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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de jarabe de arce (EOJA) es una enfermedad
genética que produce crisis de cetoacidosis y deterioro neurolégico
progresivo que llevan al coma fatal. El inicio del tratamiento temprano es
determinante en el prondstico.

Objetivo: Describir las caracteristicas de una cohorte de pacientes
mexicanos con EOJA.

Metodologia: Andlisis retrospectivo de casos de EOJA de 1991 a 2006.
Resultados: Encontramos 36 pacientes (16 nifias / 20 nifios), tres fueron
detectados mediante tamiz neonatal, uno de ellos realizado en México y dos
en el extranjero. Estos dos ultimos recibieron tratamiento oportuno y exhiben
desarrollo psicomotor normal. El caso detectado neonatalmente en México,
no recibié tratamiento adecuado y fallecio. Los otros 33 pacientes se
diagnosticaron entre 2 y 73 meses de edad mediante tamiz metabdlico
(postsintomatico) ante la sospecha clinica. Todos los pacientes sintomaticos
presentaron positiva la prueba de dinitrofenilhidrazina, aminoacidos
ramificados plasmaticos elevados y a-cetoacidos ramificados urinarios
elevados. La hipotonia, rechazo al alimento y crisis convulsivas fueron los
signos mas frecuentes. La mortalidad de esta cohorte fue de 50% (18/36) y
de los sobrevivientes 83.3% (15/18) muestran actualmente retraso
psicomotor.

Conclusiones: Es necesario establecer en México un modelo de atencion
integral para la EOJA, que incluya la deteccion presintomatica preventiva,

tratamiento temprano, seguimiento y asesoramiento genético.



INTRODUCCION

ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO (EIM)

Los EIM son trastornos genéticos causados por mutaciones que resultan en
actividad nula o deficiente de una enzima o transportador lo que causa un
bloqueo en la ruta metabdlica implicada®.

El modo de herencia en la mayoria de estas enfermedades (98%) es
autosémico recesivo, también puede ser autosémico dominante o ligado al

cromosoma X>.

Aunque estas enfermedades comunmente son llamadas “raras” (frecuencia
L. : 3

en la poblacién igual o menor de 5 casos por cada 10,000 habitantes)” por su

baja frecuencia individual en la poblacion, al considerarlas en conjunto dejan

de ser tan poco comunes. Se sabe que 1 de cada 1000 neonatos vivos nace

con un EIM*,

Los sintomas clinicos que presentan los pacientes con algun EIM pueden ser
explicados por la acumulacion de sustrato (a nivel plasmatico o intracelular),
deficiencia de producto o por alteraciones en la concentracion de metabolitos

de vias colaterales a la del bloqueo.

Existen diferentes formas de clasificacion de los EIM. La descrita por

Saudubray® los clasifica en 3 grupos en funcién de su patofisiologia y para su



abordaje diagnostico. En el grupo 1 incluye los desérdenes del metabolismo
intermediario que dan origen a intoxicacion por acumulacion de compuestos
toxicos préximos al bloqueo metabdlico, en él se encuentran las acidemias
organicas, aminoacidopatias, defectos del ciclo de la urea e intolerancia a los
azUcares que dan lugar a una intoxicacion aguda o croénica. El grupo 2
comprende las enfermedades del metabolismo intermediario debidas a
defectos en higado, miocardio, musculos y cerebro, que afectan los procesos
energéticos citoplasmaticos, se presentan predominantemente con
hipoglucemia e involucran la glucdlisis, gluconeogénesis, glucogenoalisis,
hiperinsulinismos, desordenes de la oxidacion de &cidos grasos y las
acidemias lacticas congénitas. El grupo 3 involucra los desérdenes que
afectan la sintesis o catabolismo de moléculas complejas en organelos
celulares e incluye los padecimientos por atesoramiento lisosomal,

peroxisomal, defectos en la glicosilacion y sintesis de colesterol.

En las dltimas décadas, gracias a los avances tecnoldgicos, un numero
importante de EIM pertenecientes a los grupos 1 y 2 se pueden detectar de
manera presintomatica en los primeros dias de vida mediante el tamiz
neonatal ampliado (TNA)’. Esta dltima estrategia ha logrado modificar su
historia natural, de manera tal que ahora en muchos paises desarrollados los
afectados casi nunca rebasan el horizonte clinico y se mantienen
metabolicamente controlados, gracias a la instalacion oportuna y permanente
del tratamiento especifico® °. El estandar de oro para la deteccién oportuna

de estas enfermedades es el TNA por espectrometria de masas en tandem



(MS/MS), que mide de manera precisa y simultanea los aminoacidos, acidos
orgénicos y acilcarnitinas en muestras de sangre seca en papel filtro™®.

Los resultados que muestran que el neonato es sospechoso para algun EIM
deben ser confirmados por métodos enzimaticos o cuantificacion de los

biomarcadores de la enfermedad en liquidos biologicos™.

El tratamiento de estos desoOrdenes consiste en una dieta cuidadosamente
regulada que proporcione los nutrientes esenciales para garantizar el
crecimiento y desarrollo sin exceder la capacidad de degradacion enzimatica
del paciente, consta de restriccion de sustrato, suplemento de metabolitos
deficientes y/o megadosis de coenzima®®. Dicho tratamiento debe ser
prescrito por un equipo metabdlico con experiencia en la administracion de

férmulas metabdlicas especiales.

AMINOACIDOPATIAS

Los aminoéacidos presentes en los fluidos biolégicos son producto de un
sistema de transporte y metabolismo de las proteinas. Los niveles de
aminoacidos libres representan el balance entre la utilizacion de aminoacidos
por los tejidos y el catabolismo tanto de las proteinas de la dieta como de las
proteinas corporales, asi como el producto de la biosintesis de otros
intermediarios, dichos niveles presentan poca variacion de dia a dia, entre

persona y persona, cuando se trata de individuos sin problemas de nutricion,



por lo tanto los cambios del perfil de aminoacidos son indicadores

importantes de una gran variedad de condiciones fisiolégicas y patolégicas.

Los EIM que alteran las vias metabdlicas de los aminoacidos causan un
grupo de desordenes conocidos como aminoacidopatias, en las que existe
alteracion en la concentracion fisiologica de estas moléculas, la aparicion de
sintomas clinicos es muy variada debido a la bioquimica de los diferentes

aminoacidos®®,

Algunas aminoacidopatias se presentan en el periodo neonatal y son
consideradas emergencias pediatricas debido a los efectos que causan.
Ejemplo de éstas son la fenilcetonuria, citrulinemia, tirosinemia y la
enfermedad de orina con olor a jarabe de arce (EOJA). La deteccion
temprana de estas enfermedades en el neonato es fundamental para
prevenir el dafio irreversible y atenuar la severidad de las manifestaciones

clinicas* *°.

El diagnostico y seguimiento de los trastornos del metabolismo de los
aminoacidos estd basado en la deteccion y cuantificacion simultanea de
estos biomarcadores en los diferentes liquidos biolégicos, principalmente en

plasma, orina y liquido cefalorraquideo®®.

Para lograr este objetivo se requiere de méetodos que permitan la separacion

del perfil de aminoacidos en un periodo corto de tiempo. Ademas, se debe



considerar el empleo de volimenes pequefios de muestra, debido a la

pequefia cantidad de sangre que puede ser extraida de un neonato™*.

Existen varios métodos para deteccion y cuantificacion de aminoacidos, entre
ellos se encuentra la electroforesis capilar, la espectrometria de masas en
tandem y los métodos cromatograficos acoplados a diferentes sistemas de
deteccién como la cromatografia en capa fina, cromatografia de intercambio

i6nico y la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)*® 14 161718

La técnica de CLAR ha resultado ser de gran utilidad debido a que se ha
minimizado el tiempo de andlisis de las muestras, ademas de ser una
herramienta que acoplada a un adecuado sistema de deteccion, brinda los
parametros de precision, exactitud, alta sensibilidad y especificidad
necesarios para llevar a cabo el andlisis utilizando pequefas cantidades de
muestra en el orden de microlitros'’. Siendo el sistema de deteccién por

fluorescencia el mas sensible y recomendable®*.

En la técnica de CLAR se emplea un sistema de separacion en fase reversa
acoplado a un sistema de deteccién por fluorescencia®. La técnica se basa
en la extraccion de los aminoacidos libres en plasma y derivatizacion de los
mismos. Debido a que no tienen la propiedad de fluorescer; se hacen
reaccionar con un compuesto fluorescente, el o-ftaldialdehido (OPA)?. La

reaccion quimica que se lleva a cabo se muestra en la figura 1:
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Fig. 1. Formacion de 1-alquiltiol-2-alquilisoindol por reaccién de OPA con aminas primarias®.

Las aminoacidopatias son muy variadas en sus fundamentos bioquimicos, en
sus manifestaciones, en la severidad de sus cuadros y en sus tratamientos.
El presente trabajo solo aborda la enfermedad de orina con olor a jarabe de

arce.
AMINOACIDOS RAMIFICADOS

Los aminoacidos leucina, isoleucina y valina se clasifican como aminoacidos
de cadena ramificada (BCAA). Son aminoacidos esenciales, alifaticos,
neutros, que contienen un grupo metilo ramificado en su grupo R.
Constituyen cerca del 35% de los amino&cidos esenciales en el musculo y

40% de los amino&cidos esenciales requeridos por los mamiferos®.



DEFECTOS EN EL METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS

RAMIFICADOS

Los defectos genéticos que afectan la ruta del metabolismo de los
aminoacidos ramificados causan 10 desérdenes metabdlicos conocidos
como acidurias de cadena ramificada entre las que se encuentra la
enfermedad de orina con olor a jarabe de arce o cetoaciduria de cadena

ramificada (OMIM 248600)% 2+,

ENFERMEDAD DE ORINA CON OLOR A JARABE DE ARCE

La EOJA es un desorden metabdlico de tipo autosémico recesivo del

catabolismo de los aminoacidos ramificados*?.

Esta enfermedad es causada por la actividad deficiente del complejo
enzimatico deshidrogenasa de a-cetoacidos de cadena ramificada (BCKD)
que cataliza la descarboxilacion oxidativa de los a-cetoacidos de cadena
ramificada (BCKA), derivados de la transaminacion de los aminoacidos

ramificados??.

El blogueo metabdlico 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 biolégicos como la orina y la sangre. Los niveles elevados de



BCAA y sus correspondientes BCKA producen severas consecuencias
clinicas incluyendo cetoacidosis fatal, retraso mental, y dafio neuroldgico

progresivo?>.

Snyderman y colaboradores (1962) observaron por primera vez la presencia
de aloisoleucina en los pacientes con EOJA y su ausencia en pacientes
control, lo que indica que la aloisoleucina es un biomarcador patognomaonico

para EOJAZ.

La enfermedad fue descrita por primera vez por Menkes y colaboradores en
1954 como un sindrome que padecian 4 hermanos, los cuales presentaban
disfuncion cerebral infantil progresiva asociada a un olor inusual en la orina
parecido a miel de arce?’. En 1957, Westall y colaboradores encontraron que
los niveles de leucina, isoleucina y valina de un paciente se encontraban
importantemente elevados®. Méas tarde, se encontr6 en la orina de estos
pacientes una excreciéon masiva de los cetoacidos de estos aminoacidos®.
La presencia de estos cetoacidos en la orina de los pacientes dio la pauta
para que Dancis y colaboradores (1960) identificaran el bloqueo metabdlico
en EOJA®*. En este experimento, se incubaron leucocitos de nifios sanos y
de un paciente con EOJA con los BCAA marcados con (1 — C*). Tanto las
células de los nifios sanos como las del paciente fueron capaces de convertir
los BCAA a sus correspondientes BCKA. Sin embargo, las células del
paciente no fueron capaces de descarboxilar a los BCKA, lo cual fue medido

por la produccion de CO, radioactivo. Estos resultados, establecieron por



primera vez, que el blogueo metabdlico en EOJA es a nivel de la
descarboxilacion de los BCKA y no en la transaminacion de los BCAA. La
acumulacion de estos compuestos parecia inducir cetoacidosis, desorden

neuroldgico y retraso en el desarrollo de estos pacientes™™.

FENOTIPOS CLINICOS

Con base en las caracteristicas clinicas y bioquimicas como la edad de inicio
de los sintomas, actividad enzimatica residual del complejo BCKD vy
respuesta a dosis de tiamina, la EOJA se divide en 5 fenotipos: clasica,

intermedia, intermitente, respondedora a tiamina y deficiente de E3**.

La forma clasica es la mas severa y comun de los 5 fenotipos y se manifiesta
entre el 4° y 7° dia de vida extrauterina caracterizandose por alimentacion
pobre, letargia, convulsiones y cetoacidosis, acompafiada de signos
neurologicos progresivos que van desde letargo hasta coma fatal en
pacientes no tratados. La padecen el 75% de los pacientes con EOJA y
presentan una actividad enzimatica residual de entre 0% y 2%. La forma
intermedia estd asociada a retraso mental progresivo y retraso en el
desarrollo, sin antecedentes de enfermedad catastroéfica, los pacientes que la
presentan tienen una actividad enzimatica residual de 3% a 30%. En la forma
intermitente los pacientes presentan niveles normales de BCAA asi como
inteligencia y desarrollo normales, hasta que una situacién de estrés como

una infeccion, precipita una descompensacion metabdlica con cetoacidosis.
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La actividad enziméatica residual del complejo BCKD de estos pacientes se
encuentra entre 5 y 20%. La forma respondedora a tiamina es similar a la
intermedia pero responde a dosis farmacolégicas de tiamina con la
consecuente normalizacion de los niveles de los BCAA, los pacientes con
esta forma de la enfermedad presentan una actividad enzimatica residual de
2% a 40%. La forma deficiente de E3 es causada por defectos en el
componente E3 del complejo BCKD, la dihidrolipoamida deshidrogenasa, los
pacientes con esta forma de la enfermedad presentan, acidosis lactica
severa ademas de elevacion de piruvato y a-cetoglutarato, con una actividad
enzimatica del complejo BCKD que va de 0% a 25%. Estos pacientes tienen
una deficiencia combinada de los complejos BCKD, deshidrogenasa de
piruvato y deshidrogenasa de a-cetoglutarato puesto que comparten la

subunidad E3*t 313233,

METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS RAMIFICADOS

El destino de los esqueletos de carbono de los BCAA incluye incorporacion a
proteinas y degradacion oxidativa en la mitocondria. Los BCAA se
metabolizan en el madsculo esquelético como fuente de energia alternativa,
también son oxidados en rifiones, corazon, tejido adiposo, y cerebro. En
higado los BCKA derivados de los BCAA se catabolizan para producir
cuerpos cetonicos y succinil — CoA. El tejido adiposo y el musculo utilizan el

Acetil-CoA producido de la leucina para la sintesis de acidos grasos de

11



cadena larga y colesterol. La leucina también parece tener un importante
papel en la promocion de la sintesis de proteinas, inhibiendo su degradacién

y estimulando la secrecién de insulina'* %2.

RUTAS DE DEGRADACION

La oxidacion de los BCAA comienza por su transporte al interior de la célula
a través de un sistema de transporte dependiente de sodio en la membrana
plasmatica. En la célula, inicialmente sufren tres reacciones comunes:
transaminacion, descarboxilacion oxidativa y deshidrogenacion (fig. 2). La
reaccion de transaminacion es catalizada por las aminotransferasas de los
BCAA (BCAT), las cuales pueden ser citosolicas o mitocondriales, para
producir los BCKA. Los BCKA comprenden los acidos o-—cetoisocaproéico
(KIC), a—ceto-B-metilvalérico (KMV) y a—cetoisovalérico (KIV), que son
derivados de la leucina, isoleucina y valina respectivamente. Los BCKA
citosolicos son transportados a través de la membrana mitocondrial por el
transportador de BCKA por el cual compiten®*. Este ultimo esta regulado por
el pH externo y el de la matriz mitocondrial. El segundo paso, la
descarboxilacion oxidativa de los BCKA, es catalizado por el complejo
mitocondrial enziméatico BCKD?2. Los productos de reaccién del KIC, KMV y
KIV son isovaleril-CoA, a-metilbutiril-CoA e isobutiril-CoA, respectivamente.
Estos acil CoA de cadena ramificada sufren posteriormente una ultima

reaccion en comun: deshidrogenacién por Acil-CoA deshidrogenasas

12



especificas. La deshidrogenacién de isovaleril-CoA es catalizada por la
isovaleril-CoA deshidrogenasa y la de a-metilbutiril-CoA e isobutiril-CoA por
la deshidrogenasa de a—metil acil-CoA de cadena ramificada. Después de
esto, la ruta degradativa de cada BCKA diverge. La leucina produce acetil-
CoA y acetoacetato como productos finales, y es, por lo tanto, un aminoéacido
cetogénico. La valina produce succinil-CoA, y es, por consiguiente, un
aminoécido glucogénico. La succinil-CoA entra al ciclo de Krebs, y es
convertida en glucosa por la ruta de la gluconeogénesis. La isoleucina es
lipogénica y glucogénica debido a que se metaboliza a acetil-CoA y succinil

CoAl,

13
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Fig. 2. Ruta catabdlica de los aminoacidos ramificados. 1. Aminotransferasas de
aminodcidos de cadena ramificada; 2. Complejo enzimatico BCKD; 3. Isovaleril Co-A

deshidrogenasa; 4. Deshidrogenasa de a—metil acil-CoA de cadena ramificada *.
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COMPLEJO ENZIMATICO DESHIDROGENASA DE a- CETOACIDOS DE

CADENA RAMIFICADA

ORGANIZACION MACROMOLECULAR.

El BCKD tiene un peso aproximado de 4 x 10 ° daltones (fig. 3). Se encuentra
organizado alrededor de un ndcleo cubico, formado por 24 copias del
componente E2, con actividad de dihidrolipoil transaciclasa al que se
encuentran unidas mediante interacciones ionicas, 12 copias del componente
E1l con actividad de descarboxilasa, tiamin-difosfato dependiente, que esta
constituido por dos subunidades Ela y dos E1p3; 6 copias del componente E3
gue es una flavoproteina homodimérica, con actividad de dihidrolipoamaida
deshidrogenasa; adicionalmente forman parte de este complejo enzimatico
una cinasa y una fosfatasa especificas que son responsables de regular la
actividad del complejo BCKD por un ciclo reversible de

fosforilacion(inactivacién)/desfosforilacion(activacién)?% 3¢
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Fig. 6. Organizacion estructural y reacciones de cada uno de los componentes del
complejo BCKD humano®.
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BIOLOGIA MOLECULAR

Excepto la fosfatasa, todos los genes que codifican para las subunidades del
complejo BCKD han sido clonados, y gracias a estos cDNA, las secuencias
de aminoéacidos se han deducido, lo que facilita el estudio de los dominios y
las funciones de las subunidades?® (Cuadro 1).

Cuadro 1. Genes del complejo enzimatico BCKD y sus productos?”’ 38,39, 40,41

Amino&cidos
Longitud Ne. Masa Molecular
Gen Localizacién Subunidad (proteina
(kb) exones (Daltones)

precursora)
BCKDHA 19g13.1 - g13.2 55 9 Ela 445 46, 500
BCKDHB 6p21 — p22 100 11 E1B 392 37, 200
DBT 1p31 68 11 E2 477 46, 500
DLD 7931-932 20 20 E3 509 55, 000

Se han descrito mutaciones en las cuatro diferentes subunidades cataliticas
del complejo BCKD (Ela, E1B, E2 y E3) en pacientes con EOJA. Con base
en la subunidad afectada, la EOJA se puede clasificar en 6 subtipos
genéticos?®. La EOJA tipo IA que afecta la subunidad E1a>!, la EQJA tipo IB
que afecta la subunidad E1p°°, el tipo Il que afecta la subunidad E2*'y el tipo
[l que afecta la subunidad E3. Los tipos IV y V, estan reservados para los
tipos de EOJA en que estén afectadas la cinasa y la fosfatasa,
respectivamente. Excepto por el tipo Il, que esta asociado a la respuesta con

tiamina, no se ha demostrado una gran correlacion entre un subtipo genético

especifico y un fenotipo clinico particular®.
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La mayoria de las mutaciones que se han descrito hasta el afio 2007 en los

genes del complejo BCKD afectan los loci Ela, E1 y E2%% 3342

Mutaciones en EOJA tipo IA.

Se han reportado 53 mutaciones que afectan la subunidad Ela (Cuadro 2), el
90% de éstas son mutaciones sin sentido. Con algunas excepciones, las
mutaciones tipo IA causan la forma clasica de EOJA. El tipo de mutacion que
prevalece es la Y393N que fue detectada originalmente en un paciente
italiano®2. Posteriormente se observé que este alelo mutado esta presente en
los pacientes homocigotos de la poblacion Amish de Pensilvania en donde la

enfermedad presenta la mayor incidencia** *.
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Cuadro 2. Mutaciones en el gen BCKDHA

MUTACIONES PUNTUALES DE SENTIDO ERRONEOQ/SIN SENTIDO

Cambio de aminoéacido

Referencia

P39H Henneke M et. al. 2003
M64T Chuang J. et al 2000
QB80E Dursan et. al. 2002
T106M Dursan et. al. 2002
R114W Nobukuni Y. et.al. 1993
T121IN Danner et. al. 1998
R122Q Danner et. al. 1998
Q145K Nobukuni Y. et.al. 1993
R159W Nobukuni Y. et.al. 1993
T166M Chuang J. et al 2000
1168T Danner et. al. 1998
G204S Chuang J. et al 1995
A208T Nobukuni Y. et.al. 1993
A209T Nobukuni Y. et.al. 1993
A216V Rodriguez P. et. al. 2006
A220V Rodriguez P. et. al. 2006
R220W Chuang J. et al 1995
N222S Chuang J. et al 1995
A328T Flaschker et. al. 2007
A240P Chuang J. et al 1995
R242X Chinsky J. et al. 1998
G245R Chuang J. et al 1995
R252H Chuang J. et al 2000
A253T Nobukuni Y. et. al. 1993
T265R Chuang J. et al 1995
R269X Nellis et. al. 2003
1281T Nobukuni Y. et.al. 1993
G283N Rodriguez P. et. al. 2006
A285P Wynn et. al. 1998
G290R Chuang J. et al 1995
R297C Rodriguez P. et. al. 2006
G300S Rodriguez P. et. al. 2006
N302A Rodriguez P. et. al. 2006
R314X Rodriguez P. et. al. 2006
E327K Rodriguez P. et. al. 2006
A328T Flaschker et. al. 2007
R346H Rodriguez P. et. al. 2006
F364C Chuang J. et al 1995
V367M Henneke M et. al. 2003
Y368C Chuang J. et.al. 1994
Y393N Mastuda I. et. al. 1990
N411fs Rodriguez P. et. al. 2006
V412M Henneke M et. al. 2003
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Cuadro 2 continuacion

MUTACIONES POR DELECION

Delecién Referencia
IVS5 —1gc (delex6) Chuang J. et al 2000
117 del C Rodriguez P. et. al. 2006
538 del C Chuang J. et al 2000
647 853del exon 6 Rodriguez P. et. al. 2006
887 del 8 Chuang J. et al 1994
1233delC1242_1243ins27 Rodriguez P. et. al. 2006
A383del Danner D. et. al. 1998

MUTACIONES POR INSERCION

Insercion Referencia

144 ins C Chiang J. et al 2000
174insC Chiang J. et al 1994
117dupC Chiang J. et al 1994
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Mutaciones en EOJA tipo IB.

Se han reportado 53 mutaciones que afectan la subunidad E1f (Cuadro 3),

mas frecuente es la E163X reportada por Rodriguez-Pombo en el afio

20062,

Cuadro 3. Mutaciones en el gen BCKDHB.

MUTACIONES PUNTUALES DE SENTIDO ERRONEO/SIN SENTIDO

Cambio de aminoécido Referencia

G85R Henneke M et. al. 2003
A87V Nellis et. al. 2003
G109K Henneke M et. al. 2003
R111X Flaschker et. al. 2007
P123L Flaschker et. al. 2007
N126Y Mc Conell B. et. al. 1997
V130G Flaschker et. al. 2007
R133P Edelman et. al. 2001
G135R Henneke M et. al. 2003
V139N Nellis et. al. 2003
H156R Nobukuni Y. et.al. 1993
Q159K Henneke M et. al. 2003
E163X Rodriguez P. et. al. 2006
R168H Henneke M et. al. 2003
G172wW Rodriguez P. et. al. 2006
K191X Henneke M et. al. 2003
P200A Flaschker et. al. 2007
V201A Nellis et. al. 2001
1214K Rodriguez P. et. al. 2006
R216G Rodriguez P. et. al. 2006
Q217X Nellis et. al. 2003
Q222R Henneke M et. al. 2003
W227C Nellis et. al. 2004
G228S Edelman et. al. 2001
R235X Henneke M et. al. 2003
Q241X Henneke M et. al. 2003
Y244H Flaschker et. al. 2007
V251A Nellis et. al. 2001
Q267X Nellis et. al. 2003
R274X Mc Conell B. et. al. 1997
G278S Edelman et. al. 2001
V283A Flaschker et. al. 2007
R285X Henneke M et. al. 2003
E290K Nellis et. al. 2003
E322X Edelman et. al. 2001
Y333X Nellis et. al. 2001
Y383X Nellis et. al. 2001
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Cuadro 3 continuacion.

MUTACIONES QUE AFECTAN REMOCION DE INTRONES

Sustitucién Referencia
IVS3-1G-A Dursun et. al. 2002
IVS5+1G-T Hayashida et. al. 1994

MUTACIONES POR DELECION

Delecion Referencia
92 del 11 Nobukuni Y. et.al. 1991
348delA Rodriguez P. et. al. 2006

389 391delTTG

Rodriguez P. et. al. 2006

595 _596delAG

Henneke M et. al. 2003

808_821del Flaschker et. al. 2007
937delG Henneke M et. al. 2003
954 del T Nobukuni Y. et.al. 1993

Exldelllbp Nobukuni Y. et.al. 1991

Ex3delG326 Nellis M. et. al. 2003

IVS5-1G > T Hayshida Y. et. al. 1994

MUTACIONES POR INSERCION

Insercion Referencia
52ins G Nobukuni Y. et.al. 1993
163insACTT Henneke M et. al. 2003

92_102dupll

Rodriguez P. et. al. 2006

163_166dupACTT

Henneke M et. al. 2003
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Mutaciones en EOJA tipo Il.

Actualmente se conocen 51 mutaciones en el componente E2 del complejo

BCKD (Cuadro 4). La mutacion F215C es una de las prevalentes en los

alelos de la poblacién francesa canadiense y otros grupos étnicos**.

Cuadro 4. Mutaciones en el gen DBT.

MUTACIONES PUNTUALES DE SENTIDO ERRONEO/ SIN SENTIDO
Cambio de aminoécido Referencia
137M Tsuruta M. et. al. 1998
P73L Chuang J. et al 2000
P73R Chuang J. et al 2000
D76Y Chuang J. et al 2000
G132R Fisher et. al. 1993
77T Chiang D. et. al. 1991
E163X Fisher C. et. al. 1998
F215C Fisher C. et. al. 1991
R230G Chuang J. et al 2000
R240C Chuang J. et. al. 1997
K252N Chuang J. et. al. 1997
M263T Rodriguez P. et. al. 2006
H281T Chuang J. et al 2000
H281N Nellis et.al. 2003
G292R Chuang J. et al 2000
F276C Fisher et. al. 1991
F307S Flaschker et. al. 2007
G323S Tsuruta M. et. al. 1998
1368N Henneke M et. al. 2003
G384S Tsuruta M. et. al. 1998
V385M Henneke M et. al. 2003
R401P Nellis et.al. 2001
X422L Tsuruta M. et. al. 1998
1429N Henneke M et. al. 2003
A450N Rodriguez P. et. al. 2006
R462P Rodriguez P. et. al. 2006
V466M Henneke M et. al. 2003
MUTACIONES TIPO SPLICING
Sustitucién Referencia
IVS7-1G-A Henneke M et. al. 2003
IVS8-700A-G Tsuruta M. et. al. 1998
1VS8 del +1g Mitsubuchi H. et. al. 1991
1VS9-7A-G Fisher C. et. al. 1991
IVS10 del (-9: +1) Chuang J. et. al. 1997
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Cuadro 4 continuacion

MUTACIONES POR DELECION

Delecién Referencia
E27del Chuang D. et. al. 1991
34-157del Hering W. et. al. 1991
75_76delAT Henneke M et. al. 2003
90 del AT Fisher C. et. al. 1993
354del7 Chuang J. et al 2000
501 del AC Chuang J. et al 2000
747 773del Flaschker et. al. 2007
764_760del Rodriguez P. et. al. 2006
925 _1003del78bp Mitsubuchi H. et. al. 1991
940 _1G>A Henneke M et. al. 2003

124bp nt.34-157

Hering W. et. al. 1991

15-20kb delAlu

Hering W. et. al. 1992

3.2kb del .incl. Intr. 4

Chuang J. et. al. 1997

IVS4del(-3.2kb: -14)

Fisher C. et. al. 1991

IVS4del(-15: -4)

Chuang J. et. al. 1997

IVS4del(-1: +1)

Chuang J. et. al. 1997

IVS97A-G

Chuang J. et. al. 1997

IVS10del [-9:+1]

Chuang J. et. al. 1997

4.7kb, Alu +L1, IVS10-3'UTR

Chi 2003
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Mutaciones en EOJA tipo lll.
Se han reportado 14 mutaciones en el gen del componente E3 (Cuadro 5).
La mutacion mas frecuente es la G229C, detectada en poblacion judia

Ashkenazi, reportada por Shaag y colaboradores en el afio 1999*.

Cuadro 5. Mutaciones en el gen DLD.
MUTACIONES PUNTUALES DE SENTIDO ERRONEO / SIN SENTIDO

Cambio de aminoécido Referencia
Y35X Hong Y. et. Al. 1996
K37Q Liu et. Al. 1993
K37E Liu T. et. Al. 1993
G194C Oai A. et. Al. 1999

G229C Oai A. et. Al. 1999
M326V Cerna et. Al. 2001
Q340K Hong Y. et. Al. 1997
1358T Grafakou et. Al. 2003
N444V OAin et Al. 1999
R447G Odievre et. Al. 2005
P453L Liu T. et. Al. 1993
R460G Hong Y. et. Al. 1996

MUTACIONES EN INTRONES
Sustitucién Referencia
IVS9+1G-A Grafakou et. Al. 2003

MUTACIONES POR DELECION

Delecion Referencia
455 _457delAGG Hong y. et. al. 1997
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MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD

La EOJA es un trastorno que causa dafio neuroldgico progresivo. Algunos de
los hallazgos neuropatologicos de la enfermedad son edema cerebral, atrofia
de los hemisferios cerebrales, degeneracion esponjosa de la materia blanca
y desmielinizaciéon®.

Aunque los mecanismos de neurotoxicidad parecen ser multiples y ain son
pobremente conocidos, en los Ultimos afios, se han propuesto varios
mecanismos que explican el dafio neurolédgico de esta enfermedad.

Se considera que la leucina y su cetoacido, el acido a-cetoisocaproico, son
los principales metabolitos neurotoxicos, debido a que la aparicion de
sintomas neurolégicos esta asociada al incremento en la concentracion de
estos compuestos en liquidos biolégicos, en pacientes que no han sido
tratados o aquellos que presentan descompensacién metabdlica®®.

Los mecanismos de neurotoxicidad por acumulacion de leucina y su
cetoacido en el sistema nervioso central (SNC) propuestos hasta el afio 2007
incluyen la alteracion en el metabolismo energético por desequilibrio en las
rutas de biosintesis de neurotransmisores como el glutamato, aspartato y
acido y-aminobutirico, mecanismo propuesto por Tavares y colaboradores®’.
La disminucion de la captacion de aminoacidos esenciales por el SNC debido
a la competencia por el transportador membranal de dichos aminoacidos y
los aminoacidos ramificados, es otro de los mecanismos de neurotoxicidad
que han sido propuestos®®.

El dafio neuronal causado por induccion de estrés oxidativo debido a

sobreproduccién de radicales libres, aumento en la peroxidacion de lipidos y
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reduccion de defensas antioxidantes de tipo no enzimatico, es uno de los
mecanismos de reciente publicacion, propuesto por el Dr. Wajner Moacir y

colaboradores, como producto de sus investigaciones en cerebro de rata“®.

PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD
No existe consenso en el mundo sobre la prevalencia al nacimiento de este
22, 49

trastorno pero se estima cercana a 1:100,000 recién nacidos sin

embargo, en la poblacibn Amish de Pensilvania la prevalencia es de 1:176

recién nacidos®® *°.

METODOS DE DIAGNOSTICO

Ademas de la cuantificacion de aminoacidos plasmaticos, para realizar el
diagnéstico de la enfermedad, se requieren otras pruebas de laboratorio que
son la deteccion de a-cetoacidos urinarios de cadena ramificada mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CGEM) y la
prueba de dinitrofenilhidrazina (DNPH) para determinar la presencia de a-

cetoacidos urinarios® °.

La técnica de CGEM se basa en la extraccion de los acidos organicos de la
orina utilizando el método de extraccion por disolventes, la formacion de sus
derivados oximados por reaccién con hidroxilamina®® (Fig. 4); su
derivatizacibn a compuestos volatiles por reaccidon con trimetilsilil-

trifluoroacetamida + trimetilsilano® y su analisis mediante CGEM®°.
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HO—NH,;

Acidos Hidroxilamina Oxima
organicos

Fig. 4. Formacion de la oxima de un acido organico™".

La prueba de DNPH se basa en la formacion de hidrazonas (precipitado

amarillo) mediante la reaccion en medio acido de la dinitrofenilhidrazina con

a-cetoacidos™ (Fig. 5).

0 O;N
_NH NO,
H* N
+H;MHN NO, W |
= 1

Precipitado amarille

Fig. 5. Obtencion de una hidrazona a partir de la reaccién de dinitrofenilhidrazina con un o-

cetoacido®.

TRATAMIENTO

El tratamiento de seguimiento cronico consiste en la implementacion de una
dieta que permita normalizar las concentraciones de BCAA limitando la
ingesta de estos aminodacidos y a la vez proporcionando el aporte protéico
adecuado para mantener el crecimiento y desarrollo?>. También es

importante suplementar con tiamina (vitamina B;), entre 50-300 mg/dia,
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cuando menos por 3 semanas, dado que dicha vitamina es el cofactor del
complejo BCKD vy para algunos pacientes es terapéutico (fenotipo
respondedor a la tiamina), pues logra restablecer el metabolismo de los
aminoacidos ramificados, y no tiene efectos adversos conocidos™.

Se ha encontrado que de los tres aminoacidos ramificados, la leucina

provoca el dafio neurolégico que causa esta enfermedad?* °% °° ¢,

Para evitar el dafio neurologico por intoxicacion con leucina es importante
suplementar con isoleucina y valina debido a que estos aminoacidos
compiten con la leucina por el transportador membranal de aminoacidos
neutros en los diferentes érganos incluyendo el cerebro. Se debe administrar
solucion de cloruro de sodio para mantener valores altos de osmolaridad y
evitar que se presente edema cerebral hiponatrémico®. Algunos pacientes

han sido sometidos con éxito a trasplante hepéatico®” *2.

En los casos de una crisis con deterioro de la funcion cerebral debido a una
marcada acumulacion de BCKA y sus cetoacidos, se necesita proporcionar
un tratamiento agresivo o agudo, el cual consiste en la destoxificacion
mediante dialisis y hemodialisis, se retiran las proteinas de la dieta y su
subsecuente ingesta se restringe utilizando el monitoreo de los BCAA como
herramienta para el ajuste de su aporte. La suplementacion con aminoacidos
es necesaria para evitar estados de deficiencia, en especial se aumenta la
dosis de valina e isoleucina para favorecer la competencia por el

transportador membranal durante esta fase en la que la concentracion sérica
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de leucina es alta, asi como la suplementacion con solucion salina
hipertonica, manitol y furosemida para mantener concentraciones séricas de

sodio dentro del intervalo normal y evitar edema cerebral®? %% 590,

La edad del diagnéstico y el subsiguiente control metabdlico son
determinantes en el prondéstico de los pacientes con EOJA, esto es, mientras
mas temprano sea el inicio y mas estricto el apego al tratamiento, mejor sera
la evolucidon. En los paises desarrollados estos pacientes han alcanzado la

vida adulta con desarrollo psicomotor normal®® ®*.

Varios autores han demostrado que la evolucién de los pacientes con EOJA

es mas favorable en los paises que detectan de manera oportuna los casos
; 12, 22, 49, 61 . .

mediante TNA . Morton y colaboradores en Pensilvania (2002), han

demostrado que los nifios afectados con EOJA pueden tener una vida de

calidad, con un minimo de internamientos y coeficiente intelectual

practicamente normal, siempre y cuando inicien su tratamiento en la primera

semana de vida®®.

En México, la historia es diferente: los nifios con EOJA no son detectados a
tiempo puesto que el tamiz neonatal obligatorio Unicamente incluye al
hipotiroidismo congénito®®, y sélo unos cuantos nifios que nacen en

hospitales privados tienen acceso al TNA para EIM®.
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OBJETIVO GENERAL
Describir las caracteristicas clinicas y bioquimicas de una cohorte de

pacientes mexicanos con EOJA.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Cuantificar los aminoacidos plasmaticos mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién de muestras de suero de pacientes con sospecha
de padecer EOQJA.

o Determinar la presencia de a-cetoacidos de cadena ramificada
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en
muestras de pacientes con sospecha de padecer EOJA.

o Realizar la identificacion de a-cetoacidos urinarios mediante la prueba

de DNPH en muestras de pacientes con sospecha de padecer EOJA.
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MATERIAL Y METODOS.

Estudio descriptivo, observacional y transversal.

Poblacion de Estudio.

Se incluyeron todos los pacientes con diagnostico de EOJA del archivo

histérico de la Unidad de Genética de la Nutricion (UGN) hasta el afio 2006.

Procedimiento

Se registraron los siguientes parametros: tipo de prueba metabdlica aplicada
que llevo al diagnostico: TNA (deteccion presintomatica o temprana) o tamiz
metabolico (deteccidn sintomatica), asi como las principales caracteristicas
clinicas y bioquimicas a través de la cuantificacion de los aminoacidos
ramificados plasmaticos por HPLC, deteccion de a-cetoacidos de cadena
ramificada mediante CGEM y la presencia de «-cetoacidos urinarios
mediante la prueba de DNPH.

A los padres se les aplicO6 un cuestionario con las siguientes cuatro
preguntas: ¢ Le practicaron a su hijo el TNA para EOJA?, ¢a qué edad usted
(es) notaron que su hijo tenia alguna anormalidad y cual fue?, ¢ qué hicieron

ustedes ante esos datos anormales?, y ¢ qué hizo su médico?
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CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS PLASMATICOS MEDIANTE CLAR.

Reactivos:

o solucion de p-fluorofenilalanina 20 pM grado reactivo en metanol
(estandar interno)

o metanol grado HPLC

o solucion sobresaturada de acido boérico pH=9

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

derivatizante)

tetrahidrofurano grado HPLC

o acetonitrilo grado HPLC

o fosfato monobasico de sodio monohidratado, grado reactivo
o fosfato dibasico de sodio anhidro, grado reactivo

o filtros de nylon con poro de 0.05um

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

por el metanol, tetrahidrofurano y acetonitrilo (Caledon, Ont. Canadd),filtros

de nylon (Titan, TN, EUA).

Equipo

Cromatografo de liquidos de alta resolucion marca Waters modelo 2690

Detector de fluorescencia marca Waters modelo 474
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Fase estacionaria: Columna Phenomenex Kingsorb C18 de 150 x 4.6mm con
un didmetro interno de 3 um.
La deteccién de los aminoacidos se realiz6 a una longitud de onda de

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

Procesamiento de la muestra

A una alicuota de 50 uL de plasma se le adicion6 1 mL de solucion de
estandar interno para precipitar las proteinas, se centrifugd por 10 min a
10,000 rpm a 4°C, se filtrd utilizando filtros de nylon con poro de 0.05um,
posteriormente se tomaron 100 pL de sobrenadante y se les agregaron 20 pL
de solucion amortiguadora de boratos y 20 uL de solucion derivatizante, se

utilizaron 10 uL de volumen de inyeccion.

Condiciones cromatograficas

Fase Movil.

Disolvente A. Amortiguador de fosfatos 0.02mM (pH 7.0): tetrahidrofurano:
agua; 91: 5: 4.

Disolvente B. Amortiguador de fosfatos 0.02mM (pH 7.0): acetonitrilo: agua;

40: 5: 55,
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Condiciones de Gradiente:

TIEMPO FLUJO
% A % B

(min) (mL/min)

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

Temperatura de la columna: 45°C

Temperatura de la muestra: 42C

DETECCION DE «-CETOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA URINARIOS

MEDIANTE CGEM.

Reactivos:

e acido dodecanediéico 2mM (98% de pureza) en metanol grado HPLC
(estandar interno)

e hidrocloruro de o-(2, 3, 4, 5, 6- pentafluorobencil) — hidroxilamina grado
reactivo

e solucion de hidréxido de sodio 3N grado reactivo

e 4cido clorhidrico concentrado (37%) grado reactivo

¢ solucién sobresaturada de cloruro de sodio grado reactivo
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e acetato de etilo grado HPLC

e solucion de hidréxido de sodio 0.05 M en metanol grado HPLC

e bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida + 1% trimetilclorosilano (BSTFA + TMS)
grado reactivo

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

por acido clorhidrico (J.T.Baker, Edo. Mex. Mex.), acetato de etilo (Caledon,

Ont. Canada) y BSTFA + TMS (Regis, IL, USA)

Equipo

Cromatografo de gases marca Agilent modelo 6890N.

Espectrémetro de masas marca Agilent modelo 5973.

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

Fase movil: Gas Helio de ultra alta pureza.

Procesamiento de la muestra:

Debido a que los valores de concentracién de acidos organicos urinarios se

reportan, por convencion internacional, en unidades de mmol/mol de

creatinina, previo a su extraccion, debe determinarse la concentracion de

creatinina de la orina®.
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La determinacién de creatinina se realiz6 mediante el método de Jaffe®. La
orina se hace reaccionar con picrato de sodio para obtener un compuesto
que da coloraciébn 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.

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

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

[0.06 mg creatinina / concentracidon de creatinina (mg/mL)] *
(1000puL/1mL)= uL de orina que tienen una concentracion de creatinina

0.06mg/mL.

A la orina se le adicionaron 20 uL de solucion de estandar interno 2 mM + 5
mg de hidrocloruro de o0-(2, 3, 4, 5, 6- pentafluorobencil) - hidroxilamina para
obtener un compuesto derivado oximado de los &cidos organicos,
posteriormente estos derivados se extrajeron por duplicado utilizando acetato
de etilo. El disolvente se eliminé por evaporacion en una campana de

extraccion por 12 horas. Se llevé a cabo la reaccién de formacién de los
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derivados volatiles de los acidos organicos mediante la adicion de 100 uL de
BSTFA + TMS a las muestras secas. Se realizé una dilucion 1:4. Se inyect6

1 uL en el cromatdgrafo de gases para su analisis.

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)

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

650.
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IDENTIFICACION DE o-CETOACIDOS URINARIOS MEDIANTE LA

PRUEBA DE DNPH.

Reactivos

+»+ solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina al 2.8% en HCI 1N
% &cido 2,4-a-cetoglutarico 7mM
Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma (St. Luis, MO, EUA).

Se preparan las siguientes mezclas:

Reactivo Blanco Estandar Muestra
Agua 1mL
Ac- 2,4-a-cetoglutarico 1mL
Orina 1mL
DNPH 1mL 1mL 1mL

Interpretacion. La formacion de un precipitado lechoso color amarillo

parecido al del estandar indica presencia de a-cetoacidos urinarios.
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RESULTADOS.

Encontramos 36 pacientes, 16 nifias y 20 nifios, provenientes de 35 familias
(1 familia tuvo 2 hijos afectados). Se document6é consanguinidad en 11/35
familias. Todos los productos fueron de término y los embarazos se
desarrollaron sin eventualidades. ElI 21.2% de los pacientes fueron
originarios del Estado de México, seguido de Guanajuato (12.1%),

Michoacan y Sinaloa (9% cada uno).

En 3 casos la enfermedad se diagnosticé mediante TNA (1 estudio se realizo
en México en un laboratorio privado y 2 en EUA), estos 2 ultimos nifios
recibieron tratamiento en dicho pais dentro de los primeros 15 dias de vida y
posteriormente por cambio de residencia, acudieron a nuestra institucion;
actualmente tienen 4 y 11 afos de edad, continlan en tratamiento estricto y
su neuro-desarrollo es normal. El caso detectado en México, a pesar del
resultado positivo del tamiz neonatal, no recibio tratamiento adecuado (fue
tratado con dieta hipoprotéica no cuantificada y con largos periodos de
ayuno) y fue trasladado a nuestra institucion con diagnostico de EOJA,
desnutricion y sepsis, falleciendo a los 3 meses de vida por choque séptico

causado por Pseudomonas aeuriginosa.

Los otros 33 pacientes se diagnosticaron mediante el tamiz metabdlico, ante
la sospecha clinica de EIM. El 100% de los pacientes presentaron una

excrecion elevada de a-cetoacidos (prueba de DNPH urinaria positiva).
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La edad promedio al momento del diagndstico fue de 247 dias (14 dias a 73

meses).

En la figura 6 se muestra un cromatograma caracteristico de un paciente con

EOJA.
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Fig 6. Superposicion de un perfil de aminoacidos plasmaticos caracteristico de un paciente
con EOJA y uno normal. Se observa la elevacion de amino&cidos ramificados en el paciente
con EOQJA en comparacion con el cromatograma normal. Abreviaturas: 1: Acido glutamico, 2:
Asparagina, 3: Histidina, 4: Glutamina, 5: Serina, 6: Citrulina, 7: Arginina, 8: Serina, 9:
Treonina, 10: Alanina, 11: Tirosina, 13: Metionina, 15: Triptofano, 17: Fenilalanina, 19:
Ornitina, 20: Lisisna.

La media de las concentraciones iniciales de los aminoacidos ramificados
(n=23) cuantificados mediante CLAR, fue: valina 635 pmol/l (valor de
referencia: 86-190 pmol/l), isoleucina 556 pmol/l (valor de referencia: 26-91
pmol/l) y leucina 2747umol/l (valor de referencia: 48-160 pumol/l) (Figura 7).
No contamos con datos de los pacientes que fueron diagnosticados antes del

aflo 1992, ni de aquéllos diagnosticados en otras instituciones.

41




Concentracion (uM)

1200 °
[ ]
900 B * o o [ ]
600 1 °*°° o
" . ® .' * e valina
300 - e ——— concentracion normal
o 17 valor maximo 190 uM
6 14 @
0 T T T T
0 5 10 15 20 25
2000
[ ]
[ ]
1500
[ ]
[ ]
1000
R O * :_ ¢ isoleucina
500 i o ——— concentraciéon normal
o o U valor maximo 91uM
0 I \.6 I I .17\ I
0 5 10 15 20 25

1500

..17

e 014

e leucina
——— concentracién normal
valor maximo 160 uM

Fig. 7. Concentracion de aminoacidos

0O 5 10 15 20 25

N° de paciente

ramificados al

momento del

diagnoéstico.

42



En la figura 7 llama la atencidon que los pacientes 6 y 14 presentaron

concentraciones de valina dentro de limites normales, y que el paciente 17

presento valores limitrofes de dicho aminoacido. Estos mismos pacientes (6 y

17) presentaron también niveles normales de isoleucina. La leucina se

encontré elevada en todos los pacientes, sin excepcion, y en promedio se

encontré 17 veces por arriba del valor de referencia (Fig. 7).

El perfil urinario de acidos organicos caracteristico de un paciente con EOJA

se puede observar en la figura 8:
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Fig. 8. Cromatograma de perfil de acidos organicos urinarios mediante CGEM.
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El cuestionario fue contestado Unicamente por 23 padres. El 83% de ellos

manifestd haber observado anormalidades en sus hijos en la primera

semana de vida, por lo que acudieron a consultar con algin médico. En el

Cuadro 6 se detallan los signos y sintomas que se encontraron en los

pacientes al momento del diagnéstico

Cuadro 6. Signos y sintomas presentes al momento del diagndstico.

Dato Clinico N =23
Hipotonia 17
Crisis Convulsivas 13
Irritabilidad 11
NEUROLOGICOS Letargia 10
Retraso Psicomotor 10
Espasticidad 8
Ataxia 3
Rechazo al alimento 14
DIGESTIVOS Vémito 12
Diarrea 5
RESPIRATORIOS Apneas 10
Retraso Estatural 8
FALLA PARA CRECER
Retraso Ponderal 8
Acidosis 10
ALTERACIONES Hiperamonemia 5
BIOQIMICAS Cetosis 4
Hipoglicemia 2
Olor a jarabe de arce Olor a jarabe de arce 11
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En el Cuadro 7 se puede ver el perfil de los médicos que atendieron los

casos de forma inicial.

Cuadro 7. Tipo de médico que tuvo el primer contacto con los pacientes de EOJA.

Tipo de médico

Tipo de institucién

Tipo de localidad

(n=23) Publica Privada Urbana Rural
Médico general
8 7 1 6 2
Médico familiar
5 5 0 5 0
Pediatra
10 9 1 8 2
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El 12.5% de los médicos a los que acudieron los padres subestimaron los

sintomas considerandolos normales, el 69% prescribi

tratamiento

sintomatico inespecifico (anti-reflujo, colico, y/o antibiotico), y soélo el 18.5 %

sospechd un trastorno metabdlico (Cuadro 8).

Cuadro 8. Respuesta de los médicos ante la primera consulta de los padres con un

hijo afectado por EOJA

3/23
Subestimo los sintomas y/o los consider6 normales (12.5%)
Dio tratamiento sintomatico sin diagnostico preciso 16/23
(antirreflujo, cdlicos, antibidticos) (69%)
Sospechd trastorno metabdlico y decidié hacer estudios 4/23
tamiz metabdlico y/o cuantificacion de aminoacidos (18.5%)
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En la figura 9 se observa el intervalo entre el inicio de los sintomas y el

diagnéstico de certeza, mismo que tuvo una media de 240 dias (con un

minimo de 9 dias y un maximo de 73 meses).
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Fig. 9. Edad de inicio de padecimiento y edad al momento del diagndstico.
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De los 33 pacientes con diagndstico tardio, 17 fallecieron (51.5%). De los 16

casos sobrevivientes 15 (94%) tienen actualmente retraso psicomotor de

moderado a grave (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cohorte de pacientes mexicanos con EOJA.

Paciente | SEXO Edad’de Inicio Edad al Edad Vivo RPM Procedencia
de sintomas Dx. actual

1 M 3d 10m 20a Si Si Guanajuato
2 F sd 12m 1la Si Sl Durango
3 F 6d 2a 8m 5a Si Si Guerrero
4 F 3d im No Aguascalientes
5 M 15d im No Puebla
6 F 3d 35d No Sonora
7 F 16h im 12d No Quintana Roo
8 M sd 6m No Tamaulipas
9 M 18d 6a 9a Si Si Guanajuato
10 M 8d 21d 6a Si Si Edo. Mex.
11 F 8d 2m 16d No Edo. Mex.
12 M sd 3m No sd
13 M 4d 1m 21d la8m Si Si Guanajuato
14 M Nac. la9m 7a Si Si D.F
15 F 8d 2m 16a Si Si Sinaloa
16 M 7d im No Sinaloa
17 F asintomatica 6d 12a Si No Oaxaca
18 M 11d 4m 14d 16a Si Si Edo. Mex.
19 M im 1m 25d 3a Si Si Edo. Mex.
20 M sd 4m 15d 4a Si Si Honduras
21 F labm la 8m 1la Si Si Hidalgo
22 F 1d 19d No Michoacan
23 F 23 19d No Veracruz
24 M 8d am 9a Si Si Nuevo leén
25 M sd 3a No Nuevo leén
26 M 7d 3m No Edo. Mex.
27 M asintomatico 6d No Edo. Mex.
28 M 5d 14d No Sinaloa
29 M 3d la2m No Michoacan
30 F 7d 4m No Tabasco
31 M sd 9a 35a Si No Guanajuato
32 F asintomatica 3d 4a Si No San Luis Potosi
33 F 8d am 3a Si Si Michoacan
34 M sd 4da No sd
35 F sd 2m No sd
36 F 5d 4m 13a Si Si Edo. Mex.

(sd=sin dato)
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DISCUSION.

La amplia diversidad fenotipica encontrada en esta cohorte refleja la
heterogeneidad genética de la enfermedad, que puede ser explicada por los
loci que codifican el complejo BCKD; se han identificado las mutaciones en
los diferentes fenotipos, y se sabe en general que una menor actividad
enzimética esta asociada con las formas méas severas'® ?. Por otro lado,
debido a que en la cohorte estudiada proviene de toda la Republica y no hay
una mayoria en particular, no podemos hacer inferencias epidemiologicas

mayores, dado el pequefio nimero de pacientes analizados.

Nuestros resultados sefialan que en este grupo de pacientes el diagndstico
se realiz6 de manera tardia y que uUnicamente los que nacieron en el

extranjero recibieron tratamiento oportuno (fig. 10).

Fig. 10. Paciente diagnosticada oportunamente (6 dias) mediante TN, inicié su
tratamiento inmediatamente después del diagndstico, actualmente tiene 12 afios de
edad y presenta desarrollo neurolégico de acuerdo a su edad.



En la cohorte estudiada tenemos un paciente (No. 31, cuadro 9) que
actualmente tiene 35 afios de edad, no presenta retraso psicomotor y tiene
una licenciatura en contaduria publica. Su historia clinica coincide con la
forma intermitente de la enfermedad reportada en la literatura®. Se present
en nuestra Unidad a los 9 afios de edad con descompensacién metabdlica
causada por un evento infeccioso. La madre del paciente refirio que antes de
presentar este evento de estrés, el paciente se encontraba sano y sin haber
presentando previamente ninguna enfermedad que ameritara atencion
hospitalaria, sin embargo, si notaba un olor dulce en los fluidos bioldgicos del
paciente. El desarrollo psicomotor del paciente era acorde a su edad
cronoldgica, al cuantificar su perfil de aminoacidos se encontré marcada
elevacion de los aminoacidos ramificados, lo que llevd a realizar el
diagnéstico de EOJA. Se instaurd de inmediato el tratamiento dietético y el
paciente fue dado de alta hospitalaria. Para las siguientes visitas de control,
el paciente tenia los valores de aminoacidos ramificados dentro de los

valores de referencia.

Llama la atencion que cuando se interrogo a los padres que contestaron el
cuestionario, éstos refieren haber notado sintomas de la enfermedad desde
los primeros dias de vida del recién nacido, en promedio desde los 6 dias de
vida. En 48% (11/23) de los casos, los padres refirieron haber percibido
desde los primeros dias de vida el olor dulzon caracteristico a miel de arce y

también refieren haberle mencionado a su médico o pediatra, desde la



primera consulta, la presencia de dicho olor extrafio. Aparentemente ninguno
de los médicos tomo en cuenta este dato de manera inicial.

Como se puede ver en la figura 9, existe un enorme intervalo desde el inicio
de los sintomas hasta el momento del diagnostico realizado en nuestra
unidad, lo cual refleja la dificultad diagnostica de esta enfermedad, e
indirectamente sefiala la necesidad de implementar en nuestro pais, a la
brevedad, programas eficientes de deteccion presintomatica (TNA), vy
capacitacion para que los médicos sospechen este padecimiento y sepan
cémo confirmarlo y tratarlo®. En este aspecto el quimico juega un papel
fundamental, puesto que el analisis bioquimico constituye la base del

diagnéstico.

La mortalidad tan elevada encontrada en esta cohorte, en la que 1 de cada 2
pacientes con EOJA murio, asi como la alta proporcion de sobrevivientes que
presentaron como secuela retraso psicomotor (83.3%), nos obliga a

establecer estrategias preventivas que han sido exitosas en otros paises® °®
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Resaltamos que la prueba de dinitrofenilhidrazina es un buen indicador de la
enfermedad y es util en los pacientes que ya tienen la descompensacion
metabolica, aguda o cronica. Esta prueba urinaria, dada su sencillez y bajo
costo, deberia estar disponible en todos los servicios de urgencias
pediatricas y seria conveniente realizarla de manera rutinaria a todo aquel
paciente pediatrico (especialmente si se trata de un recién nacido) que

sUbitamente inicia con trastornos del estado de conciencia, crisis convulsivas,



rechazo al alimento, vomito, trastornos respiratorios y acidosis metabdlica
gue no tengan explicacion.

En nuestro estudio encontramos que la cuantificacion simultanea de
aminoacidos ramificados en sangre es una herramienta U(til para la
confirmacién diagnéstica de la EOJA, sin embargo dichos aminoacidos
deben ser interpretados cuidadosamente, especialmente en los pacientes
desnutridos, ya que en ocasiones pueden estar en limites normales, tal como
sucedid en los pacientes 6, 14 y 17. Como una observacion adicional
encontramos que en 43.5% de los pacientes, los niveles de otros
aminoacidos (diferentes a los ramificados) estaban por debajo de los limites
normales, lo cual puede ser indicio de desnutricion; este fendmeno,
seguramente fue secundario al manejo nutricional inicial inadecuado que se
les practico, al prescribirles dietas bajas en proteinas, sin contemplar que a
estos pacientes Unicamente se les deben restringir los aminoacidos
ramificados y que necesitan recibir un aporte suficiente de proteinas para
crecer y desarrollarse adecuadamente. Ademas estos pacientes, dado su
estado critico, frecuentemente son sometidos a ayunos prolongados, lo cual
incrementa el catabolismo y agrava el cuadro metabdlico. Se sabe que
deficiencias prolongadas de aminoacidos esenciales causadas por una dieta
restringida en proteinas causan pobre crecimiento, anemia y lesiones en la
piel que hacen al paciente susceptible a infecciones, inmunodeficiencias,
desmielinizacion y retraso global del crecimiento, fendmenos que pueden

llegar a ser tan o mas graves que el padecimiento original >% > 8,



En la figura 11 se muestra un ejemplo de las lesiones de la piel ocasionadas

por deficiencia de isoleucina, que presentaron 6 pacientes de esta cohorte.

Figll. Paciente diagnosticada tardiamente, presenta lesiones en la piel
caracteristicas de deficiencia de isoleucina.

Después del inicio del tratamiento, los pacientes se recuperan por completo

de dichas lesiones, como se puede observar en la figura 12.

Fig. 12. Misma paciente después de inicio del tratamiento.



En México, el no incluir, de manera consensuada y equitativa, a los EIM
(como la EOJA) en los programas nacionales de tamiz neonatal, aunado al
pobre conocimiento que los médicos tienen sobre estas patologias, tiene
como consecuencia a niflos con discapacidad y muertes innecesarias. Estos
pacientes con afecciones genéticas-metabdlicas con diagndéstico vy
tratamiento tardios, implican mayor gasto en hospitalizaciones repetidas,
rehabilitacién y tratamiento de secuelas crénicas™.

Morton y colaboradores (2002) calculan que el costo del internamiento inicial,
con una estancia promedio de 14 dias, para un neonato con EOJA
descompensado, es de $55,462 délares®. En México no existe ningdn
estudio similar que calcule el costo de atencion de dichos pacientes, sin
embargo en nuestra experiencia sabemos que requieren hospitalizaciones
frecuentes y prolongadas. Si consideramos que el costo dia/cama en la
Unidad de Terapia Intensiva del Instituto Nacional de Pediatria es de $1,467
pesos (sin tomar en cuenta medicamentos, estudios de laboratorio y
gabinete, valoraciones meédicas, procedimientos, etc.), podemos decir que
tan solo el gasto de hospitalizacion de estos 33 nifios fue aproximadamente
de $677,754 pesos, cantidad mas que suficiente para implementar un

sistema institucional de deteccidon masiva de EOJA.

En nuestro pais los pacientes con EIM no son diagnosticados oportunamente
y dado que no existe un registro nacional eficiente de dichas patologias, no
se visualiza su importancia epidemiolégica, no se implementan medidas de

Salud Publica (TNA), ni se previenen nuevos casos mediante la orientacion



adecuada a las familias afectadas por medio del asesoramiento genético

oportuno.

Ademas, dado que se les resta importancia a estas enfermedades, los
médicos no reciben la preparacion adecuada y no saben interpretar los
resultados del TNA, no saben actuar ante un caso sospechoso, ni conocen la
existencia de centros especializados de referencia para EIM (como el

nuestro) para inicio de tratamiento.

Experiencias como la mostrada en este trabajo, indican la necesidad de
implementar programas eficientes de atencidn integral para estos
padecimientos genéticos, asi como difundir la existencia de centros

especializados en estos trastornos, entre todo el gremio médico.



CONCLUSIONES.

A diferencia de los paises desarrollados, la EOJA en México es un trastorno
que se asocia con una elevada mortalidad. En esta cohorte todos los
pacientes llegaron a nuestra institucion en forma tardia y con graves
secuelas neurologicas, excepto aquéllos a los que se les realizo el TNA en el
extranjero y que recibieron tratamiento inmediato y el paciente con la forma
intermitente de la enfermedad. Nuestro estudio sefiala que esta enfermedad
puede ser detectada mediante la aplicacion de la prueba de DNPH y la

cuantificacion de aminoacidos ramificados en sangre.

Es necesario establecer en México un modelo de atencion integral para la
EOJA, mismo que comprenda desde el tamiz neonatal ampliado hasta el

seguimiento a largo plazo y el asesoramiento genético.

Este trabajo refleja la necesidad de sensibilizar y capacitar a médicos y

autoridades en Salud Publica sobre la existencia de pacientes con EIM y su

creciente importancia en la pediatria.
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Anexo 1

El material fotografico de los pacientes mostrado en este trabajo, cuenta
con las cartas de consentimiento informado firmadas por los padres, para

su publicacion.

67



Anexo 2

Este trabajo fue publicado en la Revista Gaceta Médica de México, cuya

referencia bibliogréfica es: Gac Med Mex 2007; 143: 197-201.
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