EL TAMIZAJE METABOLICO EN EL DIAGNOSTICO DE LOS
ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

RESUMEN

Los errores innatos del metabolismo pueden
debutar clinicamente desde el nacimiento
hasta la edad adulta. Sin embargo, muchas
alteraciones pueden ser manejadas si se realiza
diagnodstico precoz, evitando lesiones severas
en algunos sistemas del organismo. La presente
revision analiza la literatura cientifica disponible
con relacién al tamizaje de estas enfermedades
mediante espectrometria de masas en tandem.
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ABSTRACT

Clinical manifestations of inherited inborn errors
can manifest themselves from birth to adulthood.
However, many disorders can be treated if an
early diagnosis is performed, in order to avoid
severe lesions in some organic systems. The
present review analyzes the scientific literature
related to the screening of these diseases by
means of tandem mass spectrometry.
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INTRODUCCION

Los Errores Innatos del Metabolismo (EIM) son
enfermedades causadas por mutaciones genéticas
que dan origen a disfunciones enziméticas
de carécter especifico en su mayoria del tipo
autosémico recesivo, por lo que cabe esperar
que 25% de la descendencia resulte afectada
(1). Se han descrito més de 300 enfermedades
metabdlicas congénitas identificadas como
errores innatos del metabolismo de aminoacidos,
acidos organicos, hidratos de carbono y lipidos;
su diagnostico precoz favorece la intervencion
médica temprana, lo que permite prevenir
o reducir significativamente los sintomas
clinicos asociados, como retardo mental, crisis
metabdlicas agudas, convulsiones, o incluso la
muerte stbita infantil (2).

Desde el punto de vista fisiopatolégico, los
EIM presentes en el periodo neonatal pueden
dividirse en tres grupos: 1) Aminoacidopatias,
acidurias orgénicas, defectos del ciclo de la
urea y alteraciones del metabolismo de los
hidratos de carbono, todos caracterizados por
intoxicaciéon endégena, la cual se manifiesta
tras un periodo libre de sintomas, después
del nacimiento en neonatos a término; en la
mayoria de estos trastornos, es posible establecer
un tratamiento. 2) Los errores congénitos del
metabolismo que causan alteraciones en la
produccién de energia o en su utilizacién, que
afectan fundamentalmente a tejidos como el
higado, el miocardio, el musculo, o el cerebro;
los trastornos de este grupo se caracterizan por
el predominio de la hipoglucemia, como es el
caso de las glucogenosis, el hiperinsulinismo,
las alteraciones de la oxidaciéon mitocondrial de
acidos grasos y las acidemias lacticas congénitas.
3) Enfermedades que alteran la sintesis o el
catabolismo de moléculas complejas; en su
mayoria, carecen de tratamiento, como las
enfermedades lisosomales y las peroxisomales,
entre otras (3).

El tamizaje neonatal se define como un
procedimiento que se realiza para descubrir
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aquellos recién nacidos aparentemente sanos,
pero que ya tienen una enfermedad que con el
tiempo ocasionard dafios graves, irreversibles,
antes de que éstos se manifiesten, con la finalidad
de poder tratarla, evitando o disminuyendo sus
consecuencias (4).

La historia del estudio de los recién nacidos
buscando errores del metabolismo comenzé
con las ideas de Garrol en 1902, quien sefiald
la posibilidad de la herencia de defectos
bioquimicos especificos en el metabolismo
(5). La fenilcetonuria, anormalidad descrita
en 1934, fue la primera enfermedad que se
buscé identificar en forma temprana durante
la infancia, inicialmente a través de tamizaje
de la orina, utilizando cloruro férrico (6). En
1961, el Dr. Robert Guthrie desarroll6 la prueba
de tamizaje recolectando gotas de sangre en
papel filtro para la deteccion de fenilcetonuria.
La prueba se basa en un ensayo de inhibicién
bacteriana, utilizando un antimetabolito analogo
de la fenilalanina (7). El mismo principio fue
empleado en afios posteriores, para identificar
otras alteraciones del metabolismo de la
histidina y otros aminoacidos como: metionina,
lecitina y tirosina (8) En 1963, fueron reportados
los resultados del diagnoéstico de errores
congénitos del metabolismo en la etapa perinatal
con el uso de un método rapido, que se podria
utilizar como prueba de tamizaje. A raiz de estos
hallazgos, tom¢ interés la implementaciéon de
las pruebas de tamizaje neonatal (9). En 1973 se
estableci6 el primer programa de Tamizaje para
hipotiroidismo congénito, en Canadé (10).

DIAGNOSTICO DE LOS ERRORES
INNATOS DEL METABOLISMO

Existe una amplia gama de técnicas bioquimicas
para el estudio de los errores innatos del
metabolismo. Ante la sospecha clinica, los
examenes de sangre preliminares mas valiosos
para el analisis de posibles errores congénitos del
metabolismo incluyen: mediciones de glucosa,
electrolitos, BUN, creatinina, lactato, amonio,
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carnitina, y enzimas tales como AST, ALT vy,
especialmente, CK. En algunos examenes de
rutina, como el urianalisis, se debe buscar la
presencia o ausencia de cuerpos ceténicos, y
hemoglobina en ausencia de glébulos rojos, lo
que podria indicar la presencia de mioglobina,
como consecuencia de un proceso rabdomiolitico.
Las pruebas adicionales especificas para ciertas
enfermedades incluyen medidas de aminoécidos
en sangre y orina, acidos grasos libres en el
plasma, perfiles de carnitina acilcarnitinas en la
sangre y acidos orgéanicos en la orina (11).

ESPECTROME'!'RfA DE MASAS
EN TANDEM

Hasta ahora, se han desarrollado muchos
métodos para el estudio de las alteraciones del
metabolismo, pero entre los mas avanzados se
cuenta actualmente con la espectrometria de
masas en tandem (MS/MS), mediante la cual
pueden detectarse mas de 20 alteraciones del
metabolismo; se utiliza incluso para el cribado
basico y para la confirmacién posterior de dichas
alteraciones, asi como para la monitorizaciéon de
los tratamientos instaurados (12). Esta técnica
tiene como ventajas la utilizaciéon de sangre
impregnada en papel de filtro, la rapidez de
preparacion y andlisis, y la alta sensibilidad
(13). Las bases del anélisis por espectrometria
de masas en tandem son la produccién de
especies moleculares intactas a partir de una
mezcla compleja, a través de una técnica de
ionizacion suave, seguida por la identificacién
de fragmentos moleculares de componentes
especificos inducidos con moléculas neutras de
argon o nitrégeno. El uso de dos espectrémetros
de masas unidos en tdndem y separados
por una celda de colisién, en la cual tiene
lugar la fragmentacion secundaria, permite
el analisis altamente selectivo y especifico de
varios aminoacidos y acilcarnitinas (14). Las
separaciones cromatograficas son innecesarias,
porque la separacién y el analisis tienen lugar
simultdnea y completamente dentro del equipo.
Esta tecnologia, ademads, permite la reducciéon

en el limite de deteccién a 1 nM/mL de sangre,
y hace posible el uso de especimenes secos
en papel de filtro (15). La versatilidad de este
método, ademds, permite el andlisis de una gran
variedad de compuestos quimicos, incluidos
grupos de a-aminodacidos y aminodacidos
béasicos, simplemente mediante un cambio en
los parametros de monitorizacién (16).

La aplicacion de la espectrometria de masas
en tandem en el diagndstico de los EIM se
relaciona principalmente con el tamizaje de
la oxidacién mitocondrial de acidos grasos,
acidurias orgédnicas y aminoacidopatias (17).
La L-carnitina y las acilcarnitinas contienen un
grupo funcional de amonio cuaternario, que
hace que se comporten como iones positivos
preformados (cationes) polares y no volatiles
(18). Los butilésteres derivativos y no derivativos
de la carnitina y las acilcarnitinas muestran un
producto iénico comtn con una masa de 85 Da,
lo cual permite identificarlos (19). Sin embargo,
la identificacion de carnitina como precursor de
este ion empleando sangre entera en papel de
filtro es todavia un tema de controversia, por
lo que algunas técnicas se han disefiado para
la valoracion de la carnitina libre y total en el
plasma por MS/MS (20, 21).

El analisis de aminoadcidos por MS/MS es
posible gracias a que los a-aminoacidos, después
de butilarse, se ionizan 6ptimamente dentro del
espectrometro de masas. Después de someter
estos iones a disociacion por colisiéon inducida
-al chocar con un gas, generalmente argén o
nedn-, se genera butilformato (102 Da), el cual es
comuin a todos los a-aminoécidos; el butilformato
se pierde dentro del proceso, debido a que es
una molécula -sin carga- y no un ion. Este
proceso, conocido como pérdida neutra, permite
la selecciéon de estos aminoacidos (glicina,
alanina, valina, lecucina, isoleucina, metionina,
fenilalanina, tirosina y acido glutdmico, entre
otros), para posteriormente analizar su espectro
de masas (22).

Otros aminodacidos importantes en el estudio
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de 119 Da. Las Tablas 2 y 3 muestran algunos
de los hallazgos bioquimicos mas importantes
de las aminoacidopatias y acidurias orgéanicas
detectables por cribado neonatal mediante

de los EIM (aminoacidos basicos) se pueden
detectar igualmente, debido a que contienen
un grupo amino labil que se fragmenta, a
la vez, con el butilformato, y produce una

fragmentacién neutra de 102 Da (butil formato)

+17 Da (amonio), para una pérdida combinada

MS/MS (23, 24).

Tabla 1. Principales hallazgos bioquimicos de las aminoacidurias detectables
en el tamizaje neonatal por MS/MS.

134

Marcador
Amninoacidos | Acidos organicos en orina metabélico
Nombre comtn | Deficiencia enzimatica | en sangre por por por MS/MS en
HPLC GC-MS sangre seca en
papel de filtro
Argininemia Arginina 1 Arginina
Citrulinemia Citrulina 7 Citrulina
Aciduria Argininosuccinato Acido . .
. . . . s Citrulina
Arginosuccinica liasa arginosuccinico
Homocistina 1
T . Metionina
Cistationina B-sintasa . f
Cistina |
Cistationina |
Homocistinuria Metilentetrahidro- - Metionina
folato reductasa Homocistina 1 )
Metionina N -]
Metionina sintasa L
Homocistina 1
Metionina N -|
Hipermetioninemia Metionina 1 Metionina
Complejo de Leucina . L .
. ompie] . f hidroxiacidos Leucina
Enfermedad de orina | deshidrogenasas de Isoleucina 1 . . . .
. . . (a-hidroxisovalérico) Isoleucina
de jarabe de arce cetoacidos de cadena Valina 1 P .
oo . . Cetoécidos Valina
ramificada Aloisoleucina 1
Hiperglicinemia no | Sistema de escision de . ..
pers . .. Glicina 1 - Glicina
cetdcica la glicina
. . Fenilalanina Fenilalanina 1 . .
Fenilcetonuria . . s Fenilalanina
hidroxilasa Tirosina |
L .. . Tirosina 1 4-OH-fenilderivados
Tirosinemia tipo I Fumarilacetoacetato S .. - -
. . Metionina 1 Succinilacetoacético Tirosina
hidroxilasa . . ..
Fenilalanina 1 Succinilacetona
Perahidroxifenilpiravico
. . Parahidroxifenilacético
L L Tirosinoamino- L e L
Tirosinemia tipo II s Tirosina 7 n-acetiltirosina Tirosina
transferasa citosélica . .
p-tiramina
P-OH-fenil-lactico

Abreviaturas: T aumentado, | disminuido.
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Tabla 2. Principales hallazgos bioquimicos de las acidurias orgéanicas
detectables en el tamizaje neonatal por MS/MS.

Marcador
metaboélico
p P Aminoacidos en Acidos orgéanicos en por MS/MS
Nombre comun Defecto enzimatico 5 en sangre
sangre por HPLC orina
seca en
papel de
filtro
Aciduria glutatrica Glutaril-CoA- ) Glutarico C
I deshidrogenasa 3-OH-glutarico sbe
Isovalerilglicina ccc
Aciduria glutérica | Mualtiple de acil-CoA Isobutirilglicina ¥ 5, e
. - O C
I deshidrohenasas Hexanoilglicina C SC
Suberilglicina 10771
3-hidroxi-3- . L
HMG-CoA lyasa metilglutaril CoA - 3—HMG-3-met11c}u't acomico CS.OH
. 3-OH-glutarico 3-metil-C
liasa D¢
Isobutiril-CoA Isobutiril-CoA . -
deshidrogenasa deshidrogenasa - 3-OH-sobutirico <,
Acidemia Isovaleril-CoA- 3-OH-isovalérico
. L. . - o C
isovalérica deshidrogenasa Isovalerilglicina 5
. . 2-metilacetoacético
. 3-metilacetoacetil- S
B-cetotiolasa . - Tiglilglicina C
CoA-tiolasa . e 50H
3-OH-isobutirico
3-metilcrotonil metilcrotonil-CoA ) 3-OH-isovalérico C
glicinuria carboxilasa 3-metil-crotonilglicina SoH
3-metilglutacénico
Aciduria 3-metilglutaconil- ) 3-metilglutarico C
metilglutacénica CoA-hidratasa 3-OH-isovalérico SOH
Metilmalénico
Acidemia Metilmalonil-CoA- Glicina 1 Propiénico C
metilmaldnica mutasa Alanina 1 3-Oh-propiénico 3
Metilcitrato
3-OH-isovalérico
Defiencia Holocarboxilasa- 3-OH-propidnico C
Mualtiple de sintasa - Metilcitrico CSOH
carboxilasas Biotinidasa 3-metil-crotonil-glicina SOH
Léctico
Acidemia Propionil-CoA- Glicina 1 Proplongo.
ropiénica carboxilasa Alanina 3-OH-propiénico G
prop Metilcitrato

Abreviaturas: C, .

glutarilcarnitina, { aumentado, | disminuido.
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TAMIZAJE METABOLICO POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS
EN TANDEM PARA LOS ERRORES
INNATOS DEL METABOLISMO

Actualmente se realiza tamizaje metabdlico
por espectrometria de masas en tdndem para
cerca de 30 errores innatos del metabolismo,
principalmente para deficiencias enzimaticas
relacionadas con la -oxidacién mitocondrial de
los 4cidos grasos, aminoacidopatias y acidurias
organicas (Tablas 1, 2 y 3) (25-35).

La espectrometria de masas en tandem es
utilizada también para el diagnostico precoz
de la galactosemia, las enfermedades por
colestasis hepatobiliar, y las enfermedades
de los peroxisomas. Ademds, ha sido
disefiado un mecanismo mediante el uso de la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
a la espectrometria de masas en tandem para el
estudio de los intermediarios de la degradacion
de purinas y pirimidinas (36, 37). La Tabla 4
muestra los marcadores metabdlicos detectados
para este tipo de alteraciones

Tabla 3. Principales hallazgos bioquimicos de errores congénitos de la
-oxidaciéon mitocondrial detectables por MS/MS.

5 Oxidacion de Marcador
- Acidos grasos | ; . Ao acidos grasos metabélico
Acror}n'no d:e Dgfestp libres Lt Organicos en | itiados por | por MS/MS en
la deficiencia enzimatico orina .
en plasma fibroblastos | sangre seca en
% papel de filtro
OCTN2 Tranépor.ta}dor de ) ol
arnitina
Carnitina palmitoil
CPTI Transferasa | ) CO/C,g+Cy 1
Carnitina- c . C
CACT acil carnitina - - 10-20 167 18
translocasa
Carnitina palmitoil
CPTII transfereasa 11 ) - 20-30 Cio Cis
Acil-CoA . .
. Dicarboxilicos (C6-
VLCAD deshldrogena;a de Couns Cl4) 20-50 CM:Cl, C,
cena muy cadena 3-OH-dicarboxilicos 16
larga
. Chn OH-C,, OH-
TFP ppotetna - 3-OH-dicarboxilicos | 60-70 c
v carboxilicos OH-C,,
Hidroxiacil-CoA Chatno OH-C,, OH-
LCHAD deshidrogenasa de OH- 3-OH-dicarboxilicos 40-50 Cis
cadena larga carboxilicos OH-C,,
Dicarboxilicos
acil-CoA C, (C-C) C,C, Cy
MCAD dehidrogenasa de Cloane Hexanoilglicina 10-25 C,
cadena media 10 Suberilglicina
Fenilpropionilglicina
acil-CoA c
SCAD deshidrogenasas - Etilmalénico 70-80 4
de cadena corta
Multiple de Isovalerilglicina
deshidrogenasas (Czﬁ_cls Isobutirilglicina C4C’ C% S
MAD ETF/ETF 10:1n-6 Hexanoilglicina 12 14
deshidrogenasa Suberilglicina 5DC
DR Dienoil-CoA _ 2-trans-4-cis-
reductasa - ? C

Abreviaturas: C0 carnitina libre, C . glutarilcarnitina, T aumentado, |disminuido.
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Tabla 4. Tamizaje por espectrometria de masas en tdindem, para otros
errores innatos del metabolismo.

ENFERMEDAD

TIPO DE ALTERACION

Marcador metabélico por

MS/MS autor

1 mi .1
Galactosemia fosfato uridil transferasa

Deficiencia de galactosa-1-

Hexosa mono-fosfatos totales | Jensen y col (38)

Enfemedades por
colestasis hepatobiliar

Atresia biliar extrahepética

Mills y col. (39)

Acidos biliares conjugados Mushtaq y col. (40)

Deficiencia de acil-CoA
oxidasa

Deficiencia de proteina
bifuncional

Enfermedades de los

peroxisomas Deficiencia de tiolasa

peroxisomal

Adrenoleucodistrofia
ligada al X

Sindrome de Zellweger

C20:0 eicosanoilcarnitina,
(C22:0 docosanoilcarnitina,
C24.:0 tetracosanoilcarnitina
(C26:0 Hexacosanoilcarnitina
Sales biliares

Wanders y col (41)
Johnson y col. (42)

Bootsma y col. (43)

Enfermedades del
metabolismo purinas y las
pirimidinas

17 purinas y
pirimidinas en orina

Simmonds HA.(44)
Ito y col. (45)

LA ESPECTROMETRIA DE MASAS
EN TANDEM Y EL DIAGNOSTICO
PRECOZ DE ENFERMEDADES
METABOLICAS HEREDITARIAS

En las familias con antecedentes de EIM, pueden
realizarse determinaciones de metabolitos por
TMS en sangre de cordén umbilical (SCU) al
momento de nacer, sin embargo, los estudios
de valoracién de la carnitina libre y total en la
SCU son poco numerosos (46, 47, 48, 49). De
igual manera, muy pocos estudios comunican
mediciones de acilcarnitinas por MS/MS en
la SCU (50, 51). Patterson et al. (51) analizaron
siete casos de pacientes con antecedentes
familiares de EIM, tres de los cuales fueron
positivos al analisis de la SCU por esta técnica
(una acidemia isovalérica y dos deficiencias de
MCAD), y se pudo instaurar una vigilancia y
un manejo previos a la aparicién de secuelas
relacionadas con la enfermedad. Estudios
recientes han mostrado valores de referencia

para acilcarnitinas en sangre de cordén umbilical
y en poblaciones pediatricas (52, 53).

CONCLUSION

Las alteraciones del perfil de acilcarnitinas
persisten, aunque el paciente no se encuentre
descompensado metabdélicamente, y ésta
es la ventaja principal de la MS/MS para la
identificacion de algunos errores congénitos del
metabolismo.

Cabe destacar que, por ahora, algunas
enfermedades, como el hipotiroidismo, las
hemoglobinopatias, la hiperplasia adrenal
congénita, la fibrosis quistica y la distrofia
muscular de Duchenne, se identifican por otras
técnicas; sin embargo, no se descarta que en
un futuro se puedan incorporar algunas de
las deficiencias mencionadas al cribado por
MS/MS.
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