Cribado neonatal ampliado:
“‘Prueba del talon”
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»  Concepto de cribado: es la aplicaciéon sistemdtica de una prueba para identificar a
individuos con un riesgo suficientemente alto de sufrir un determinado problema
de salud como para beneficiarse de una investigacion mds profunda o una accién
preventiva directa, entre una poblacion que no ha buscado atencion médica por
sintfomas relacionados con esa enfermedad.

»  Requisitos para introducir una patologia en el programa de cribado:

La prevalencia justifica el coste del cribado.

El trastorno no se identifica con una exploracion fisica.

La enfermedad causa graves complicaciones.

El diagndstico y tratamiento precoz mejora el prondstico de la enfermedad.
La prueba para la deteccién debe ser sensible, especifica y economica.

oA W

2 G



Los métodos de cribado no son diagndsticos. Son pruebas capaces de descartar a un
alto porcentaje de la poblacién estudiada, de manera que el nimero de falsos negativos
por una baja sensibilidad y de falsos positivos por escasa especificidad, sean minimos.

En los individuos que se obtenga un resultado positivo se realizaran procedimientos
diagnésticos posteriores para confirmar la enfermedad y, en su caso, recibir
tratamiento

Pruebas de Cribado
Neonatal

Prueba de
segundo nivel

\
NORMAL POSITIVO

POSITIVO

NORMAL

No hay prueba de
segundo nivel

| Informe de resultado alterado |

I~

Confirmacion
Diagndstica

Normal Confirmacion
“Verdadero Positivo” “Verdadero Positivo
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Situacion en Espafa 2013

Cribado neonatal en Esparia (Febrero, 2013)
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Técnica analitica: espectrometria de masas en tand

TRASTORNOS METABOLISMO AMINOACIDO%
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Fenilcetonuria

Enfermedad de orina con olor a jarade de Arce

Tiresinemia
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Oitr icas analiticas
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Otras enfermedades

—— P |Sindromes falciformes [ ] x| X X XXX
b A Hipotircidismo congénito XK[IX | X|X| XXX E XIX|X|X|X[X]|X[X]X]|X]|X
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Obtencion de la muestra

La sangre debe ser obtenida de la porcion
lateral de la superficie planar del talén

entre el 3°-5° dia de vida, ya que para que
la muestra sea vdlida, es necesario que el
bebé haya ingerido alimentacion proteica.

La puncion debe realizarse sobre el pie
masajeado y en una zona previamente
desinfectada. Con una lanceta estéril, se |=
realiza una incisién de 2 mm. Desechada la |
primera gota de sangre, se dejan fluir las |
gotas para que caigan sobre el papel.

La sangre debe impregnar bien el papel
(también por detrds) y se debe dejar secar
a temperatura ambiente y fuera de luz
solar directa.
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El hipotiroidismo congénito (HC) es el resultado de:

- La ausencia o falta de desarrollo del tiroides.

- Su destruccion.

- La falta de estimulacion de la misma por la hipéfisis.
- Sintesis defectuosa de las hormonas tiroideas (HT).

Como consecuencia se produce una disminucion de la actividad bioldgica de dichas
hormonas a nivel tisular desde los primeros momentos de la vida dando lugar a retraso
mental.

Patron de herencia: las disgenesias generalmente tienen un cardcter esporaddico. Las
dishormonogénesis se heredan de forma autosomica recesiva y un pequeno porcentaje
autosémica dominante.

El HC se da mds en el sexo femenino que en el masculino (2:1). En Espafia se da
1/2.500 aprox (mayor frecuencia en nifios con S. Down).
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Clinica
Los sintomas no son visibles hasta pasados unos meses del nacimiento.

El indice de Letarte evalla los sintomas y sighos clinicos mds frecuentes en éstos
hifos que en los normales. Se valora con:

- 1 punto: hernia umbilical, hipotonia muscular, macroglosia, estrefimiento,
hipoactividad, piel moteada, problemas de alimentacion.

- 1.5 puntos: piel seca, fontanela posterior amplia.
- 3 puntos: facies creftinica.

Patoldgico > 4 puntos™.

En nifios no tratados aparece retraso mental grave, macroglosia, hernia umbilical,
pelo ralo, piel seca, retraso de crecimiento y enanismo.

Fontanela
posterior

: Fontanela
4 anterior



Sangre seca en papel a partir de 48 h, ya que en las primeras 24 h se produce
una elevacion fisioldgica de los niveles de TSH, posiblemente en respuesta a la
exposicion al frio (FP).

Se recomienda repetir la prueba a las dos semanas de vida en (2° muestra):

- Gemelos, debido a la posibilidad de una transfusion feto-fetal.

- Recién nacidos de bajo peso (<2.5kg) y prematuridad (<36 sem): evitar FN
por inmadurez hipotdlamo-hipofisaria (elevacion tardia de TSH).

- Sindromes de Down.

Se recomienda repetir la prueba (3° muestra) al alta o al alcanzar los 2.5 kg:

- Recién nacidos de muy bajo peso (<1.5kg) y extrema prematuridad (<32
sem).
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La sensibilidad del método de TSH para el HC primario es del 97,5% y la especificidad del 99%.




Es ARy la incidencia estimada entre 1/4.500 nacidos vivos.

En los 80, Knowles demostré que la anomalia en la composicion del sudor se debia a un
defecto en la secrecion del cloro a nivel del conducto excretor de la gldndula
sudoripara.

La FQ estd causada por mutaciones en el gen regulador de la conductancia
transmembrana (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulato, CFTR)
situado en q7.

El resultado es un flujo alterado de iones CI- y Na+, y de agua. Las secreciones en los
organos, son anormalmente espesas y deshidratadas provocando la obstruccion
de los conductos del pancreas, gl. salivares, ATP
TN L . . . o ‘1‘//_\
epididimo, intestino, bronquios y bronquiolos. e “ Nar
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Correlacion genotipo-fenotipo.

Tipos de : .

p. GH42*
p. R353%
C Nonsense p. WI282* Insuficiencia pancreatica grave
Defecmg;llaa CSI;{,EEIE = Frameshift c489+1G=T Afectacion respiratoria grave
pro Splicing p.Phe316Leufs*12 Test del sudor positivo (elevado)
p.Lys1177Serfs*13
c.1585-1G=A
p. F308del
Defecto en el Missense pIle307del Insuficiencia pancreatica grave
procesamiento de Deleciones de p.Asnl303Lys Afectacion respiratoria grave
proteina CFTR aminoacidos p.Ser249Asn Test del sudor positivo (elevado)
p.Gly83Glu
Defecto en la regolacién Missense p.G3)ID Ilsfl::ﬁc:;ﬁﬂﬁ ' at:ili? EI:ZE
del canal CFTR p.Arg560Thr piratoria g1a
Test del sudor positivo (elevado)
Defecto en la p.RI117H suficiencia pancreatica leve
conduccion de 1ones en Missense p.Arg33dTm Afectacion respiratoria grave o moderada
el canal CFTR p.Arg347Pro Test del sudor linute
Sintesis reducida de Missense ﬂg??gl;!gg,r Suficiencia pancreatica leve
proteina CFTR Splicing c 165TH5GA Afectacion respiratoria grave o moderada

funcional alternativo p Ala455GHy Test del sudor limate o elevado




Clinica

Anomalia exocrina generalizada, con una anormal viscosidad de todas las secreciones
exocrinas

A nivel respiratorio: bronconeumopatia cronica, sinusitis y poliposis nasal. En la
adolescencia o la tercera década: tos persistente, asociada a infeccion cronica por P.
aeruginosa. Posteriormente afectacién del parénquima pulmonar produciendo lesion
del tejido y fibrosis extensa. Las lesiones pulmonares evolucionan hacia
insuficiencia respiratoria y hacia el cor pulmonale.

En el tracto digestivo se produce en muchos casos ileon meconial en el periodo
neonatal, insuficiencia pancredtica con esteatorrea y desnutricion, alteraciones

hepadticas con fibrosis y, finalmente cirrosis biliar. Manfslosf
Cystic Fibrosis

General Lungs
rissye g isseoy

En el aparato reproductor masculino se produce sk 0.0 . St

o . Nose and sinuses ois

una azoospermia o agenesia de los vasos deferentes.  ‘m e
Liver 2 :Rsn:ucﬁveai::ydimse
-Hepatic steatosis % (N <Cor pulmonale
warensn ’% ) ::wmwmmm.‘
i i \ -Allergic bronchopulmonary aspergilosis
:mﬂm{‘;mnamdim s J ,.‘-‘—' Heart

-Cholelithiasis
Bane
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i -Right ventricular hypertrophy
Bl Pulmonary artery dilation
3 c “Hypertrophic osteoarthropathy ’ i
-Clubbing H i
. c &
-Ost is Stomach
C ) nn GERD
| - o Pancreas

-Meconium ileus !
-Meconium peritonilis ;inumglr:: ‘

-Rectal prolapse % iency

“Intussusception -SymplumaUc hyperglycemia
Volvulus -Diabetes

-Fibrosing colonopathy (strictures) Reproduciive

Aopandictis fertty

-Intestinal atresia (aspermia, Absence of vas deferens)
-Distal intestinal obstruction syndrome _Amenorrhea

-Inguinal hemia -Delayed puberty



El tripsindgeno es el precursor inactivo de la tripsina. Se sintetiza en el pdncreas y
pasa al ID donde se activa dando tripsina.

Las personas con FQ producen tapones mucosos que obstruyen los conductos
pancredticos, impidiendo que el tripsindgeno llegue al intestino, imposibilitando asi la
degradacion de las proteinas de los alimentos.

Los niveles en suero de TIR son mds altos en los recién nacidos con FQ que en los no
afectos. Esto puede ser debido al bloqueo de los conductos pancreaticos exocrinos.

En otras enfermedades, como la pancreatitis crénica y el cdncer de pdncreas, la lesion
del tejido pancreatico puede causar un bloqueo impidiendo que el tripsindgeno alcance
el intestino delgado.

Enteroquinasa
(del ribete en cepillo)

l

Tripsinogeno . Tripsina

{inactivo) U (activa)
N 3 c Proenzimas del juge pancreatic l i Enzimas
»a e {inactivas) {activas)

l

Digestidon
luminal




Diagndstico
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Se realiza mediante iontoforesis cuantitativa con pilocarpina .
*Se estimula localmente la sudoracion con pilocarpina, se mide la cantidad de sudor
y se determina la concentracion de Cloro en el mismo.

‘La muestra debe obtenerse en el plazo mdximo de 30 minutos. Un mayor tiempo
de recogida se asocia a riesgo de falsos hegativos debido a una estimulacion
subdptima de las glandulas sudoriparas.

‘Los falsos negativos son raros, pero posibles en los pacientes con edema e
hiponatremia o cuando las cantidades de sudor recogidas son insuficientes.

‘Los falsos positivos suelen estar relacionados con errores téchicos o con el uso de
un equipo inadecuado.
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IRT (3-5 diss)
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Tratamiento

No existe una terapia especifica y curativa para la FQ. El tratamiento estd basado
en tres pilares fundamentales que son:

1.- Conseguir una nutricion adecuada.
2.- Utilizar medicamentos contra la infeccion e inflamacion respiratoria.

3.- Realizar terapia fisica consistente en fisioterapia respiratoria, ejercicios de

fortalecimiento de la musculatura del térax para prevenir deformidades, asi como
la practica de algin deporte.




Determinacion en Autodelfia (Perkin-Elmer)
La muestra se afiade a un pocillo con Ac para el analito a determinar.
Lavado para eliminar los restos de la muestra no unidos.

Afiadimos otro anticuerpo unido a Europio que se unird al complejo antigeno-anticuerpo
formado anteriormente.

Tras lavar, se afiade solucion de realce o intensificacién para que el ién Europio se
disocie del Ac 'y se acompleje dando lugar a un quelado fluorescente

ELeuropio es excitado a 320-340 nm y la fluorescencia medida a 615 nm. La sefial
emitida serd directamente proporcional a la cantidad de analito de la muestra
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Espectrofotometria de masas en tandem (MS/MS)
3200 ABsciex

Suministrar informacion sobre:

a) La composicion cualitativa y cuantitativa tanto de analitos orgdnicos como inorgdnicos
en muestras complejas.

b) Las estructuras y composicién de especies moleculares complejas.

c) Las relaciones isotépicas de los dtomos
de las muestras.
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Introduccion de la muestra en fase gaseosa.
Conversion de los atomos o moléculas en iones.
Separacién de los iones formados seglin su m/z.

Recuento de los iones de cada tipo o medida de la
corriente idnica producida cuando los iones inciden en un
detector.

Procesamiento de los datos para obtener un espectro de
masas.



Introduccion de la muestra por sonda directa =&K&

Wl

Para muestras liquidas o sélidas no voldtiles introducidas directamente en la
fuente de ionizaciéon mediante un soporte para la muestra o sonda. También
cuando la cantidad de muestra es limitada.

Muestra: sangre en papel

Tratamiento previo: extraccion con solventes orgdnicos en placa y derivatizacion
con butanol.




lonizacion por Electrospray (ESI)

El analito pasa por el capilar. Se aplica una tension de 3-6 KV entre el capilar de
entrada de la muestra y el electrodo cilindrico que rodea al capilar, provocando que la
muestra al salir forme un aerosol de pequefias gotas con carga eléctrica en superficie.

Debido a la elevada temperatura en la fuente ESI y/o del gas, a medida que las gotas
atraviesan el espacio entre el capilar y el cono, van reduciendo su tamafio, por
evaporacion del solvente.

El campo eléctrico provoca que las gotas cargadas alcancen un punto critico en el cual
la tensidn superﬁcnal ho es capaz de mantener la carga (limite de Rayleigh), por lo que
se produce una “explosion Coulombica” y la gota se rompe en gotas mas pequeiias.
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1 cuadrupolo: 4 barras paralelas que actian como electrodos. Las barras se conectan
eléctricamente, un par al polo positivo de una fuente variable de corriente continuay el otro
Ear‘ al negativo. Se aplican a cada par de barras potenciales variables de corriente alterna.

os iones son acelerados a través del cuadrupolo y sdlo los que tienen una determinada
relaciéon m/z pasan al detector, el resto colisiona con las barras.

Los cuadrupolos pueden trabajar en dos modos:
* solo pase un ion con una determinada m/z.
* : se hace un barrido de masas entre un intervalo de m/z.

Ql (33 actdan como filtro de masas en SIM o SCAN, mientras que el segundo se denomina
celcYa e colision. En esta celda se intfroduce una pequefia cantidad de gas de forma que los
iones que entran, colisionan con los mismos fragmentdndose. Los iones pasan al Q3 para
finalmente ser analizados.

Espectrametro de triple cuadrupolo

Q1 q2 Q3
]

L]
| ] F1,FL F3..
. ——SaaS)

Collision Cell Product Ion Scanning

Parent Ion Selection




La combinacion de Q1 y Q3 permite trabajar en cuatro modos diferentes:

Product-ion scan . Precursor-ion scan
4 —_— _— —-lf—‘:- _ -
—_— — ) — —_— s .
X . Scanning CID  Selected m/z
Selected m/z CID Scanning

Acilcarnitinas en sangre

~ Neutral-loss scan

_ Multiple reaction monitoring

—l-.‘::- — —_— —i-.‘:-;h- ::-
Scannin CID Scannin
Selectedm/z _CID  Selected m/z sl e

Aminoacidos butilados,
ornitina y la citrulina.

. | 9 € c Se realizan 35 ciclos por muestra. Cada ciclo consta de:
1 experimento en modo idn precursor de 2 seg.
1 experimento neutral Loss Scan de 1 seg.
1 experimento en modo MRM de 0,67 seg.



Detector: Canales electromultiplicadores

Genera una corriente eléctrica proporcional al nimero de iones que llegan al
mismo. Los detectores que utilizamos son canales electromultiplicadores.

Se basan en la energia cinética de los iones que impactan en la superficie del
detector. Consta de una serie de dinodos de forma que cada dinodo se mantiene a
un potencial mds alto que el anterior. Cuando la superficie de un dinodo es
alcanzado por un ién se produce la emision de varios electrones, los cuales son
acelerados hacia el siguiente dinodo de forma que cada electron es capaz de
provocar la emisién de varios electrones en dicho dinodo, y asi sucesivamente,
consiguiéndose ganancia de corriente de hasta 10s.

Haz de iones
\\ Rendija del detector

amplificador

Superficie resistiva
y conductora

electrones

+ Conexién
— atierra
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Determinaciones en MS/MS

Aminodcidopatias:

- Fenilcetonuria y hiperfenilalaninemias (AR) son ACM de la Phe que cursan un aumento
de esta en sangre debido a una alteracién enzimdtica en el paso de fenilalanina a

tirosina.

Fenilcetonuria (PKLU)

1w

BH 40y
' s “ N lanina-4-
NADH + H¢ 1 ; /*J’
qBH, + H,0

i

3 ? c) ¢

Se manifiesta de diversas formas clinicas, segun la
actividad residual de la enzima:

-6rave o PKU clasica: Phe >1200 pM.

-PKU moderada: Phe 600-1200 pyM.

-PKU leve: Phe 360-600 pM.

-HPA (Hiperfenilalaninemia): Phe 150-360 pM
Ademds el metabolismo alternativo de Phe por
decarboxilacién o transaminacion da lugar a
metabolitos que se excretan por la orina: dcidos

fenilacético, fenilpirdvico y fenildctico.

MS/MS: Phe > 120 uM y Tyr
Cociente Phe/Tyr : 2

Confirmacion: aa por HPLC de
intercambio idnico



Clinica
*Neonatos-6 meses: normales.

>6 meses: retraso psicomotor y mental. Si Phe>1200 pyM:
lesiones dérmicas similares a un eczema, orina y el sudor
con olor caracteristico “a ratén” debido al acido fenilacético.

A partir de 2-3 anos: retraso mental, trastorno del
desarrollo y psiquiatrico, convulsiones, hiperactividad.

* Las PKU embarazadas: <180 yM ya que es teratégena.

* El feto comienza a tener actividad PAH a las 28 semanas
de gestacion, por ello, dependiendo de los niveles de Phe
en la sangre materna, puede presentar alteraciones
morfolégicas y neurolégicas muy graves: retraso mental,
microcefalia, cardiopatia y neuropatia.

Tratamiento.
El tratamiento de Ila PKU es
dietético:

-Restriccion de Phe.

- Administracion simultanea de una
formula especial libre de Phe, que
contiene los demas aminoacidos
(Tyr) y micronutrientes.

La mayoria de los nifos afectos
alcanzan un desarrollo normal si son
sometidos precozmente al
tratamiento adecuado.

Se recomienda que:

-Pacientes - 6 ainos Phe< 360 uM
-Pacientes 6-10 afios Phe<480 uM
-Pacientes +10 afos Phe<600 uM



Aminoacidopatias: Jarabe de Arce (MSUD)

La enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (AR) es un trastorno en el metabolismo
de los aminodcidos ramificados debido a la deficiencia del complejo multienzimatico
deshidrogenasa de los cetodcidos de cadena ramificada (BCKD).

Aumento en plasma de leucina, isoleucina y valina. La presencia de aloisoleucina es
patognomdnica de MSUD.

Excrecion urinaria de los cetodcidos correspondientes.

La orina de estos pacientes tiene un olor similar a los extractos de hojas de arce debido a
un compuesto denominado sotolona.

Prevalencia 1/185.000 RN.

Leucina Isoleucima Valina

| | ]

dc. w-cetoisocaproico dc. v-ceto-fi-metilvalérico ui-cetoisovalérico
Isovaleril-CoA ct-metilbutiril-CoA isobutiril-CoA
¥ ' ¥
' ' '
1 f = > Acetoacetato Acetil-CoA Propionil-CoA
SS2 l

Succinil-CoA



Se diferencian 5 subtipos clinicos en funcion de la edad y la clinica de presentacion, la tolerancia

proteica y el nivel de actividad enzimatica

Diagnéstico por MS/MS mide:
valina + (leucina + isoleucina +
aloisoleucina + hidroxiprolina),

compuestos de igual masa molecular
(m/z = 132).

La confirmacion incluye la separacién
cromatogrdfica en plasma de estos

isémeros con el fin
resultados para permitir el ajuste | | B
individual de Leu, Ile y Val en la dieta.

de excluir

. Clinica Bioquimica
Fenotipo L. , .
Inicio Sintomas BCA44, BCK4A Leucina (uM)
Rechazo alimentacion
P 1°-2% semana de Letargia, hipotonia 17 -
Clisica vida Convulsiones Aloisoleucina -0
Cetoacidosts
Desmedro
. = Retraso psicomotor I
¥ 6 meses — 7 afios - . 400 - 2000
Intermedia Ataxia Aloisoleucina
Convulsiones
Crecimiento normal
_— Desarrollo psicomotor normal Normal
Intermitente Lactante — adulto Infeccidn/estrés catabdlico: ataxia, (fase asintomatica) 50 - 4000
convulsiones y/'o cetoacidosis
Sensible a Similar a forma “intermedia” 17
; o =
tiamina Lactante Desarrello psicomotor normal (£) | con vitaminoterapia 50

Inicio similar a forma “intermedia”

Deficiencia E3 Lactante Progresivo v rapido deterioro neunrclégico 11 = 400
Acidosis lactica

diludrolipoil deshidrogenasa
BCAA: amunoacidos de cadena ramificada
BCKA: cetodcidos de cadena ranuficada

Tratamiento. Los objetivos son:

*Mantener concentraciones plasmaticas de los BCAA cercanas
a los valores normales.

*La leucina (neurotoxico) es el aminodcido “guia” del
tratamiento. Se recomienda mantener valores plasmadticos
entre 300-500 pM.

Existen grandes diferencias individuales de tolerancia por ello,
los aportes de BCAA en cada paciente deben basarse en sus
concentraciones plasmdticas, suplementando isoleucina y valina
si es preciso. Se recomienda ademds suplemento de tiamina
para todas las formas de MSUD.




Aminoacidopatias: Homocistinuria (Hcy)

Es AR y se caracteriza por concentraciones elevadas de homocisteina en sangre y
en orina.

La homocisteina es un aminodcido azufrado, no esencial, que se origina a partir de
la metionina.

Incidencia aproximada basada en el cribado neonatal: 1/200.000-300.000 recién
nacidos vivos

Tetrahidrofolato
A

TR

, Me-Cbl  5-10-Metileno-
S-Adenosil tetrahidrofolato

metionina  Betaina
\ ‘A MTHFR |

omocisteina

Serina

CBS

_ 3 C . v
.. | . €

= CTH

v -)—)-Su]fim Sulfato



Caracteristicas clinicas de la homocistinuria
por déficit de CBS

Sistema Nevvioso

Central

Ojps

Esquelelo

Vascular

Mis frecuentes
Retraso mental

Sintomas
peiquidtricos

Ectopia lentis
Miopia

Osteoporosis
Habito marfanoide
Escolinsis
Veértebras
bicdncavas

Oclusiones

‘e

Menos frecuentes
Convulsiones

Signos
extrapiramidales

Glaucoma
Cataratas
Atrofia Gptica

Aracnodactilia
Genu valgum
Pies cavos

Flujo malar
Llivedo reticularis

Diagnéstico

Ante un valor elevado de metionina es necesario
determinar:

- Aa en plasma y orina (HPLC)

- Homocisteina en plasma (HPLC)

- Acilcarnitinas en sangre (MS/MS)

-Acidos organicos en orina (C6/MS, HPLC/MS, ...)

De este modo se realiza el diagndstico diferencial de
las homocistinurias

Tratamiento
El objetivo es disminuir la Hcy plasmdtica (< 50 pM)
y disminuir el riesgo de trombosis:

-Aumento de la actividad enzimatica residual,
administrando piridoxina para valorar respuesta al
cofactor.

-Tratamiento dietético. dieta restringida en Met y
suplementada con L-cistina. La dieta se ajusta en
funcion de los niveles de Hcy y demds aa.

- Betaina. Disminuye Hcy pero puede elevar en
exceso la metionina (disminuir si Met >1000 uM.)



Aminoacidopatias:Tirosinemias

La tirosina es un aminodcido no esencial que se obtiene a partir de la dieta o por
hidroxilacion de la fenilalanina. Participa en la sintesis de proteinas, es precursor de la
biosintesis de neuerotransmisores (dopamina, noradrenalina, adrenalina), hormonas tiroideas
(tiroxina, T3) y otras sustancias como la melanina.

Fenilalanina

. Proeinag
Y {cmmm

Tirosing == Neunlransmisores

[catecolaminas)
A [

Ensimas:

Ac "l'"dmuf'“u”-'m"". v PAH  Fenilalanina hidroxitasa
WTRC [ D .,‘-'l' Ik rar Tiresing amimetransferasa
Y ) 4-HPFD 4-Hidroxifeniipirnvato dioxigenasa)
Ac. homogentisico HGO  _dcide homogentisico oxidasa
4 [ HGO] d* MAI  Mualeflacefoaceralo isamerasa
. . FAH Fumarilaretoacetale hidrolasa
Ac malnl.mm\;m.‘n:-‘*}\ Ac. succinilacetoacttion PBG-S  Porfovilindgeno sintasa
Hn Ml [ l
(™) Mletabalitos toxicos
A, fumari lbcetoacsdtion”

i Succinilacetona®
X 7=
Chonl 1 I
Ac. fumidrico 4 Ac. aceboacético

Gry
Ax, draminodevilinion Em=Porfobi lindgeno —=- HﬂTS

\~°$€°




Enfermedad Cribado AA por cromatografia de AAOO por CG/MS Diagnostico
intercambio ionico confirmatorio
MS/MS
Tipo I 6 hepatica | Tirosina Plasma: T Succinilacetona Mutaciones gen FAH
Succinilacetona 1 Tirosina 1 fenilpiravico Ens. enzimaticos:
1 Metionina 1 fenillactico - Actividad PBG sintasa
1 Fenilalanina 1 fenilacético - Actividad FAH
Orina:
1 Tirosina
1 Metionina
1 0 aminolevuldnico
Tipo II u ocular | Tirosina Plasma: 1 fenilpiruvato Mutaciones gen TAT
1 Tirosina 1 fenillactato
1 fenilacetato
1 N-acetiltirosina
1 P-tiramina
Tipo 11T Tirosina Plasma: 1 fenilpiruvato Mutaciones gen HPD
1 Tirosina 1 fenillactato
1 fenilacetato.
Alcaptonuria Ac. Homogentisico Mutaciones gen HPD




Clinica
Tirosinemia tipo I:

(neonatal o infancia): fallo hepdtico agudo, vémitos, sangrado, hipoglucemia y
disfuncidn tubular renal. Ademds estd afectada la capacidad de sintesis hepdtica, con
presencia de coagulopatia importante.

. Hepatomegalia, retraso de crecimiento, raquitismo, cirrosis, tubulopatia,
neuropatia, carcinoma hepatocelular, crisis neuroldgicas, porfiria-like.

Tirosinemia tipo II: afectacidn ocular, lesiones cutdneas y complicaciones neuroldgicas con
algin grado de déficit intelectual.

Tratamiento

TYR I: restriccion dietética Tyr y Phe manteniendo niveles plasmdticos 200-400 de
Tyr y 30-70 uM de Phe. La nitisinona (NTBC), inhibe la enzima 4-HPPD, previniendo la
degradacién de Tyr y la formacién de metabolitos toxicos.

El trasplante hepdtico: en pacientes criticos que no muestran mejoria con NTBC y en
aquellos que desarrollan carcinoma hepatocelular.

2 G
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Se conocen 6 defectos enzimdticos hereditarios de este ciclo que dan lugar a una
hiperamoniemia:

-Parte intramitocondrial: son formas hipocitrulinémicas.
-Parte citoplasmdtica: cursan con diferentes grados de hipercitrulinemia.

El diagnéstico vendrd determinado por el patrén de aminodcidos alterados. La arginina se
encuentra disminuida en todos los déficits excepto en la argininemia. Por otra parte, dos de los
déficits mas frecuentes corresponden a la parte alta del ciclo (OTC y CPS) y presentan niveles

bajos de citrulina, siendo determinante para el diagndstico diferencial la cuantificacién del dcido
——andtica onanina ausoctond aumantadacn [ GTC

Gmonio < 80 |-|M Y Gln < Hiperamaoniemia (MH, 2 50pmol/L; en neonatos = 110pmol/L)

800 uM.
Patron de aminoacidos especifico
Dur‘an.re Ias Cr‘isis hiperamonémicas: ® Gin, Ala, E"l.l', Asn (almacenamienta de N} normalmente T plasma
*Supresion ingesta proteica (no +24- # Cit T def.Ass, ASL, AS ¥ def. NAGS, CPS I, OTC
48 h)
® Arg 11 defARG + Enlos demas

*Aumento del aporte energético ® Acargininosuccinico 1 def AsL

I II . *

(glucosa y lipidos)

Acido orotico [y uracilo) en orina (derivado de enceso de carbamilfosfato, que entra
anla via de las pirimidinas)

*UTIIIZGF‘ fél"mGCOS quelaﬂfes t def OTC (v posteriores a la farmacion de CPS)
(benZOGTO SédlCO, fenllbUTlr‘GTO 56d|CO) M defCPs I, MAGS [muy poca fecuants]
favorecen la eliminacién del amonio.

Herencia AR, excepto la deficiencia en OTC ligada al cromosoma
*Si/amonio/>400 mol = detoxificacion X. Presentan una incidencia entre 1/10.000 -50.000 RN.

extracorpdrea.
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Deficiencia Perfil de Acilcarnitinas Cocientes
Primario de } CO | C3/Metionina
carnitina 1C2,C3,C16,C18,C18:1 1CO+C2+C3+Cl16+
(OCTN) C18/Citrulina
Deficiencia de CPTI 1 CO T C0/C16+ C18
1C16,C18,C18:1 1C16+C18:1/C2
Deficiencia de 1C0, C2 1T C16+C18:1/C2
CPTII y CACT 1 C16,C18,C18:1 1C0/C16+C18
CO Carnitina libre
C2 Acetilcarnitina
C3 Propionilcarnitina
"a > € c C16 Palmitoilcarnitina
C18 Estearoilcarnitina
C18:1 | Oleoilcarnitina




Clinica.

+  Presentacion infantil: alteracién hepaticas,miotonia, miocardiopatia dilatada
hipoglucemia hipocetdsica, hiperamoniemia, hipertransaminasemia y encefalopatia
hepatica. Los factores desencadenantes son ayuno y/o infecciones comunes.

- Presentacion en adultos: rabdomiolisis, disminucion de la tolerancia al ejercicio
fisico, anemia, debilidad muscular y distrés respiratorio.

Tratamiento
+  Dieteético: mantener la glucemia sin requerir la oxidacién de los dcidos grasos.

+  En las deficiencias de CPT I,CPT II y CACT debe realizarse la restriccién de
triglicéridos de cadena larga.

+  Farmacoldgico: se administra L-carnitina en la deficiencia primaria. Los niveles
plasmadticos de carnitina libre deben estar en torno a 25-50 pmol.
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Tejido adiposoAGL-albumina

Tejido hepatico AGL-remanente quilomicron o glAl:%ltl,LI:(E:IAO

> ' CITOsSOL

MITOCONDRIA

Sintesis
cuerpos
cetonicos

Urzagénesis




Acronimo

SCAD

MCAD

VLCAD

SCHAD

LCHAD

MADD

MTP

MCKAT

Acilcarnitinas

1 C4

1 C6, C8,C10
1CO

1 C14, Cl4:1, C14:2, C16,
C18:1
1CO

C40H

1 C16:0H, C16:10H,C180H,
C18:10H, C18:20H
1CO

1 C4,C5,C8,C10,C16
1CO

1 Cl6, C160H, C16:10H, C18,
C180H, C18:10H

1 C50H, C5:1

Ac. organicos

DCB, Acidos atipico,
etilmalonico y
metilsuccinico

3-fenilpropionilglicina,
acido hexanoico y 7-
octanoico, DCB

DCB de cadena media y
larga

Acido dodecanedioico,
butirico y glutarico

DCB y DCB de cadena
larga

Metilbutirilgliceina, acido
glutamico, butirico,
hexanoico y
etilmaldnico.

DCB

Tg, Ac. Butirico,
metilacetoacético,
butanona,

mMafilf1Aatiracrcr1ilA

Bioquimica

1 amonio y academia
lactica.

1 amonio, GOT, LDH, acido
urico, octanoico y cis-4-
decenoico
1 CK, mioglobina y acido
tetradecenoico

1 CK, transaminasas,
mioglobina y CC

1CK, amonio, lactico,
mioglobina
IpH
1 amonio
IpH

1 CK

1 Amonio, CC, glicina en
sangre
JCC en orina



Clinica

En funcion del defecto enzimdtico (hepatopatia, miopatia,signos neuroldgicos,
mioglobinuria..)

Tratamiento

Va dirigido a evitar el catabolismo de los dcidos grasos aumentando el aporte de
carbohidratos, restringiendo el aporte de grasas y evitando la lipdlisis.

En lactantes el ayuno debe ser inferior a 4 horas, En nifios puede alargarse hasta 6
horas, consumiendo hidratos de carbono de absorcion lenta antes de acostarse.

La restriccion de grasas no es absoluta, pudiéndose administrar trglicéridos de cadena
media (MCT) en las deficiencias de LCHAD y VLCAD o triglicéridos de cadena larga y
muy larga en las deficiencias de MCAD.

Por el contrario, los MCT estdn contraindicados en las deficiencias de SCAD, SCHAD,
MCAD y MAD.
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Acidemias organicas

Grupo de enfermedades
qgue se caracterizan por una
excrecion aumentada de
acidos organicos no
aminados en la orina.

Acidemia isovalérica

Acidemias metilmaldnicas

3 3
5

¢
©0
4

Leucine

Isoleucine

Valine
BCAT

v

2-keloisocaproale

2-Keto-3-methylvalerate
|

2-Ketoisovalerate

l BCKDH*

Isovalervl-CoA

[ ]

3-Methylcrotopyt=CoA
MCC*

3-Methylglutaconyl-CoA
l I-MG-CoA hydratase

3-0OH-3-Mecthylglutaryl-CoA

3-HMG-CoA lyase*

Acetoacetale

2-Methylbutyryl-CoA
|

Isobutyryl-CoA

|
* 2.MB-CoA DHasc*

v

Tiglyl-CoA Methylacrylyl-CoA
|
v v

2-Methyl-3-OH-butyryl-CoA
2-MHB-CoA thiolase

2-Methyl-acetoacety]-CoA

3-MAA-CoA thiolase*

| Enol-CoA hydratase
3-OH-Isobutyryl-CoA
l 3-HIB-CoA deacylase

3-OH-Isobutyrate
1 3-HIB DHase

Methylmalonic semialdehyde

MMSA DHase
Propionyl-CoA
E‘mpllm}-‘l-(.‘u;\ L':uhmylu.ﬂ:j

Methylmalonyl-CoA
MM-CoA mutase*

Succinyl-CoA




Patologia Perfil de carnitinas elevadas en Rangos de normalidad
el cribado
Academia isovalérica C5 0.39-0.48uM
Academias propidnica y C3 4.36-5.50 uM
metilmaldnica
C3/C2 0.17-0.20 uM
C3/C16 1.70-2.00 uM




Manifestaciones clinicas

En la forma neonatal aparece un cuadro tipo intoxicacion con anorexia, vémitos y somnolencia,
seguido de letargia, convulsiones, coma e incluso muerte.

Bioquimicamente: hiperamonemia, acidosis metabdlica con anién GAP aumentado, cetonemia,
cetonuria, trombocitopenia, neutropenia y/o anemia.

Las crisis agudas son las que van a marcar el deterioro neuroldgico-cognitivo de la enfermedad.

Tratamiento

1. Suprimir el aporte proteico y favorecer el anabolismo con soluciones glucosadas y lipidos.

1. Incorporar proteinas de forma escalonada, evitando leucina en las AIV vy
aminodcidospropiogénicos (ile, val, met y thr) en las MMAUs y AP.

1. Hidratar y forzar la diuresis para la eliminacién de metabolitos toxicos y la correccién de la
acidosis administrando bicarbonato endovenoso.

-Para corregir la hiperamonemia:

*Leve-moderada: depuradores (benzoatosédico).

*Severas: carbamilglutamato para la activar el ciclo de la urea. Como detoxificador se emplea la
carnitina y en la AIV también glicina.



Confirmacion mediante perfil de aminoacidos por HPLC intercambio catidnico

Primero eluyen los aminodcidos bdsicos JI luego los dcidos. Después de la separacién se realiza
la derivatizacién postcolumna con ninhidrina.

Los aa pueden ser detectados en el ultravioleta, ya que absorben a entre 190-210 nm. Sin
embargo, en esta regidn del espectro también absorben los disolventes y otros componentes
de la muestra, por lo que se recurre a la formacion de derivados detectables a otras
longitudes de onda o fluorescentes.

Con los aa primarios forma un complejo morado que absorbe a 570 nm (enlace amino +
ninhidrina), y con los aa secundarios (Pro e Hidroxiprolina) forma un complejo amarillo que

absorbe a 440 nm.

En este tipo de
cromatografia la F.E tiene
grupos cargados que
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Tabla Il. Trempos de retencion (TR y sus coeficientes de vanacion (CV], segun el orden de elusion de los amincacidos puros. La
ventana de elusion fue ajustada con respecto al CV para la maxima resolucion de los picos.

Ordlen Amine TR Ventana de elusidn cv cv Linealidad
de elusion acido (i} {min) Intraensayo Interensayo (R}
para el TR (precision)
1 Asp 30,5 2,0 3,3 4 09463
2 Thr 33,9 2,0 1.4 6 0,9853
3 Ser 34.9 2,1 1.4 16 08201
4 Glu+Asn 36,9 2,5 2,0 13 0,9070
5 Gin 39,1 2,5 2,0 4 0,9198
L Cys 43,2 4.2 2,1 2 06560
7 Pra 48,2 2,5 1.6 4 08107
8 Gly 51,6 34 1.4 28 0,9597
9 Ala-Cit 53,9 3.5 1.4 4 09222
10 Val 62,0 1,0 0,8 6 0,0332
11 Cistina 63,2 4.4 0.8 30 0,9565
12 Met 59,7 2.0 1.0 22 0,9323
13 ILeu 74,8 4.6 0,7 5 0,0329
14 Leu 77,2 4,6 0,7 5 09158
15 Tyr 86,1 4.8 0,5 [} 0,9130
16 Phe 90,9 5,3 0,5 8 0,9206
17 Lys 128,2 56 0,2 8 0,9387
18 Tp 130,7 7.3 0,4 7 0,9027
19 His 133,0 8,0 0,3 6 0,9012
20 151,5 7.6 0,3 4 0,9391
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Gracias
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