Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CGEM)

El primer estudio de metabolitos urinarios data de 1917 cuando se descubrio la presencia del
acido citrico en esta matriz bioldgica; dicho estudio se realizé con técnicas de cromatografia
simple. En el afio 1966 Tanaka y colaboradores introdujeron la técnica de la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CGEM) (Fig. 4) para el diagnostico de AIV. Dicha
técnica consiste en una combinacion de procedimientos cromatograficos y de espectrometria de
masas (EM). La parte cromatografica del procedimiento lleva a cabo la separacion de los
compuestos, y la de EM sirve para identificarlos en funcidén de sus espectros de masas (Tanaka

1966).

Desde entonces, la CGEM ha sido la tecnologia analitica por excelencia para el analisis de AO’s
en orina para el diagnostico quimico de las AO ya que asegura alta precision y sensibilidad,

también proporciona informacion sobre multiples compuestos simultineamente (Zhang 2000).

Esta técnica analitica se empleo para el diagndstico de otras AO como la AMM (Oberholzer et
al. 1967; Stokke et al. 1967), la AP (Hommes et al. 1971), la aciduria piroglutamica (Jellum et
al. 1970) y la [ I-metilcrotonilglicinuria (Eldjarn er al. 1970; Gomperts et al. 1971) (Kuhara
2005).

 STSE——

Figura 4. Cromatégrafo de gases acoplado a espectrémetro de masas. Se
compone de inyector, gas acarreador, columna con horno a temperatura
controlada y espectrometro de masas de tipo cuadripolo con ionizacién por
impacto electronico (Imagen proporcionada por el Laboratorio de errores
innatos del metabolismo y tamiz (LEIMyT) del Instituto Nacional de Pediatria
(INP).
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El punto critico del estudio de AO’s mediante CGEM

El punto critico consiste en lograr el aislamiento de los AO’s para su posterior procesamiento
mediante CGEM, evitando que otros compuestos que comunmente se encuentran en la orina
interfieran con el andlisis de los resultados (por ejemplo la urea, los fosfatos, y sulfatos) (Duez
1996). Asimismo, es importante evitar la pérdida de compuestos volatiles que son determinantes
en el diagndstico de algunas AO como la EOJM. Kuhara y colaboradores en 2001 describieron

la técnica para extraccion y purificacion de AO’s mediante 3 pasos principales:

1. Formacion de los derivados oximados de los AO’s por una reaccion con
hidroxilamina (Fig. 5) con el objetivo de evitar la pérdida de los acidos volatiles

formando complejos de alto peso molecular.

2. Extraccion de los AO’s utilizando el método de extraccion por disolventes,

generalmente con acetato de etilo en medio 4cido.

3. Formacion de los derivados volatiles de los AO’s por una reaccion de bis-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) con trimetilsilano (TMS), reaccion

mejor conocida como silanizacion (Kuhara 2001; Nakagawa 2010).

Acidos Pentafluorobencil Oxima
organicos hidroxilamina

Figura 5. Reaccion de oximaciéon. La parte carboxilica de la
molécula de los AO’s reacciona con pentafluorobencil hidroxilamina

y produce un compuesto oximado (Fernandez 2008).

La interpretacion del analisis de AO’s depende de metabolitos “clave”, asi como del patron

caracteristico de anormalidades (Fig. 6).
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Figura 6. Cromatograma con el perfil de AO’s urinarios obtenido mediante CGEM. Es la

interpretacion grafica de las moléculas analizadas mediante CGEM, (Imagen proporcionada por el

LEIMyT del INP).

Para el analisis de los AO’s es preferible recolectar las muestras durante la crisis metabolica. Es
importante sefialar que el tratamiento, la dieta y la hora de toma de muestra también pueden
modificar el perfil urinario de AO’s por lo que la interpretacion final requiere informacion
detallada del cuadro clinico y bioquimico del paciente y en ocasiones de repetidos estudios de

analisis de AO’s, incluso con pruebas de reto (Vela 2002).

AO’s expresados en unidades de mmol/mol de creatinina

Por convencion internacional los valores de concentracion de AO’s urinarios se reportan en
unidades de mmol/mol de creatinina con el objetivo de contar con un valor de referencia de la

cantidad de solutos disueltos en la orina.

La creatinina se utiliza como compuesto de referencia debido a que es un producto del
metabolismo de las proteinas que se excreta en niveles constantes en la orina porque su

reabsorcidn es practicamente nula (Sweetman 1991).

Uso de 1a OPF

El deposito de muestras biologicas en papel filtro (PF) (fig. 7) fue una innovacion propuesta por
el Dr. Robert Guthrie en 1963 (Guthrie 1963), sin embargo su uso practicamente se ha limitado
al deposito de sangre completa para la realizacion del tamiz neonatal (TN) para la deteccion de
diversos EIM. El uso de dicho PF para otras muestras bioldgicas esta poco difundido. En
algunos paises como Canada y Japon se realizaron estudios en donde se encontr6 el PF puede
ser util para el deposito y transporte de muestras biologicas como la orina (Fu 2000, Tuchman

1991).
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JUSTIFICACION

El INP es el centro nacional de referencia para el diagnostico y seguimiento de pacientes con
EIM. El envio al LEIMyT de las muestras de orina de estos pacientes, representa un grave
problema logistico: ya que deben ser congeladas para evitar la proliferacion de bacterias, cuyo
metabolismo puede alterar la composicion de los AO’s presentes en la orina; las muestras deben
ser transportadas congeladas y acompaifiadas de hielo, lo cual implica paquetes voluminosos y

pesados que aumentan el costo del transporte al requerir mensajeria por red fria.

En la practica cotidiana, hemos observado que un alto porcentaje de muestras llegan en malas
condiciones y tienen que ser desechadas, con la solicitud de un nuevo envio, lo cual retrasa de
manera importante la realizacién del estudio y la posibilidad de llegar a un diagndstico
oportuno, ademas de significar una pérdida econémica importante (por ejemplo un envio del
Hospital Infantil de Tamaulipas al INP, con una muestra de 20 mL de orina congelada,
acompafiada de 3 kg de hielo, cuesta aproximadamente $601.00, en cambio el envio de un sobre

cuesta $221.00 por mensajeria y a través del servicio de Correos de México $16.00.

En México, la tarjeta de Guthrie se utiliza de manera rutinaria para la realizacion del tamiz
neonatal en sangre, y practicamente todas las unidades médicas lo tienen disponible, de tal
manera que modificar la logistica del envio y reemplazar la orina liquida (OL) congelada por
orina en papel filtro (OPF) significaria un ahorro monetario cercano al 63%, ademas de tener la
certeza de que la muestra llega en buenas condiciones para ser procesada, con el
correspondiente ahorro de tiempo, que es el factor mas valioso para el paciente con sospecha de

una enfermedad metabolica.

Por lo anterior decidimos implementar una metodologia para la extraccion de AO’s en muestras

de OPF, para su posterior analisis por CGEM.

20



OBJETIVOS

Objetivo general

Implementar una metodologia que permita la elucién los AO’s de muestras de OPF para su

posterior determinacion mediante CGEM.

Objetivos particulares

- Analizar el porcentaje de recuperacion de diferentes AO’s y creatinina extraidos de la OPF por

medio de la respuesta obtenida por medio de CGEM.

- Conocer la estabilidad de los AO’s presentes en muestras de OPF, a diferentes tiempos

mediante CGEM.

- Evaluar la utilidad del analisis de AO’s de muestras de OPF de pacientes con sospecha de AO

como herramienta para evaluacion bioquimica a distancia.

21



MATERIALES Y METODOS

Clasificacion de la investigacion

Estudio longitudinal, experimental, prospectivo.

Reactivos

> Acetato de etilo, grado HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion del inglés high

performance liquid chromatography)

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

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

> Solucidn de hidroxido de sodio 3N, grado reactivo

> Acido clorhidrico concentrado (37%), grado reactivo

> Solucidn sobresaturada de cloruro de sodio, grado reactivo

> Solucidn de hidroxido de sodio 0.05 M en metanol, grado HPLC

> Bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida + 1% trimetilclorosilano (BSTFA + TMS), (grado

reactivo).
> Acido picrico, grado reactivo

> Creatinina, grado reactivo

> Estandares de AO’s:
e Acido lactico
e Acido 3-hidroxibutirico
e Acido metilmalénico
e Acido succinico
e Acido fumarico
e Acido glutarico
e Acido piravico

e Acido 4-hidroxifenilacético

N-acetilaspartico

Acido subérico

Acido 4-hidroxifenillactico
Acido sebasico

Acido dedecanedioico
Acido N-acetiltirosina

Acido 4-hidroxifenilpiravico

Tarjetas de PF de 10cm x 5cm x 0.5mm, 100% de algodén, marca Schlliecher & Schuell®,

grado 903.

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

clorhidrico (J.T.Baker, Edo. Méx. Méx.), acetato de etilo (Caledon, Ont. Canadd) y BSTFA +

TMS (Regis, IL, USA).
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Matriz biologica

- Orinas de voluntarios sanos.

- Muestras de orina de pacientes con sospecha de AO.

Procesamiento de la muestra

Cuantificacion de creatinina urinaria

La determinacion de creatinina se realizé mediante el método de Jaffé (O'Brien 1968). 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 concentracion de
creatinina urinaria, se relaciona la absorbancia de una dilucion de creatinina de concentracion

conocida, con la absorbancia de la orina.

Extraccion de AO’s de muestras de OL.

Se tomd el volumen necesario de orina que contenga una concentracion de creatinina de 0.06
mg/mL. A la orina se le adicionaron 20 pL de solucidon de estandar interno 2 mM mas 5 mg de
hidrocloruro de o-(2, 3, 4, 5, 6- pentafluorobencil)-hidroxilamina para obtener un compuesto
derivado oximado de los AQO’s, posteriormente estos derivados se extrajeron por en dos
ocasiones por medio del uso de acetato de etilo. El disolvente se elimind por evaporacion en una
campana de extraccion por 12 horas. Se llevo a cabo la reaccién de formacion de los derivados
volatiles de los AO’s mediante la adicion de 100 uL. de BSTFA + TMS a las muestras secas
perfectamente secas por evaporacion. Se realizo una dilucidon 1:4, y se inyectd 1 pL en el

cromatdgrafo de gases (CG) para su analisis (Figura 8).
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derivados volatiles acidos
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Figura 8. Extraccion de AO’s para su procesamiento por CGEM. A partir de la OL se llevan a
cabo reacciones de oximacion con el fin de extraer los AO’s presentes en la muestra, los cuales se
hacen reaccionar posteriormente con trimetilclorosilano (TMS) para formar derivados volatiles, que

pueden ser procesados finalmente por CGEM. (Fernandez 2011).
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Analisis de AO’s mediante CGEM

Para obtener el perfil de AO’s se inyectd 1 pl de cada muestra al equipo CGEM, el cual se

operd bajo las siguientes condiciones:

Equipo

- Cromatografo de gases marca Agilent, modelo 6890N.

- Espectrometro de masas marca Agilent, modelo 5973.

- Fase estacionaria: Columna capilar ] & W, modelo 1225532 DB-5MS, de (5% fenil)-
metilpolisiloxano de 30m x 0.250mm de didmetro x 0.25 mm de espesor de pelicula.

- Fase movil: Gas Helio de ultra alta pureza.

Figura 9. Cromatégrafo de gases marca Agilent, modelo 6890N. El LEIMyT
del INP cuenta con este equipo, Util para la deteccién de AO.

Condiciones cromatograficas

Programa de temperatura:
La temperatura inicial de la columna es de 40°C por 5 min, temperatura final de 280°C por 2

min., velocidad de calentamiento 10°C por min.

Temperatura del inyector: 250°C
Temperatura de la linea de transferencia: 280°C
Temperatura de la fuente de ionizacion: 150°C
Tipo de inyeccion: Total (Splitless)

Analisis mediante EM.

Se realizo un monitoreo total de iones (“Total lon Scan”) en el intervalo masa/carga (m/z) de 45
a 650. La identificacion de los compuestos de interés se llevd a cabo mediante la extraccion de

los iones de identidad (Tabla 3) (Sweetman 1991).

24



Tabla 3. Estindares de AO’s utilizados en el proyecto y sus respectivos iones de cuantificacion e

identificacion.
Acidos Tiempo de retencion | Ion de cuantificacion Ion de identidad
organicos (min) (m/z) (m/z)

Acido lactico 12.1 219 190

Acido 3-hidroxibutirico 13.2 191 117

Acido metilmalénico 14.1 218 247

Acido succinico 15.3 247 172

Acido fumérico 15.8 245 147

Acido glutarico 16.6 261 158

Acido piravico 18.1 181 340

Acido 4-hidroxifenilacético 19.5 252 179

N-acetilaspartico 20.0 158 202

Acido subérico 20.1 303 169

Acido 4-hidroxifenillactico 22.3 308 179

Acido sebasico 224 331 117

Acido dedecanedioico * 24.6 359 117

Acido N-acetiltirosina 24.7 308 352

Acido 4-hidroxifenilpirivico 259 277 190
*Estandar interno Fuente: Sweetman 1991.

Procedimiento de extraccion de OPF.

A una pieza de PF se le adicionaron 2 mL de orina por capilaridad, se dejo secar por 3 horas y
posteriormente se recortd en tiras, de tal manera que se pudiera colocar en una jeringa
convencional de 3 mL, misma que a su vez se coloco dentro de un tubo de centrifuga.
Posteriormente las tiras de PF se reconstituyeron con 2 mL de agua desionizada y se
centrifugaron a 500 rpm durante 10 min (Fig. 10). En este reconstituido se determinaron las

concentraciones de creatininay AO’s.
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de AO’s
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2mL de agua
desionizada

Figura 10. Impregnado y reconstitucién de la OPF. Se observa el proceso completo desde la
preparacion de orina estandar para impregnar el PF, hasta su reconstitucion para su procesamiento

habitual.

Estrategia experimental

Para establecer la utilidad de la OPF como herramienta diagndstica de las AO, se realizd la

siguiente metodologia experimental.

Determinacion de la interferencia del PF en el analisis de AO’s (blanco)

Se impregnaron 10 piezas de PF con 2mL de agua grado HPLC, se dejaron secar a temperatura
ambiente por 3 horas, posteriormente se realizo el proceso de extraccion adicionando 2 mL de

agua grado HPLC. El agua obtenida se proceso para su andlisis por CGEM.

Determinacion de la correlacion de creatinina de OL y la OPF

Para establecer la correlacion de creatinina entre la OL y la OPF, se procesaron por triplicado 10
muestras de orina provenientes del banco de muestras del LEIMyT, cuya concentracion de
creatinina se encontraba en un intervalo de 0.1-1.6mg/dL. De cada muestra se impregnaron 2
mL en una tarjeta de Guthrie y se trabajo a la par con la OL. Posteriormente se realizo la grafica

para establecer la correlacion entre la creatinina de ambos tipos de muestra.

Preparacion de la orina de trabajo

Con orinas de voluntarios se form6 un pool, al cual se le determinaron los AO’s presentes y

posteriormente se le adicionaron cantidades conocidas de estdndares de AO’s (tabla 3) con el
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objetivo de contar con orinas que tuvieran concentraciones de AO’s tanto fisioldgicas como

patologicas. Las concentraciones de trabajo fueron 2, 39 y 79 mmol/mol de creatinina.

Recuperacion de los AO’s del PF

Por cada concentracion de trabajo se impregnaron 5 piezas de PF con 2 mL de orina, se dejaron
secar a temperatura ambiente por 3 horas en una superficie no absorbente. Una vez seco el PF,
se realizo el procedimiento de extraccion descrito (Fig. 8). Al extracto obtenido se le

determinaron AO'’s.

Se realiz6 una comparacién entre el area de los AO’s de la OPF y el area de la OL, tomando
esta ultima como el 100% de recuperacién. La reproducibilidad del método se evalud
calculando el coeficiente de variacion (CV) de 5 mediciones independientes de cada uno de los
AO’s estudiados. También se calculd el coeficiente de correlacion entre ambos tipos de muestra

utilizados.

Estabilidad de los AO’s en el PF

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de los analitos estudiados se impregnaron 5 piezas de
PF para cada una de las 3 concentraciones de trabajo y se almacenaron a temperatura ambiente.
Los AO’s se evaluaron el mismo dia del impregnado (tiempo cero) y en los dias 7, 14, 21 y 28.
La estabilidad se definid6 como el porcentaje de las areas obtenidas a los diferentes tiempos
tomando como 100% la concentracion del tiempo cero. La reproducibilidad del método se
evaluo6 calculando el CV de 5 mediciones independientes de cada uno de los AO’s estudiados a

los diferentes tiempos.

Evaluacion de la técnica implementada como herramienta de evaluacién bioquimica a

distancia.

Dado que el envio de muestras de orina implica una cantidad de variables que no pueden ser
controladas, se decidio probar el método con 38 muestras de pacientes tanto liquidas como
impregnadas en PF, las cuales fueron enviadas a nuestro centro de referencia y se les dio el

mismo tratamiento para extraccion de la orina previamente explicado (Figura 8).
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RESULTADOS

Interferencia del PF en el analisis de AO’s.

El agua extraida del PF se procesé como una muestra de rutina para su analisis por CGEM. Sélo
se observo la presencia del reactivo derivatizante BSTFA para la reaccion de oximacion,
(Figura 12).

Reactivo derivatizante

800000
600000

400000 || l

200000 |

1 . T g o |

Time - 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00 18.00 1900 20.00 2100 22.00 23.00 24.00 2500 26 00 27.00 2800 20 00

Figura 12. Cromatograma de agua extraida de PF. Unicamente se observé el reactivo

derivatizante (BSFTA).

Correlacion de creatinina de OL y OPF.

Se encontr6 que existe una correlacion lineal de los valores de la OPF con respecto a la OL con
un coeficiente de correlacion de 0.9922 en el intervalo de concentraciéon de 0.1-0.6mg/dL
(Figura 13).

1,600

1,400

y=0,8792x+0,0257
rr=0,9922
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Concentracion de creatinina OPF (mg/mL)

Concentracion de creatinina OL (mg/mL)

Figura 13. Correlacion de creatinina de OL vs creatinina obtenida de OPF. La variable

independiente fue la creatinina de OL y la variable dependiente fue la creatinina obtenida

de OPF
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Porcentaje de recuperacion de los AO’s

El promedio de los porcentajes de recuperacion obtenidos, asi como el intervalo se muestran en

las figuras 14 a 16 para las tres concentraciones de trabajo.

En cuanto al analisis de reproducibilidad de la recuperacion, se encontrd que ninguno de los
AO’s estudiados en las tres concentraciones de trabajo presentd un CV mayor de 20 % (Figuras
14-16). Para todos los AO’s en las tres concentraciones de trabajo, se encontrd un coeficiente de

correlacién mayor de 0.9, indicando una correlacion lineal entre la OL y la OPF.

120 Acido organico  Coeficiente de
adicionado variacion

T @ Lactico 4
100+ @ 3-OH-butirico 5
c l T @ Metimalonico 6
:g 80- B Succinico 9
o 3 Fumarico 12
§. [ Glutarico ]
: =5 &3 Pirdvico 9
o @ 4-OH-fenilacético 17
= 404 B8 Subérico 1
[ 4-OH-feniHactico 4
@ Sebasico 12
- @ N-acetiltirosina 2

Figura 14. Porcentaje de recuperacion y reproducibilidad de la extraccion de AO’s en OPF
para la concentracion 2 mmol AO’s/mol de creatinina. El area obtenida para cada AO en la OL
corresponde al 100%; el promedio del porcentaje de recuperacion fue de 96%, en un intervalo de

83-116%.
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Figura 15. Porcentaje de recuperacion y reproducibilidad de la extraccién de AO’s en OPF

para la concentracion 39 mmol AO’s/mol de creatinina. El area obtenida para cada AO en la

OL corresponde al 100%; el promedio del porcentaje de recuperacion fue de 101%, en un intervalo

de 87-112%.
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Figura 16. Porcentaje de recuperacion y reproducibilidad de la extraccion de AO’s en OPF

para la concentracion 79 mmol AO’s/mol de creatinina. El area obtenida para cada AO en la

OL corresponde al 100%; el promedio del porcentaje de recuperacion fue de 103%, en un intervalo

de 93-112%.
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Estabilidad de los AO’s

Al realizar las mediciones a los dias 0, 7, 14, 21 y 28 en la orina extraida del PF, se calcularon
los porcentajes de Estabilidad que se muestran en las figuras 17 a 19 para las tres
concentraciones de trabajo. Ninguno de los AO’s estudiados en las tres concentraciones de

trabajo present6 un CV mayor de 20 % (Tabla 4).

Tabla 4. CV de las areas de los AO’s en las diferentes concentraciones de trabajo para los
tiempos estudiados.

Acido orgénico Dia cero Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
C2 |[C39|C79 C2 [C39[CT9| C2 |C39|CT9| C2 [C39|CT9| C2|C39|CT9
Lactico 6 6 5 7 2 8 9 5 5 7 1 5 3 10 4
3-OH-butirico 7 3 7 14 4 5 12 | 11 4 6 7 5 3 5 1
Metilmalonico 15 4 4 12 6 6 16 9 9 9 13 8 9 5 5
Succinico 14 | 3 8 |10 | 7 9 [ 15] 2 12 ] 6 7 5 10| 8 7
Fumarico 9 8 8 9 3 8 5 4 6 8 10 7 6 6 7
Glutarico 11 8 7 9 6 3 4 6 8 15 5 7 7 6 5
Pirdvico 18 4 13 6 3 15 | 16 1 15 3 4 4 12 5 9
4-OH-fenil-acético 6 5 8 9 6 5 13110 | 7 3 2 10 | 6 8 14
N-acetilaspartico ND| 8 12 [ND | 5 10 | ND| 4 | 10 [ND| 9 3 [ND| 3 9
Subérico 15 6 6 14 | 10 7 10 9 12 6 5 9 4 15
4-OH-fenil-lactico 11 3 3 7 2 13 | 13 8 7 4 4 3 6 4 7
N-acetilaspartico 8 2 2 4 6 9 9 4 12| 5 5 12 6 |10
Sebasico 6 1 8 7 3 10 | 2 5 4 6 3 3 7 3 3
N-acetiltirosina 3 9 6 | 11 3 2 10| 6 11 {10 ] 8 9 8 8 9
4-OH-fenil-pirivico |[ND | 14 | 26 | ND| 25 14 | ND| 7 88 | ND 3 6 [ND | 14 | 11
Abreviaturas: C: Concentracion; ND: No determinable.
130+
120+
T 110 - 4% Lonteg
= — Ac. Metimalbnico
% 2004 - Ag. Succinice
@ ==~ Ac. Furmérico
i 904 -+ Ac. Subérico
- Ac. Sebasico
a0+
70 Y T 1 —— Tiempo (dias)

0 T 14 21 28

Figura 17. Estabilidad de la OPF a través del tiempo para la concentracion 2 mmol AO’s/mol de

creatinina. El promedio fue de 106 %, en un intervalo 92 — 116%.
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Figura 18. Estabilidad de la OPF a través del tiempo para la concentracion 39 mmol AO’s/mol de

creatinina. El promedio fue de 100 %, en un intervalo 92 — 111%.
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Figura 19. Estabilidad de 1a OPF a través del tiempo para la concentraciéon 79 mmol AO’s/mol de

creatinina. El promedio fue de 100 %, en un intervalo 87 — 106%.
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Evaluacion de la técnica implementada como herramienta de evaluacion bioquimica a

distancia.

Las 38 muestras recibidas provenian de los estados de Chihuahua, Aguascalientes, Querétaro,

Yucatan, Sinaloa, Sonora, Hidalgo, Veracruz, México, Guanajuato, Oaxaca, Zacatecas, Tabasco

y Guadalajara. Del total de muestras estudiadas, 23 fueron positivas para alguna AO (Tabla 5).

En las 15 muestras restantes no se encontrd ningiin metabolito que evidenciara algin defecto

metabolico especifico. Los perfiles de AO’s caracteristicos de algunas de las AO encontradas se

muestran en las figuras 20 a 24.

Tabla 5. Resultados de las 38 muestras de OPF recibidas en el INP

dg;‘:::;a Lugar de origen Metabolitos encontrados Conclusion
I tante el i6n de los acid .
Chiapas cetg?:c())iaar;;:oe;ag;ilnisz leé?iccloos2 Perfil de AQs compatible
» 2-OH-isov -
1 P P . p Y con EOJM
ceto-3-metilvalérico
Ligera elevacion de 4c. 3-OH-3- Perfil de AO’s compatible
2 Tabasco . L. . o e S
metilglutarico y 3-metilcrotonilglicina con deficiencia de HL
Moderada el i6n de &c. 3-hidroxi- .
. . © er'a . ac ey acion de ac 1. ’rox1 Perfil de AO’s compatible
3 Tamaulipas isovalérico e importante elevacion de
. o con AIV
isovalerilglicina
) Importante elevacion de ac.glutarico y Perfil de AO’s compatible
4 Yucatan i . . L.
ac. 2-hidroxi-glutarico con AG1
Importante el i6n de ac. 3-hidroxi- .
Tabasco o ?slz)saiéi\i/:j 1OItllra:aa;Cde 3 o Perfil de AO"s compatible
3 . Y oo con deficiencia de 3SMCC
metilcrotonilglicina
E i6 t ac. 3-
Tabasco ooy 3. | Perlde AO'S compativle
6 . oo .y con deficiencia de 3SMCC
metilcrotonilglicina
E i6 tada de ac. 3-
7 . oo .y con deficiencia de 3SMCC
metilcrotonilglicina
Moderada el ion de ac. 3-hidroxi- .
Tabasco iSO\?aIZiac: : ij;l/a(c):;ntee :lcevaciz')nr (()1213 Perfil de AO’s compatible
8 . P o con deficiencia de 3SMCC
metilcrotonilglicina
Moderada elevacion de ac. 3-hidroxi-
9 Tabasco isovalérico y trazas de 3- Perfil de AO’s compatible
metilcrotonilglicina con deficiencia de 3SMCC
Moderada elevacion de ac. 3-hidroxi-
10 isovalérico y trazas de 3- Perfil de AO’s compatible
Tabasco

metilcrotonilglicina

con deficiencia de 3SMCC
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Tabla 5. Continuacion.

d?:::::tia Lugar de origen Metabolitos encontrados Conclusion
Moderada elevacion de 4c. 3-hidroxi-
11 Tabasco isovalérico e importante elevacion de ALV
isovalerilglicina
Importante elevacion de ac. 3-OH- Perfil de AO’s compatible
12 Tabasco isoValérriszﬁ};clri(g)gz;;i\l;c;én de 3- con deficiencia de ?M cC
Importante elevacion de ac. 3-OH- .
. . . Perfil de AO’ tibl
13 Tabasco isovalérico y moderada elevacion de 3- eri de A 8 compaih e
metilcrotonilglicina con deficiencia de SMCC
Importante elevacion de ac. 3-hidroxi- .
. . Perfil de AO’ tibl
14 Tabasco isovalérico y trazas de 3- eri de A 8 comprin e
metilcrotonilglicina con deficiencia de SMCC
Sonora Importante elevacion de ac. lactico y Perfil de AO’s compatible
15 pirtvico con AL
Tabasco Importante elevacion de ac. 3-hidroxi- Perfil de AO’s compatible
16 isovalérico y 3-metilcrotonilglicina con deficiencia de 3SMCC
Importante elevacion de ac. 3-hidroxi- )
Perfil de AO’ tibl
17 Tabasco isovalérico y trazas de 3- eri Ge T S camprin e
metilcrotonilglicina con deficiencia de MCC
Importante elevacion de ac. 3-hidroxi- :
. . Perfil de AO’ tibl
18 Tabasco isovalérico y trazas de 3- erip e (0 8 compaine
metilcrotonilglicina con deficiencia de SMCC
Yucatén Importante elevacion de ac. 3-hidroxi- Perfil de AO’s compatible
19 isovalérico y 3-metilcrotonilglicina con deficiencia de 3MCC
Importante elevacion de ac. 3-OH-
20 Veracruz propionico, metilcitrico, propionilglicina AP
y tiglilglicina
Veracruz Importante elevacion de ac. 2-metil-3- 2-metil-3-OH-butiril CoA
21 oh-butirico y tiglilglicina deshidrogenasa
Importante elevacion de ac. 3-OH- .
. . . . Perfil de AO’ tibl
22 Chiapas isovalérico y moderada elevacion de 3- err de AL S comparbie
metilcrotonilglicina con deficiencia de SMCC
Tamaulinas Importante elevacion de ac. 3-hidroxi- Perfil de AO’s compatible
u . . . oo
23 P isovalérico y 3-metilcrotonilglicina con AIV

A continuacion se describen los casos clinicos de algunas de las muestras recibidas que

resultaron positivas para alguna AO:
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Ejemplo A: Deficiencia de 2-metil-3-OH-butiril-CoA deshidrogenasa.

Muestra proveniente del estado de Veracruz, el cual se encuentra a 400 km de la Ciudad de
Meéxico. Paciente de 1 mes de edad, sintomatico, con tamiz neonatal ampliado (TNA)
sospechoso de deficiencia de 2-metil-3-OH-butiril-CoA deshidrogenasa por presentar elevacion

de adipilcarnitina (C6DC) y tiglilcarnitina (C5:1).

Abundance
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Figura 20. Cromatograma caracteristico de deficiencia de 2-metil-3-OH-butiril CoA

deshidrogenasa. En el cromatograma se observa elevacion de Ac. 2-metil-3-OH butirico y tiglilglicina.

Ejemplo B: Enfermedad con olor a jarabe de maple (EOJM).
Paciente de 22 dias de edad, sintomatico, hospitalizado en Tuxtla Gutiérrez, en el Estado de
Chiapas (980 km de distancia del DF), por presentar crisis convulsivas de dificil control,

deterioro neuroldgico y cetoacidosis severa.

dhundance
1e+074

80000004

Estandar interno

£0000004 \
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Figura 21. Cromatograma caracteristico de enfermedad con olor a jarabe de maple (EOJM). Se
observa elevacion de los cetoacidos de cadena ramificada (acido ceto-isocaprdico y acido 2-ceto-3-

metilvalérico).
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Ejemplo C. Aciduria isovalérica (AIV)
Paciente de 4 afios de edad proveniente del Estado de Tabasco (750 km de distancia con la Cd.
de México) con antecedente de un hermano mayor fallecido, rechazo a los productos de origen

animal, TNA con elevacion de isovalerilcarnitina (C5).

Abundance
40000004 Isovalerilglicina
/ g

3500000

anoooond Ac. 3-OH-isovalérico
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2000000
v
15000004
1000000
5000004
,,MMM*A,W,,W,
Time--> 12.00 14.00 16.00 18.00 20,00 22.00 24.00 26.00

Figura 22. Cromatograma caracteristico de aciduria isovalérica. Se observa la elevacion del acido 3-

OH-isovalérico e isovalerilglicina

Ejemplo D. Acidemia propionica (AP).
Muestra de paciente proveniente de Veracruz (distancia aproximada de 400 km de la ciudad de

México), asintomatico, con TNA sospechoso por elevacion de AO's inusuales.

Abundance .
] Ac. 3-OH-propionico
Tesl7 Estandar interno \
sonoom] Propionilglicina
000000 [ g
Ac. Metilcitrico
Tiglilglicina

40000004 /
20000004

Lo
Tes 1200 1410 1610 1800 2000 200 2400

Figura 23. Cromatograma caracteristico de aciduria propionica. Se observa elevacion de propionil

carnitina (C3). Acido 3-OH-propionico y el acido metilcitrico, asi como de propionilglicina y tiglilglicina.
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Ejemplo E. Deficiencia de 3-metil-crotonil-CoA carboxilasa (3-MCC)
Paciente proveniente del estado de Chiapas, con TNA sospechoso. Se observa en el
cromatograma considerable elevacion del acido 3-OH-isovalérico, asi como de 3-metil-

crotonilglicina (C50H) que confirma la enfermedad.

4500000 Ac. 3-OH-isovalerico
4000000 ; )
Estandar interno
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2500000
2000000
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1000000

500000
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Figura 24. Deficiencia de 3-metil-crotonil-CoA carboxilasa (3-MCC). Se observa considerable

elevacion del acido 3-OH-isovalérico, asi como de 3-metil-crotonilglicina.
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DISCUSION

Las AO causan complicaciones graves tales como la discapacidad intelectual irreversible y la
muerte, las cuales pueden ser prevenibles al realizar un diagndstico temprano y ofrecer un
tratamiento oportuno y adecuado a los pacientes que las padecen. En nuestro pais existen
diferentes factores que causan retraso en el diagnostico, uno de ellos es la dificultad logistica
que representa el envio de la muestra de OL desde el hospital de origen hasta el centro de
referencia que se encuentra en el DF, esta distancia puede ser tan lejana como 1600 km, si se
trata de una muestra que proviene del estado de Sonora. Con el objetivo de agilizar la llegada de
las muestras al INP y mejorar la calidad de las mismas, se decidio implementar la técnica de

analisis de AO’s extraidos de OPF.

Para ello se determind si el PF disponible en México era apropiado para implementar la técnica;
se investigaron en la literatura los trabajos previos que reportaron el uso de PF para deposito de
orina y encontramos que por lo menos 5 laboratorios utilizaron el mismo PF que se utilizé en el
presente trabajo, por lo que se decidid implementar la técnica con dicho material (Tuchman

1987, Chamberlin 1987, McCann 1995, McCann 1996).

Posteriormente se determiné si existia alguna interferencia del PF con el andlisis de AO’s. El
cromatograma de la inyeccion del agua extraida del PF solo mostrd la presencia del estandar
interno y del reactivo derivatizante (Fig. 12). Estos resultados muestran que el PF utilizado no
interfiere con el analisis de los AO’s y por lo tanto puede utilizarse para el depdsito de la orina,
como la han documentado los grupos de Tuchman y Chamberlin (Tuchman 1987, Chamberlin
1987). Una vez que se comprobd la utilidad del PF, se determind que la alicuota de 2 mL de
orina fue la mas apropiada debido a que se absorbe por completo sin salirse y sin dejar
escurrimientos. Esto representa una gran ventaja, sobre todo cuando se cuenta con pequefias
cantidades de orina, como en el caso de los neonatos. El PF impregnado se dej6 secar durante
minimo tres horas de acuerdo a lo reportado en la literatura (Chamberlin 1987; Al-Dirbashi

2011).

Previo a la determinacion de los AO’s es necesario que las muestras de orina tengan una
concentracién de metabolitos homogénea, para ello se tom6 como metabolito de referencia a la
creatinina (Sweetman 1991). Recuperar la creatinina de OPF fue un punto clave para la
implementacion de ésta técnica. Para determinar la recuperacién de creatinina de OPF se
compard su concentracion con la obtenida de la OL. El coeficiente de correlacion obtenido

mostré que la concentracion de creatina de la OL y de la OPF sigue una tendencia lineal (Fig.
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13), lo que significa que la creatinina de OPF es comparable con la creatinina de OL. Estos

resultados coinciden con lo reportado por Fu y colaboradores (Fu 2000).

El siguiente paso en la implementacion de la técnica, consistidé en determinar el porcentaje de
recuperacion de los AO’s de las muestras de OPF. En promedio los AO’s se recuperaron de la
OPF en un 96%, 101% y 103% para las concentraciones 2, 39 y 79 mmol AO’s/mol creatinina
respectivamente, el criterio de aceptacion para este parametro, de acuerdo a las
recomendaciones de la oficina de administracién de alimentos y farmacos de Estados Unidos
(FDA) para los métodos bioanaliticos es que las concentraciones obtenidas de la OPF fueran de
por lo menos 60% con respecto a la concentracion de la OL, por lo que la recuperacion de los
AQ’s de la orina depositada en PF obtenida en el presente trabajo se considera aceptable. Por
otro lado, de acuerdo a la misma organizacion, la reproducibilidad para un método bioanalitico
se considera como aceptable cuando los coeficientes de variacion no son mayores a 20%; los
resultados obtenidos en este experimento cumplen con lo recomendado (Figuras 14-16), por lo

que se puede aseverar que el método es reproducible.

Lo anterior es comparable con lo obtenido por un grupo de trabajo Espafiol, quien reporté un
porcentaje de recuperacion de 86% +15% para 19 AO’s estudiados con 12 repeticiones (Barbas

2002).

Posteriormente se determind la estabilidad de los metabolitos en la orina impregnada en el PF a
temperatura ambiente. En el periodo de tiempo estudiado, se observd que la concentracion de
los analitos no disminuy6 mas de 10% tomando como 100% la concentracion de los metabolitos
en el dia cero, excepto para el acido 4-OH-fenilpiruvico, el cual no fue detectable a
concentracion de 2 mmol/mol de creatinina, sin embargo en las otras dos concentraciones de
trabajo si fue detectable, aunque no de manera reproducible, lo cual confirma su inestabilidad en
el PF a lo largo del tiempo. Este hallazgo fue reportado anteriormente por Barbas y
colaboradores. Dicho metabolito no es patognomoénico para ninguna AQO, es decir, su ausencia

no representa la pérdida de un diagnéstico (Barbas 2002).

Por otro lado, en algunos metabolitos se obtuvo mas del 100% tanto de recuperacion como en
estabilidad (figuras 17-19). Esto puede deberse a que probablemente los AO’s se estan
conservando mejor en el PF. Este importante hallazgo ha sido reportado en la literatura con

anterioridad (Chamberlin 1987; Tuchman 1991; Fu 2000).

Con el objetivo de evaluar la utilidad de la técnica como una herramienta diagndstica, se solicitd

el envio de muestras de orina colectada en PF a las instituciones hospitalarias que nos refieren
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muestras con mayor frecuencia. Dichos hospitales nos enviaron muestras de OPF de pacientes
con sospecha de padecer alguna AO. En promedio, las muestras tardaron en llegar al INP 2 dias,
los PF venian en perfecto estado de conservacion y al momento de tratarlos para extraer la
orina, no se presentd ningin obstaculo, en general se obtuvo un volumen de recuperacion

similar al obtenido con la orina de trabajo.

En 23 de las 38 muestras recibidas se encontré una importante elevacion de los biomarcadores
caracteristicos de alguna AO (Tabla 5). Otros grupos de trabajo reportaron resultados similares

(Tuchman 1991, Kuhara 2002, Kuhara 2004, Shinka 2005).

En la figuras 20 a 24 se muestran ejemplos de los perfiles de AO’s obtenidos en las muestras de
OPF de pacientes con sospecha de AO recibidas de diferentes Estados de la Republica. En
dichos perfiles de AO’s se observan los metabolitos en sus tiempos de retencion caracteristicos,
sin que haya evidencia de alteracion en el patron de elucion de los mismos y con una

abundancia importante que permitié llegar al diagnostico de los pacientes.

Este método demostrd ser util para la evaluacion bioquimica a distancia de pacientes con
sospecha de AO. Asi mismo, permite el facil transporte de las muestras de orina evitando su

descomposicion, con un tiempo transcurrido entre envio y recepcion demuestra de 2 dias.

La centralizacion de los recursos diagndsticos de alta especialidad y el aislamiento geografico,
son dos de los muchos obstaculos que enfrentan en nuestro pais los pacientes foraneos que
presentan alto riesgo de padecer alguna AO y aquellos que han sido previamente diagnosticados
y que requieren del analisis de AO’s urinarios para su control médico de manera periddica. La
difusion y aplicacion del método implementado en el presente trabajo en todas las instituciones
de salud de nuestro pais, podria resolver dichos obstaculos y contribuir a la agilizacion del
diagnostico y seguimiento de estos pacientes, lo cual permitiria instaurar el tratamiento lo mas

oportunamente posible y aminorar las secuelas neurologicas irreversibles que causan las AO.
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CONCLUSIONES

e Se implementé una metodologia analitica que permitié extraer los AO’s urinarios de

muestras de OPF para su posterior determinacion mediante CGEM.

e El porcentaje de recuperacion de diferentes estandares de AO’s y creatinina extraidos de
la OPF fue de 96%, 101% y 103% para las concentraciones 2, 39 y 79 mmol de
AQ’s/mol de creatinina respectivamente.

e Laestabilidad de los analitos estudiados a través del tiempo fue mayor del 90%.

e Se realizé el diagnostico de 21 pacientes con AO mediante el analisis de los AO’s de

muestras de OPF.

e [a metodologia implementada demostrd su utilidad como herramienta para evaluacion

bioquimica a distancia.
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