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1 RESUMEN

El andlisis de acidos organices urinarios por cromatografia de gases- espectrometria
de masas {CGEM), permite el estudic de un gran numero de intermediarios
metabdlicos con lo cual se pueden determinar trastornos metabdlicos en orina, una
muestra no invasiva. Esto ha permitido descubrir un amplio espectro de
anormalidades metabdlicas en acidurias organicas de origen genético. Usamos esta
técnica en et estudio de 39 nifios con desnutricidn energético-proteinica (DEP) (9
Kwashiorkor, 10 Marasmos, 10 Kwashiorkor-Marasmaticos y 19 Sugar Babies), en los
que la deteccidon de anormalidades metabdlicas es muy dificil por la escasez de
muestras de sangre. Los pacientes fueron estudiados a diferentes tiempos: al ingreso,
entre los dias 5 y 20 y al egreso del hospital, cuando ya se habian recuperado
nutrimentaimente. Treinta y siete {94.8%) de 39 pacientes estudiados tuvieron una
excrecion urinaria anormal de acidos organicos, definida como aquellos valores que
se encuentran por arriba del mas alto observado al momento del egreso, cuando los
pacientes estaban nutrimentalmente recuperados. Se pudo observar una gran
heterogeneidad en cuanto a las anormalidades presentes en cada paciente; sin
embargo, no existe un patron de excrecién relacionado con un tipo particular de DEP.
Cerca de la mitad de los nifics desnutridos tuvieron evidencia de biogueos en ei
metabolismo del propionato {(15.4% con incremento de metilmalonato vy 25.6% de 2-
metiicitrato) o en la via de la B-oxidacion (30.8% con incremenfo de Acidos
dicarboxilicos con 3-hidroxibutirico normal o bajo), y 12.8% en ambas vias. Estas
anormalidades pudieron ser causadas por deficiencias de cofactores (vitaminas):
adenosit  cobalamina, para  metil-maloniiCoA  mutasa, biotina  para
propionitCoAcarboxilasa, riboflavina, niacina o carnitina, para varias de las enzimas de
la p-oxidacion mitocondrial y, por tanto, pueden representar fenocopias nutricionales
de algunos errores innatos del metabolismo. Los acidos dicarboxilicos fueron
excretados en grandes cantidades desde el ingreso, mientras que el incremento de 2-
metilcitrato y metilmalonato, indicativo de intermediarios acilCoA toxicos, se observo
hasta que el paciente habia iniciado la alimentacién oral. Esto probablemente
contribuye al bien conocido pero pobremente entendido agravamiento de los nifios
desnutridos, si estos ingieren abundantes proteinas. El incremento de otros acidos
organicos urinarios es menos especifico: 3-hidroxibutirato (cetosis), acido lactico
(acidosis lactica), 4-hidroxifenil-lactato (dafio hepatico inespecifico), fumarato y
succinato (disfunciones del ciclo de Krebs), y 4-hidroxifenil-acetalo y benzoato
{(probables produclos del metabolisme bacteriano). Nuestro estudio muestra que la
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mayoria de i0s nifos con desnutricidn energético-proteinica severa tienen acidurias
organicas. Estos resultados pueden tener implicaciones diagnosticas y terapéuticas,
no nicamente en desnutricidon primaria sino también en desnutricion secundaria a
enfermedades tales como mala absorcidn intestinal. Adicionalmente, el andlisis de
acidos organicos urinarios por CGEM demostrd ser una herramienta novedosa,
eficiente y no invasiva, en el estudio de las deficiencias vitaminicas en la DEP.



2 ANTECEDENTES
2.1 Acidos organicos en el contexto del metabolismo intermedio

Los acidos organicos comprenden un amplio grupo de compuestos cuya bioquimica
abarca varias areas del metabolismo intermedio. Se definen como acidos carboxilicas
no aminados e incluyen muchos compuestos del metabolismo de carbohidratos (i.e.
acido lactico), lipidos {acidos grasos) y aminoacidos (muchos de sus intermediarios
catabolicos). Pueden tener ademas diferentes grupos funcionales tales como
hidroxiacidos, cetodcidos, dcidos aromaticos, compuestos heterociclicos, amidas y
lactonas (1). Se producen bajo condiciones fisioldgicas normales, y se acumulan en
forma importante cuando la actividad enzimatica encargada de su metabolismo es
deficiente o presenta algun bloqueo (2).

Las acidemias organicas son un grupo de enfermedades del metabolismo intermedio
gue resultan en la acumulacion de &cidos organicos en fluidos bioldgicos, alteran el
equilibrio acido-base y trastornan fas vias metabdlicas intracelutares (2-4). Estan
asociadas con la excrecion urinaria de una gran cantidad acidos organicos normaies,
sin embargo, algunas otras se caracterizan por un incremento moderado (o incluso
leve) de acidos organicos que habitualmente no estan presentes (5). Pueden ser de
indole genético ¢ ser secundarias a efectos nutricicnales, como en la aciduria
metilmalénica debida a la deficiencia de vitamina B12 (6-12); léxicos, como en el caso
de la toxina hipoglicina, responsable de la enfermedad de vémito Jamaiquino (13,14),
o estar relacionados a otras enfermedades adquiridas, como la aciduria 4-
hidroxifenilacética asociada a sindromes de sobrecrecimiento bacteriano (15).
Asimismo se han observado alteraciones con algunos farmacos como el acido
valpréico y los salicilatos (16). Como resultado de lo anterior se originan cambios
variables en la excrecion urinaria de acidos organicos, en su naturaleza y en su
namero.

2.2 Estudio de acidos organicos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CGEM)

La combinacién de la cromatografia de gases con la espectrometria de masas
(CGEM), tiene una gran aplicacién analitica en un nimero muy amplio de areas, entre
las que se puede mencionar fa geologia, la quimica ambiental, la farmacologia, la



biocquimica, la toxicologia, etc. Su aplicacion en la investigacion biomédica es cada
vez mas importante; un ejemplo de ello es el estudio de los errores innatos del
metabolismo {17-22}

Es bien conocido que la identificacion de las enfermedades esta estrechamente ligado
a los avances tecnoldgicos. Si nos enfocamos al metabolismo intermedio
observaremos que casi la lotalidad de las aminoacidopatias fueron descrilas en las
décadas de ios 60 y 70 coincidiendo con el refinamiento de las técnicas de
cromatografia de aminoacidos por resinas de intercambio idnico (23).

Antes del arribo de la CGEM, los acidos organicos se estudiaron por técnicas
cromatograficas simples, siendo el acido citrico el primero en ser descubierto en la
orina en 1917 (24). También se busco la relacion entre la excrecién de &cidos
organicos wrinarios y variables como Ia dieta y el estado 4cido-base (25). ta
identificacion de la acidemia isovalérica por Tanaka en 1966 usando CGEM cimenté el
camino para la aplicacion de esta técnica al estudio de acidurias organicas (26).

El uso mas generalizado de esta técnica en los laboratorios de bioguimica clinica ha
permitido el incremento en el diagnostico biogquimico de numerosos errores innatos de!
metabolismo, a través de la identificacion de 4cidos organicos excretados
anormalmente, que constituyen marcadores de blogueos metabdlicos en el organismo.
En este sentido, se sabe que al acumularse un metabolito caracteristico en la sangre,
él mismo y otros intermediarios aparecen en la orina, en donde es mas frecuente
realizar este estudio. Actualmente se han individualizado mas de 50 acidurias
organicas y se han abierlo capitulos importantes en el estudio de enfermedades
metabéticas como en la B-oxidacién de los acidos grasos, lo que permite comprender
mejor el metabolismo intermedio (2,4,27).

El enfoque analitico de los &cidos organicos es muy complejo y hasta hace poco
tiempo, por razones de costo del equipo, por la alta especializacion requerida para su
manejo y la interpretacién de los resultados, estos estudios se realizaban en pocos
lugares del mundo, todos ellos en paises altamente industrializados, y su empleo se
restringia a detecciones toxicolGgicas y al diagnéstico de acidurias organicas (22,28-
30).



La composicion de los acidos crganicos, mas que cualquier otra substancia endégena
en fluidos fisiolégicos, representa una mezcla muy compleja de compuestos con un
amplio intervalo de concentraciones, grupos funcionales y propiedades fisicas, en
particular, su caracter hidrofobico varia considerablemente. El conocimiento de estas
propiedades es importante para elegir el método de aislamiento del material biclogico.
(5,31-34). Los pasos principales para la realizacion de un perfil de acidos organicos
consisten en a} extraer los acidos organicos del fluido bioloégico que se va a estudiar,
b) formar derivados volatiles y c) analizarlos mediante un cromatografo de gases
acoplado a un espectrémetro de masas. Si el fluido es orina, los resultados son
expresados en términos de la concentracion de creatinina (27).

El punto critico del analisis consiste en lograr un aislamiento real y efectivo de los
Acidos orgéanicos, para lo cual se han implementado una variedad de enfoques para
su extraccion, a través de los afos. El método mas comun con disolventes tiene serias
limitaciones, como la baja reproducibilidad, 1a pobre recuperacion de los acidos mas
polares como el metilcitrico y la extraccion de grandes cantidades de compuestos
neutros, particularmente la urea. Con el uso de cromatografia de intercambio idnico
se obtiene una mayor recuperacion de los acides mas polares, sin embargo, la
desventaja es que se extraen sulfatos y fosfatos inorganicos, los cuales pueden
enmascarar compuestos de interés en el cromatograma (35). Recuperaciones altas y
uniformes se obtienen empleando cromatografia de particiéon en silice hidratada con
acido sulfdrico, siendo éste un método répido, reproducible y sin interferencia por
urea, fosfatos o sulfatos (27 35-38).

Por ultimo, la CGEM permite la cuantificacion de compuestos a través de las areas de
los picos de los cromatogramas de extraccién ionica de iones Unicos (o casi unicos)
para cada compuesto, lo que incrementa la resolucion cromatografica de los picos
sobrepuestos en el cromatograma iénico total (35).

2.3 Desnutricion energético-proteinica (DEP)
La DEP es un estado patoldgico, inespecifico, sistématico y potencialmente reversibie

que se origina por la deficiente utilizacién o aporte de tos nutrimentos esenciales a las
celulas del organismo {39).



La DEP es uno de los padecimientos mas frecuenies en la infancia particularmente en
paises en vias de desarrollo. Ademas de su importancia como problema de salud
publica, representa un rompimiento en fa homeostasis del organismo y constituye un
modelo dtil para comprender los mecanismos de regulacion metabalica.

Este padecimiento es un trastorno heterogéneo, tanto clinica como bioguimicamente
{39). Aun se desconocen muchos de sus aspectos en razén a la complejidad de los
cambios que ccurren y a las limitaciones para estudiar invasivamente a los afectados.
En particular, las deficiencias vitaminicas son muy frecuentes, sin embargo, su efecto
en las diferentes vias metabolicas y en el curso clinice de los desnutridos no ha sido
tan bien dilucidado como el de la carencia de energia y proteinas (40).

2.3.1 Clasificacion de la desnutricién

Existen varios criterios para clasificar a la desnutricion:
a) por su intensidad

b) por su tiempo de evolucion

¢) por sus manifestaciones clinicas.

a) La propuesta por el Dr. Federico Gdmez (41), considera tres grados segln su
intensidad, en funcidn al porcentaje de déficit de peso en un individuo de determinada
edad en relacion a un valor "ideal” ¢ de referencia:

Grado Porcentaje de déficit peso para la edad
.- Leve 10-24%
1l.- Moderada 25-39%
lif.- Grave mayor de 40%

b} El déficit de talla para la edad en relacion a un valor "ideal" ¢ de referencia evalla
el grado de atrofia por desnutricién y refleja la cronicidad del padecimiento (42):

Grado Parcentaje de lalla para !a edad
I.- Leve 95-90%
it.- Moderada 89-85%
Nl.- Grave menor del 85%



¢) De acuerdo a las manifestaciones clinicas, se pueden describir las siguientes
formas: (42,43 44 45).

KWASHIORKOR.- Paciente con desnutricion grave que presenta paniculo adiposo en
cantidad variable, edema como signo caracleristico y lesiones cutaneas descamativas,
presenta también alteracién en mucosas y cabello de diversa intensidad, e
irritabilidad.

MARASMO .- Como caracteristica principal, carace de panicuio adiposo, tiene fascies
senil, sin edema, con lesiones en mucosas de poca intensidad, y déficit de peso para
la edad mayor al 40%.

KWASHIORKOR- MARASMATICO.- Paciente con edema de origen nutricional en las
extremidades, acompafiado en ocasiones de lesiones cutaneas similares a las
descritas en el kwashiorkor clasico, presentan ademas datos de paniculo adiposo
como el marasmo y su déficit de peso para la edad se encuentra entre el 40 y 20%.

“SUGAR BABY" - Término acufado por Platt para definir al paciente desnutrido de
tercer grado con un peso corporal de 80 al 80% de! normal para su edad, con paniculo
adiposo en cantidad variable, con o sin edema yfo hepatomegalia, ademas de cambios
minimos en piel y cabelio; cuadro clinico producide por una dieta baja en proteinas y
alta en carbohidratos.

2.4 Vitaminas y acidos organicos

La integridad de muchas de las reacciones quimicas que ocurren en un organismo
dependen en forma significativa de la presencia en concentraciones adecuadas de
cofactores derivados de las vitaminas provenientes de la dieta. En algunos errores
innatos del metabolismo, denominados dependencias vitaminicas hereditarias (46), el
bloqueo se manifiesta a ingestas normates de alguna vitamina, pero desaparece con
la administracion de dosis farmacolégicas. Ejempio de ello es a deficiencia muitiple de
carboxilasas dependiente de biotina (47). Bloqueos similares causados por
deficiencias vitaminicas dietarias pueden ser vistos como fenocopias nutricionales de
estos defectos genélicos (48). Estos blogueos resultan en la acumulacién y excrecidn
anormal de metabolitos -muchos de los cuzles son acidos organicos- potencialmente
detectables por CGEM. Aungue la forma mas comun para evaluar el estado nutricio



por vitaminas consiste en medir las enzimas de las cuales son cofaclores, las
concentraciones de acidos organicos también pueden ser marcadores Utiles de
deficiencias vitaminicas. Tal es el caso de la elevacion del acido metilmaldnico en
sangre y orina comao indicador de deficiencia de vilamina B12 (6-12).

Apoenzima es |a proporcién proteica de la enzima, cuando se asocian con su cofactor
y son enzimalicamente activas se denominan holoenzimas. Si la concentracion del
cofactor en la célula es andmalamente baja, una proporcion significativa de la enzima
se encuentra como apoenzima y frecuentemente la velocidad de degradacion de ésta
es mas rapida que la de la holoenzima.

El procesamiento de la vitamina en cofactor frecuentemente consta de una serie de
pasos metabdlicos y mecanismos de transporte para obtener 1a concentracion
requerida en el sitio donde se llevan a cabo las reacciones en las cuales se encuentra
involucrado. La actividad de la holoenzima es por tanto dependiente de mecanismos
de transporte, metabolismo, procesamiento y unién del cofactor requerido; por lo tanto,
en estos procesos existen muchas posibilidades de defectos genéticos, los cuales
resultarian en una deficiencia de la actividad de la holoenzima (49).

El descubrimiento de que algunas enfermedades metabélicas pueden ser tratadas con
altas dosis del cofactor o la vitamina precursora ha sido empirico. Cuando se ha
demostrado que una enfermedad se debe a la deficiencia de la actividad de la
holoenzima, se administran grandes dosis de la vitamina o el cofactor, lo que puede
resultar en un incremento de la actividad de la holoenzima, y aigunas veces, en una
dramatica mejoria en el status clinico del paciente. Ejemplo de o anterior es 1a biotina
en el caso de la deficiencia multiple de carboxilasas y la vitamina B12 en la acidemia
metilmalonica, observandose una rapida y fuerte disminucion en la concentracion de
los acidos organicos en sangre y en orina, asi como un incremento en la capacidad
para tolerar los precursores que precipitan episodios agudos en los pacientes (49).

2.4.1 p-oxidacion {carnitina, riboflavina y niacina)

La carnitina actia en el transporte de los acidos grasos de cadena larga, del citosol a
la matriz mitocondrial, para ser oxidados como fuente de energia. E! proceso de
transporte consiste en dos transesterificaciones que involucran a los acil ésteres de
CoA y carnitina y ta accion de tres enzimas mitocondriales, carnitina aciltransferasa | y



i y caritina translocasa. Ef resultado de la accion de estas tres enzimas es que los
acidos grasos de cadena larga (AGCL) son conducidos al interior de la mitocondria,
para servir como sustrato de la B-oxidacion. Por elio, la carnitina es indispensable
para la oxidacion de los AGCL (50,51).

Las necesidades de carnitina han sido demostradas en mamiferos en circunstancias
en las cuales su biosintesis esta limitada por deficiencia de los precursares lisina o
metionina. Se han encontrado niveles anormalmente bajos en humangs con
desnutricion proteinica grave (52).

La riboflavina funciona metabélicamente como un componente esencial de las
coenzimas flavin mononucledtido (FMN) y flavin adenina dinucledtido (FAD), las
cuales actian como intermediarios en la transferencia de electrones en reacciones
biolégicas de oxidorreduccién, entre las que se encuentran las acil-CoA
deshidrogenasas que participan en la p-oxidacion (52).

La niacina sirve como precursor en la sintesis de nucledtidos de piridina NADH y
NADPH, que participan como co-susiratos de muchas deshidrogenasas del
metabolismo de carbohidratos, acidos grascs y aminodcidos. Su deficiencia en
humanos resufta en cambios en la piel, el tracto gastrointestinal y el sistema nervioso
(52).

Cuando la capacidad de la [}-oxidacién mitocondrial es excedida, ya sea por un
incremento en el flujo de esta via para la produccién de energia, como ocurre en la
cetoacidosis diabética o durante un tiempo prolongado de ayuno, o en la deficiencia
de alguna enzima involucrada, la ()-oxidaciér de acidos grasos {peroxisomal y
microsomal) se incrementa resultando en la acumulacién de écidos dicarboxilicos de
cadena media (adipico, subérico y sebdcico) (2) (Figura 1).

Durante el ayuno o en periodos de descompensacion en pacientes con errores innatos
del metabolismo de la B-oxidacion, se ha descrito un perfil de acidos orgénicos
caracterizado por una “inapropiada” aciduria dicarboxilica, es decir, acidos
dicarboxilicos elevados sin aumento concomitante de cuerpos ceténicos (53).
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2.4.2 Metabolismo del propionato (vitamina B12 y biotina}

La propionil-CoA es carboxilada en forma reversible a D-metilmalonil-CoA por una
enzima mitocondrial dependiente de biotina, la propionil-CoA carboxilasa. La
deficiencia genética de esla enzima produce acidemia propiénica (AP) (54). La D-
metilmalonil-CoA se convierte por la metilmalonil-CoA racemasa en el L-isdmero, el
cual es convertido en succinil-CoA por la metiimalonil-CoA mutasa, enzima
dependiente de vitamina B12 (55) (Figura 2).

Los principales precursores de propionil-CoA son los aminoacidos isoleucing y valina.
Otros aminoacidos precursores son la treonina y la metionina, que son metabolizados
a este intermediario via 2-oxobutiril-CoA. La B-oxidacién de acidos grasos de cadena
impar produce también propionil-CoA. Ei colesterol es un precursor menor de
propionato a través de la B-oxidacion peroxisomal de la cadena lateral. Finalmente ia
. sintesis de propicnato por las bacterias gastrointestinales es un factor importante en
las enfermedades del metabolismo del propicnato (56).

La vitamina B12 es sintetizada exciusivamente por microorganismos, pero la mayoria
de los animales superiores son capaces de convertir la vitamina en dos formas de
coenzimas, adenosilcobalamina (AdoCbl) y metilcobalamina (MeCbl). Unicamente se
conocen dos enzimas en células de mamiferos que dependen de las coenzimas
cobalamina: metiimalonil-CoA mutasa, que utiliza AdoCbl, y N5-metiltetrahidrofolato-
homocisteina metiltransferasa, que requiere MeCbl. Existen dos anormalidades en la
sintesis de AdoCb! que causan una deficiente actividad de la metiimalonil-CoA
mutasa, lo que origina una acidemia metilmalénica (AMM). En la mayoria de los
pacientes con este defecto, la administracién de suplementos farmacolégicos de Cbl
disminuyen la acumulacién de! dcido metilmalénico (56).
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La deficiencia en [a ingesta de vitamina B12 produce un modelo de las alteraciones
bioguimicas caracteristicas del error innato del metabolismo en el cual las actividades
de metilmalonil-CoA mutasa y N5-metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferasa
son deficientes (6-12).

La biotina es una de las vitaminas hidrosolubles pertenecientes al complejo B. Actda
como grupo prostético de cuatro carboxilasas en el humano. piruvato carboxilasa,
propionil-CoA carboxilasa, B-metilcrotonil-CoA carboxilasa y acetil-CoA carboxilasa.
Un adecuado aporte de biotina es vital ya que estas enzimas participan en
giuconeogénesis, sintesis de acidos grasos y en el metabolismo de amincacidos. La
biotina proviene de la dieta y posiblemente también de la actividad sintética de la flora
gastrointestinal (52). Existen dos defectos en el ciclo de 1a utilizacién de biotina en
humanos. Ambas enfermedades resulian en una deficiencia multiple de carboxilasas
produciende bloqueos en i{a gluconeogénesis, anaplerosis del ciclo de Krebs, la
sintesis y elongacion de &cidos grasos, y el catabolismo de varios aminoacidos y
lipidos. La deficiencia de holocarboxilasa sintetasa, lambién conocida como “de inicio
temprang”, es un trastorng en la biotinilacién y la deficiencia de biotinidasa, (de inicio
tardio), es un trastorno en €l reciclaje de la biotina. Los pacientes afectados presentan
manifestaciones clinicas graves, entre eilas acidosis metabélica y un patron de
excrecion de acidos organicos caracteristico: elevacion en la concentracion de -
hidroxiisovalérico, B-metiicrotonilglicina, 3-hidroxipropidnico, 2-metilcitrico y lactico
(57}.

La deficiencia espontanea de biotina en humanos es muy rara. UUna de las
circunstancias en la que se presenta es cuando hay un consumo excesivo de clara de
huevo gue contiene una proteina, la avidina, que al unirse a la biotina produce su
deficiencia (58,59). También ocurria en pacientes que recibian alimentacion parenteral
total por tiempo prolongado antes de gue se incluyera biotina en las disoluciones para
esta forma de alimentacion (60). Asimismo el uso continuc de farmacos
anticonvulsivantes puede provocar esta deficiencia, probablemente por inhibicion del
transporte intestinal de la vitamina (55).

La D-metilmalonil-CoA hidrolasa es una activa deacilasa presente en higado, que
probablemente es responsable de la liberacidn de grandes cantidades de acido
metiimaldnico de la mitocondria en la aciduria metilmalonica, para después excretarse
por la orina; esta enzima es casi inactiva con propionii-CoA. Dicha reaccion



seguramente es una “valvula de escape” que limila la acumufacion intramitocondrial
de los ésteres acil-CoA toxicos en los pacientes con AMM. Debido a que metiimalonil-
CoA no participa en procesos anabdlicos, el organismo trata de eliminar
inmediatamente el exceso desacoplando la forma CoA: el metilmalonate puede
entonces cruzar la membrana celular facilmente y ser excretado en la orina.

En contraste en pacientes con AP, la excrecion de metabolitos urinarios parece tener
un papet menos importante en disminuir 105 efectos potencialmente tdxicos del exceso .
intracelular de los ésteres acil-CoA. Dado que no existe un sistema de deacilacién de
propionil-CoA, éste se comporta como un andlogo de acetil-CoA y sirve como
substrato de |a citrato sintasa, uniéndose al oxaloacetato para formar 2-metilcitrato. El
2-metilcitrato se {ransporta al citoplasma donde puede ser excretado a través de la
orina o servir como sustrato de la citrato liasa, regenerando oxalcacetato y propionil-
CoA que serviria como molécula cebadora (primer} en la sintesis de acidos grasos de
cadena impar. Por otra parte el 3-hidroxipropil-CoA, formado a partir de propionil-CoA
en una via menos activa, sirve como substrato de la 3-hidroxi-isobutiri-CoA deacilasa,
enzima involucrada en la oxidacion de la valina, dando lugar al acido 3-
hidroxipropidnico (61).



3 HIPOTESIS

En la desnutricidon energético-proteinica existen bloqueos metabélicos (por
deficiencias de coenzimas derivadas de vitaminas), que se hacen evidentes por una
excrecion anormal de &cidos organicos {intermediarios de fas vias metabdlicas
bloqueadas) en orina.

4 OBJETIVOS

« Conocer el espectro de bloqueos metabdlicos que ocurren en la desnutricion
energético-proteinica y que se manifiestan en la excrecion anormal de acidos
organicos.

» Estudiar cuantitativamente la excrecidn de Acidos organicos urinarios en nifios
desnutridos con objeto de determinar gué vias metabdlicas (y en qué parte de ellas)
se encuentran blogueos como consecuencia de posibles deficiencias vitaminicas
que forman parte de la desnutricion.

+« Comparar la excrecién urinaria de melabolitos "marcadores de blogueos
metabélicos” en nifios con DEP al ingreso, durante los dias 5-20 (una vez que el
paciente ingiere proteinas), con sus niveles cuando se recuperaron
nutrimentalmente y son dados de alta.



5 JUSTIFICACION

La DEP representa un rompimiento en la homeostasis del organismo y constituye un
modelo atil para conocer mejor los mecanismos de reguiacion metabdlica. En este
padecimiento, tanto por razones metodolégicas como por las serias limitaciones para
obtener muestras de sangre en pacientes muy peguenios y graves, son limilados los
estudios para conocer si existen vias metabdlicas bloqueadas y cuales son estas vias.

El estudio de los acidos organicos es una herramienta poderosa, pues de existir
bloqueos en ia DEP similares a los que se presentan cuandc hay enfermedades
metabdticas hereditarias, al igual que en estas Gltimas, se excretaran metabolitos que
normalmente son procesados. La excrecién anormal de acidos organicos constituye
entonces un buen indicador de transtornos en las principales vias metabdlicas de un
individuo.

Et estudio de acidos organicos en orina para detectar bloqueos metaboélicos por
deficiencias vitaminicas en fa DEP no se ha empleado previamente. Debido a que la
DEP es un padecimiento multifactorial y heterogénec, seguramente existen en él
diversos pasos limitantes. Conviene, tanto por razones conceptuales como practicas,
determinar cuales deficiencias vitaminicas dan origen a pasos limitantes en los
diferentes pacientes desnutridos. El estudiar en elios el perfil de acidos organicos,
permitird descubrir una amplia gama de intermediarios metabdlicos anormales
indicativos de deficiencias vitaminicas. Ademas facilitard considerablemente el
abordaje en el caso de nifios desnutridos.



6 MATERIAL Y METODO
6.1 Seleccidn de pacientes

Se estudiaron a 39 nifios que ingresaron al Servicio de Nutricion del instituto Nacionai
de Pediatria con desnutricidén energético-proteinica de tercer grado con variedad
clinica marasmo (M) (n=10), kwashiorkor (K) (n=9), kwashiorkor-marasmatico (KM)
(n=10) en términos de la clasificacion de Wellcome {44). Los otros diez pacientes
fueron clasificados como “sugar baby” (SB), de acuerdo a los criterios de Platt (43).
Los vaiores normales de referencia fueron [os reportados por Ramos Galvan para
nings mexicanos (39).

Los controles normales fueron 70 pacientes con peso y talla dentro de los
porcentuales 5 y 95 para su edad. Este protocolo de investigacion fue aprobado por
los comités de Investigacion y Etica del Instituto Macional de Pediatria. Se obtuvo
conocimiento informado en todos los casos de los padres o tutores de los pacientes.

Los pacientes fueron excluidos (o eliminados) si se encontraban afectados con otra
enfermedad ademés de la desnutricion, incluyendo dafioc hepatico o renal o si habian
sido tratados con cualquier vitamina, camnitina, acido valproico, telracicling, o
transfusién sanguinea. Fueron eliminados también si 1a infeccién no cedia al quinto
dia después de la admision, o si no podian alimentarse oralmente.

6.2 Diseito experimental

Los pacientes fueron estudiados en tres ocasiones:

a} En las primeras 24-72 horas después de su admision al hospital, una vez que la
infeccion, deshidratacion y acidosis metabdlica habfa sido controlada, pero antes de
gue la ingesta proteica fuera iniciada (muestra inicial).

b) Entre el dia 5 y 20, después de que la alimentacién oral habia sidc iniciada
{muestra intermedia).

c) Al momento del egreso del hospital, cuando el paciente estaba recuperado
nufrimentalmente y su déficit de peso para fa talla era menor de 15 % {(muestra final).
De este modo cada individuo fue su propio control.



En cada ocasidn una muestra de orina tomada al azar fue colectada e inmediatamente
congelada a -20° C; se tuvo cuidado de evitar la contaminacion de los especimenes
por heces o por secreciones de lesiones que algunos pacientes presentaban. Todas
las muestras fueron obtenidas temprano en la mafiana antes de tomar alimentos.

Por razones administrativas nueve pacientes (2K, 2MK, y 5 SB) fueron transferidos a
otro hospitat antes de alcanzar su recuperacion nutricional, por lo tanto no se obtuvo
la muestra final de ellos. Todos los cascs se encontraban en vias de recuperacion,
pero no habian alcanzado un déficit de peso para la talla menor del 15%.

El tratamiento habitual de la DEP, una vez que se ha restablecido el equilibrio hidro-
electrolitico, consiste en la administracién de soluciones parenterales durante el
tiempo requerido para iniciar la tolerancia a la via cral y en el momento en quée ésta
existe se indica una férmula preparada con caseinato de calcio, glucosa, aceite de
maiz, y cloruro de potasio, (esla férmula no contiene adicionalmente leche o
vitaminas), cantidades crecientes de leche en polvo {iniciando con 8 gr. por 100 ml de
férmula) se agregaron tan pronto como fueron toleradas; todos los pacientes toleraron
hien [a formula y tenian una dieta normal al momento del estudio final.

6.3 Estudio de acidos organicos por CGEM

La determinacion de los &cidos orgdnicos fue realizada por CGEM después de su
extraccion en fase sélida

6.3.1 Extraccién en fase sélida

Para ia extraccidn de los acidos organicos se utilizaron cartuchos de silica-gel (Spe-ed
1000 / 6ml), que fueron acondicionados lavandolos primero con 4 ml de HC! 0.1 M en
metanol y después con 4 m! de HoSO4 5 mM en metanol. Los cartuchos se secaron
con vacio antes de su uso.

La orina fue acidificada y cada muestra (volumen necesario de orina para tener 0.5 u
mol de creatinina) fue aplicada a un cartucho acondicionado. Cada cartucho se sect
con vacio por 15 min., los acidos orgdnicos se eluyeron con 2mi de 20% (viv) t-
butanoi/cloroformo, que fueron recolectados en tubos de vidrio con tapdn de rosca. Se



adicionaron 100 pl de NaOH 0.05 N en metanol y se Htevaron a2 sequedad en un
rotoevaporador.

6.3.2 Procedimiento de silanizacion

Los derivados trimetilsilano fueron formados adicionando 100 pl de N, O-bis-
{trimetilsilil)-acetamida (BSTFA} y calentando las muestras durante 30 minutos a 60°C.

6.3.3 Andlisis de los derivados por CGEM

Se obtuvo el perfil de acidos organicos inyectando 1 pl de cada muestra a un
cromatografo de gases Hewlett-Packard modelo 5890, acoplado a un detector de
masas Hewlett-Packard modelo 5971A. Se usd una columna de metilfenilsilicon de
25m, 25p de espesor de pelicula, 0.25 mm de diametro. El programa de temperatura
de [a columna fue: temperatura inicial 40°C por 5 min., temperatura final: 280°C por 2
min., velocidad de calentamiento 10°C por min. La temperatura del inyector fue de
230°C, la de la linea de transferencia 280°C y de ia fuente 150°C. El tipo de inyeccion
fue Spitless con un tiempo de encendido de la purga de 2 min. Se realizé monitoreo
total de iones ("scan") en el intervalo m/z de 45 a 650.

La concentracién fue calculada con el uso de factores de respuesta determinados a
partir de las curvas de calibracién de ios estandares, en las mismas condiciones de
analisis, a través de las areas de los cromatogramas de extraccion iénica de iones
dnicos (o cercanamente Unicos) para cada compuesto (29,35).



7 RESULTADOS

El presente estudio incluyé 39 pacientes con desnuiricion energético-proteinica de las
variedades Kwashiorkor {n=9), Kwashiorkor-marasmatico (n=10) y Marasmo (n=10) de
acuerdo a la clasificacion de Wellcome (44) y 10 pacientes clasificados como "sugar-
baby" segun la definicion de Plati (43},

Los pacientes se agruparon de acuerdo a la variedad clinica de desnutricion; |a tabla
1 muestra un resumen de los datos clinicos de cada grupo. Se puede observar que el
grupo de menor edad son los pacienies marasmaticos y el de mayor edad fue el grupo
kwashiorkor-marasmatico; no existen diferencias significativas en cuanto al sexo de
los pacientes, en cuanto al tiempo de recuperacién: los nifics con marasmo y
Kwashiorkor-marasmaticos tienen un tiempo de recuperacion mas prolongado
evidenciado por una estancia hospitalaria mayor.

Definimos como concentraciones anormales de &cidos organicos aquellos valores
situados por arriba del mas alto observado al momento del egreso, (cuando los
pacientes estaban nutrimentaimente recuperados). Algunos de los valores obtenidos
en {a muestra final (egreso) fueron mas altos que los de los controles normales
estudiados por nosotros (tabla 2} o los publicados por otros {2), lo que posiblemente
resulte en subestimar la frecuencia real de acidurias organicas en la DEP.

De acuerdo al criterio arriba mencionado, treinta y siete (94.8%) de 39 pacientes
estudiados tuvieron excrecion anormal de &cidos organicos. En el apéndice se
muestran las concentraciones individuales de todos los acidos orgénicos evaluados
en las diferentes muesiras de cada paciente,

De los 37 nifios que tuvieron anormalidades, sélo 5 presentaron elevacién de un solo
acido organico; el resto tuvieron elevaciones en mas de uno de elios. Ademas, en
varios pacientes dichas anormalidades se encontraron tanto en la muestra inicial
como en la intermedia (tablas apéndice).
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Las figuras 3 a 12 muestran las concenfraciones individuales para cada acido
organico en las diferentes momentos de estudio de los lodos los pacientes, Cabe
destacar como puede observarse en dichas graficas que en la mayoria de los acidos
orgénicos hubo individuos cuyas concentraciones se encuentran claramente por arriba
de las obtenidas al momento del egreso.,

La tabla 3 muestra la frecuencia de incremento en la excrecion de los &cidos
organicos en cada grupo estudiado, se puede apreciar una gran heterogeneidad en
cuanto a las anormalidades presentes, asi como la carencia de asociacion de un
patron de excrecidn urinaria de acidos orgénicos con un tipo clinico particular de DEP.
Los acidos que mas frecuentemente se encontraron elevados fuercn el lactico y 4-
hidroxifenil-lactico (figuras 7 y B8), los de menor frecuencia fueron succinato, 4-
hidroxifenitacetato y benzoato (figuras 10-12).

Existen sorprendentes diferencias en relacion al tiempo de la excrecién maxima de
acidos organicos, la mayoria de las anormalidades estuvieron presentes al ingreso,
por ejemplo, fue desde el momenio de ia admision al hospital, cuando los pacientes
estaban en ayuno, cuando la excrecion de acidos dicarboxilicos fue mayor (tabla 3
figura 5). Por otro lado en la mayoria de los casos en los que se observé incremento
del 2-metilcitrico y especialmente del metilmalénico, no fue en la muestra inicial sino
hasta varios dias después, cuando los pacientes ya habian empezado a recibir
proteinas (tabla 3 figuras 3 y 4).
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Tabla 3 Nimero de nifios con excrecién anormal’ de acidos organicos seleccionados, a

diferentes tiempos de &f estudio

Acidos organicos Enla Unicamente en la
seleccionados muestra muestra Total Porcentaje (%)
iniciat T intermedia¥® {n=39)
2-Metilcitrico 4 6 10 256
Metiimalénico 1 5 6 15.4
Lactico 20 7 27 69.2
3-Hidroxibutirico 7 3 10 2586
Dicarboxilicos|! 11 1 12 30.8

{con 3-Hidroxibutirico
normal o normal bajo)

Etilmalénico 4 1 5 12.8
4-Hidroxifenil-lactico 17 2 19 48.7
Benzoico 2 2 51
Fumidrico 4 2 6 154
Succinico 1 1 2 51
4-Hidroxifenilacético 2 2 5.1

* Excrecion anormal definida como aquellos valores por arriba del mas alto observado
al momento del egreso, cuando el deficit de peso para la talla era menor at 14%. Para
observar los valores individuales, referirse a las figuras 1-3.

1 Las muestras iniciales fueron colectadas antes de iniciar ingesta proteica. Algunos de
estos ninos presentaron anormalidades tambien en la muestra intermedia.

1 ILas muestras intermedias fueron colectadas entre el 5° y 20° dia del estudio, una vez

que la alimentacion orai se habia iniciado
Il Acidos dicarboxilicos suma de adipico, subérico y sebacico.
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Idealmente los resultados deberian ser expresados en términos de coleccion de orina
de 24 horas. En la practica eslas muestras son dificiles de obtener en nifios
severamente desnutridos, debido a que frecuentemente presentan dermatitis en la
region perianal, especialmente al momento de fa admision. En este trabajo, usamos
muestras de orina al azar y expresamos los resuitados en 1érminos del contenido de
creatining en la muestra para corregir la concentracién variable de las orinas
{16,20,27).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las cuatro
variedades clinicas de desnutricion para la excrecion de ningdn 4cido organico. Se
analizaron comparativamente los resultados en los diferentes momentos de!l estudio
(Kruskal-Wallis p<0.05). '

A pesar de que existe una tendencia de una concentracién baja de creatinina en la
muestra inicial e intermedia comparada con las muestras finales, varios acidos
diferentes (2-metilcitrato,fumarato, 3-hidroxibutirato, etilmalonato, 4-hidroxifenilacetato
y benzoato), no mostraron diferencias estadisticamente significativas por creatinina en
los tres diferentes periodos de coleccion.

£n los acidos: metilmalonato, succinato, las concentraciones en la muestra inicial son
estadisticamente diferentes de las concentraciones en la muestra final.

En cuanto a el lactato, 4-hidroxifenil-lactato y dicarboxilicos, sus concentraciones tanto
de la muestra inicial como Ja intermedia difieren estadisticamente de las
concentraciones de la muestra final.
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8. DISCUSION

El presente estudio muestra que la mayoria de los nifios gravemente desnutridos
presentan acidurias organicas. Estas usuaimente desaparecen en la muestra final
cuando los pacientes se recuperan nutrimentalmente, sin embargo, algunos de estos
valores finales continuan siendo mas altos que nuestros valores normales (tabla 2), o
los publicados por otros (27), probablemente esto refleje una recuperacidn metabdlica
incompleta en algunos pacientes al momento de! egreso (60). La gran diversidad de
anormalidades presentes en cada paciente asi como la carencia de asociacién a un
patrén de excrecidn con el tipo clinico de DEP, concuerda con la naturaleza
multifactorial y heterogénea de este padecimiento.

Alguncs de los 4acidos organicos excretados andmalamente son muy probablemente
endogenos, debido a que ellos son encontrados principalmente como intermediarios
(0 como sus derivados) de vias metabélicas, acumulandose y excretandose durante
bloqueos de estas vias. Otros son productos tipicos de metabolismo bacterial,

Los siguientes compuestos pueden ser considerados como marcadores de
deficiencias enzimaticas especificas, basados en estudios de acidurias organicas
geneticas (1): 2-metilcitrico es especificamente excretado cuando la propionil-CoA
carboxilasa esta deficiente, metilmalonico es excretado en grandes cantidades durante
la deficiencia de metilmalonil-CoA mutasa —ambos en la via del propicnato (55), vy los
acidos dicarboxilicos({adipico, subérico y sebacico), cuando son acompanados con
niveies bajos o normales de 3-hidroxibutirico, son indicatives de bloqueos en la -
oxidacién mitocondrial de acidos grasos (53).

La frecuencia de elevacion en nuestra muestra fue 15.4% para el metilmalénico, 25.6
% para el 2-metilcitrico y 30.8% para los acidos dicarboxilicos (tabla 3, figuras 3-5).
De este modo, cerca de la mitad de los nifos desnutridos tuvieron evidencia de
bloqueos en las vias del propionato y B-oxidacién. Cinco pacientes (12.8%: SB3, $B6,
K4, K6, 2M) tuvieron excrecion elevada tanto de dicarboxilicos como de metilmalénico
ylo 2-metilcitrico, indicando que tuvieron bloqueos simultdneos en las vias del
propionato y B-oxidacion. La implicacidn diagndstica de estos resultados es que
blogueos en las vias del propionato y B-oxidacion pueden detectarse en pacientes con
desnutricion severa a través del estudio de orina, una muestra no invasiva y facil de
obtener.
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Varios pasos en estas dos vias requieren cofactores, que por si mismos o sus
precursores, son vitaminas: adenosil cobalamina para metilmalonil-CoA mutasa,
bictina para propionil-CoA carboxilasa, riboflavina, niacina y carnitina para varias de
las enzimas involucradas en la B-oxidacion (39). La efevada excrecion de etilmalénico
gue nosolros observamos en cinco pacientes (tabla 3), ha sido reportada en
deficiencia de riboflavina (62-64) y en deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de
cadena corta, un defecto de la [-oxidacidn (65). Puesto que en individuos con DEP las
deficiencias vitaminicas ocurren frecuentemente, éstas pueden haber causado
bloqueos metabdlicos resultando en las acidurias organicas observadas. Ciertamente,
existen reportes de excrecion anormal de acidos organicos wrinarios en deficiencias
aisladas de algunas de estas vitaminas (6-12, 62-64, 66). Por consiguiente nuestros
haliazgos en DEP pueden representar fenocopigs nutricionales de algunos errores
innatos del metabolismo (48).

En el caso de la supuesta deficiencia de biotina, nosotros no detectamos 3-
hidroxiisovalerico ni 3-metilcrotonilglicina (producto de degradacién de leucina) en
nuestras muestras. Estos compuestos pudieron haber estado presentes pero no haber
sido detectados, debido al limite de sensibilidad del procedimiento que utilizamos.
Alternativamente la deprivacion de proteina (y con ello la leucina) en desnutridos,
pudo haber reducido esas dos acidurias orgdnicas, aun si hubiese habido una
deficiencia de la carboxilasa dependiente de biotina que participa en el catabolismo de
leucina (3-metilcrotonil-CoA carboxilasa) (60).

Existen sorprendentes diferencias entre las vias de la B-oxidacion y propionato en
relacién al tiempo de la excrecién maxima de acides organicos. Fue desde el momento
de la admisién al hospital, cuando los pacientes estaban en ayuno, cuando la
excrecion de acidos dicarboxilicos fue mayor (tabla 3 figura 5). La movilizacién de los
acidos grasos libres, sustratos de la B-oxidacion, se incrementa en esla condicion
(67). Si no pueden ser p-oxidados, una proporcion significante de ellos sera o-
oxidados, resultando en un incremento de acidos dicarboxilicos de cadena media (2).
En efecto, un bloquec casi completo en la p-oxidacién en nifios severamente
desnutridos ha sido postulado como la posible causa de episodios de hipoglucemia
(69).
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Por otro lado en {a mayoria de ios casos en jos que se observé elevacion del el 2-
metilcitrico y especialmente del metilmalénico, no fue en la muestra inicial sino hasta
varios dias después, cuando los pacientes ya habian empezado a recibir proteinas
{tabla 3 figuras 3 y 5). Puesto que la mayoria de los sustratos de la via del propionato
son de origen dietético (55), su disponibilidad pudo haber estado limitada en el
momento de fa admisidn, cuando los pacientes fueron evaluados por primera vez. Esta
observacion puede tener implicaciones muy importantes, indicando una acumulacién
de compuestos txicos (intermediarios acil-CoA)(61) como resultado de Ia ingestion de
sustratos que los desnutridos no puedan metabolizar, por las deficiencias de biotina
y/o vitamina B12. Este mecanismo podria contribuir al bien conocido pero pobremente
comprendido agravamiento de los nifios desnutridos, cuando son abundantemente
realimentados (67).

El incremento de otros acidos orgdnicos urinarios es menos especifico: lactico, 3-
hidroxibutirico, fumarico, succinico, 4-hidroxifenilacetico o benzoico probablemente no
reflejen et estado de desnutricion pero mas bien son resultado de enfermedad aguda
(deshidratac?én, ayuno, infeccién) usuaimente asociados con DEP. (39). Seria
interesante ver en un estudio futuro ofro grupo de nifRos gue sufren de estos
problemas clinicos, para determinar cuales anormalidades de las observadas son
especificas de la DEP.

Los bloqueos metabdlicos también pueden resultar de toxinas exégenas tales como
hipoglicina, un toxico extraido de la pianta del ackee, responsable de la enfermedad
del vamito jamaiquino, una enfermedad letal resulta en severa hipoglucemia, acidosis
y una aciduria organica compleja (14). En el caso de nuestros pacientes no existen
antecedentes que sugieran de este tipo de bloquens metabolicos toxicos.

Si bien este estudio se refiere a desnutricion primaria, sus conciusiones pueden ser
aplicadas a pacientes con desnutricion secundaria (71 -73}), por ejemplo, por
enfermedad celiaca (74). De esta manera, el analisis de los acidos organicos urinarios
por CGEM, representa una herramienta novedosa, eficiente y no invasiva para e!
estudio de desordenes nutricionales. Cabe ademas la posibilidad de que en algunos
desnutridos, uno de los pasos limitantes en su homeostasis nutricional esté dado por
la deficiencia de estas vitaminas, lo que tendria implicaciones terapéuticas
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APENDICE

Concentraciones individuates de todos los acidos organicos evaluados en las
diferentes muestras de cada paciente.
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