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Resumen

Fundamento: la aciduria metilmaldnica es una de las
acidurias organicas mas frecuentes y agrupa un
conjunto de defectos genéticos caracterizados por la
excrecion de niveles elevados de acido metilmalénico
en la orina. La excrecién de este metabolito puede ir
acompafiada o no de niveles elevados de homocisteina
en dependencia de la ruta metabdlica afectada.
Objetivo: describir la implementacién de una
metodologia de laboratorio que combina el &cido
metilmalénico y la homocisteina en el diagnéstico
diferencial y seguimiento de la aciduria metilmaldnica
en el periodo de 2013 a 2018.

Métodos: a los pacientes con incremento de acido
metilmaldnico en el perfil de acidos organicos, se les
cuantificé homocisteina en plasma y orina. La
identificacion del 4cido metilmalénico se realizé por
cromatografia gaseosa/ espectrometria de masas,
mientras que la cuantificacién de homocisteina por
cromatografia liquida de alta resolucién.

Resultados: los métodos cromatograficos permitieron
la identificacion y cuantificacion del acido metilmalénico
y la homocisteina, respectivamente. La homocisteina se
cuantificé en siete pacientes con niveles incrementados
de aciduria metilmaldnica. Los niveles de homocisteina
en cuatro de ellos fueron superiores a los valores
normales, sugiriendo una aciduria combinada con
homocistinuria. Tres de los pacientes con aciduria
metilmalénica combinada bajo tratamiento mostraron
una disminucion en los niveles de ambos metabolitos,
correspondiendo con una satisfactoria evolucién.
Conclusiones: la metodologia implementada con los
andlisis de la determinacion simultanea de ambos
marcadores permitié el diagndstico diferencial y
seguimiento bioquimico de la aciduria metilmaldnica.

Palabras clave: diagndstico, acido metilmaldnico,
enfermedades genéticas congénitas

Abstract

Foundation: methylmalonic aciduria is one of the most
frequent organic acidurias and groups together a set of
genetic defects, characterized by the excretion of
elevated levels of urinemethyl malonic acid. The
excretion of this metabolite may or may not be
accompanied by elevated homocysteine levels
depending on the affected metabolic pathway.
Objective: to describe the implementation of a
laboratory methodology that combines methylmalonic
acid and homocysteine in the differential diagnosis and
monitoring of methylmalonic aciduria in the period from
2013 to 2018.

Methods: for patients with an increase in
methylmalonic acid in the organic acid profile,
homocysteine was quantified in plasma and urine. The
identification of methylmalonic acid was performed by
gas chromatography / mass spectrometry, while the
homocysteine quantification by high performance liquid
chromatography.

Results: chromatographic methods allowed the
identification and quantification of methylmalonic acid
and homocysteine, respectively. Homocysteine was
quantified in seven patients with increased levels of
methylmalonic aciduria. Homocysteine levels in four of
them were higher than normal values, suggesting
aciduria combined with homocystinuria. Three of the
patients with combined methylmalonic aciduria under
treatment showed a decrease in the levels of both
metabolites, corresponding to a satisfactory evolution.
Conclusions: simultaneous determination of both
markers allowed differential diagnosis and biochemical
monitoring of this disease.
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INTRODUCCION

La aciduria metilmalénica (AM) es una de las
acidurias orgadnicas mas frecuentes,
caracterizadas por aumento de la excrecién de
acido metilmaldénico (AMM) en orina. Este grupo
de enfermedades puede estar dado por
mutaciones de la metilmalonil CoA mutasa o
alteraciones en la sintesis de la cobalamina. Las
AMs se clasifican en aisladas o combinadas, en
estas Ultimas se observa un incremento de los
niveles de homocisteina (Hcy) en el plasma.®?

Dentro de los sintomas mas frecuentes
observados se encuentran la letargia, la
insuficiencia de crecimiento, vomitos recurrentes,
deshidratacidén, dificultades respiratorias e
hipotonia muscular. Otros signos son el retraso
del desarrollo, hepatomegalia y el coma.® El
tratamiento de los pacientes con AM se basa en
la administracién de L-carnitina y vitamina B12.
Los pacientes pueden ser respondedores o no
respondedores al tratamiento con vitaminas. Por
lo que requieren de controles bioquimicos y
clinicos durante la primera fase de tratamiento.*>

El diagnéstico diferencial de los casos con AM
requiere de la aplicacién de algoritmos complejos,
donde la evaluacién de los niveles de AMM y Hcy
constituye el primer paso. El analisis cualitativo
del perfil de acidos orgdanicos es suficiente para
detectar la AM. La evaluacién simultanea de los
niveles de Hcy permite detectar las variantes
combinadas o aisladas de la AM, obteniendo asi
un diagndstico mas especifico.

En Cuba, se realiza el andlisis cualitativo de
acidos orgdanicos en la pesquisa selectiva de
poblaciones de riesgo. Actualmente la AM
constituye una de las acidurias organicas que
con mas frecuencia se ha observado.® La
introduccién de la cuantificacién de la Hcy nos ha
permitido realizar un diagnéstico lo mas
especifico posible y dar seguimiento a los casos
identificados con elevaciones del AMM.

El objetivo de este trabajo es describir la
implementacién de una metodologia de
laboratorio que combina el AMM y la Hcy en el
diagnéstico diferencial y seguimiento de la AM en
el periodo de 2013 a 2018.

METODOS

El perfil de 4cidos orgdnicos se obtuvo a solicitud

de los especialistas de todo el pafs, en pacientes
con hallazgos clinicos sugestivos de una aciduria
organica. En aquellos casos donde se observé un
aumento de AMM, se cuantificé la homocisteina
en orina o en plasma.

Se utilizaron muestras de orina de la primera
miccién y muestras de plasma con
anticoagulante etilendia- minotetra-acético
(EDTA), ambas recolectadas con ayuno superior
a 6 horas.

El AMM se detectd en orina, por un método de
cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas descrito por Camayd y
cols.®® La verificacién de la autenticidad de los
espectros de masas obtenidos se realizé
mediante la comparaciéon de los espectros
procedentes de los registros de la base de datos
del Instituto Nacional de Estandares de los
Estados Unidos (NIST versién 2011) y la base de
datos MassBank.” Los niveles de AMM se
estimaron semi-cuantitativamente usando
controles de AMM en agua a 10, 25, 50 y 100 uM.
Se consideraron positivas las muestras, donde el
area del AMM en el cromatograma es superior a
la del control de 10 uM.

La cuantificacién de Hcy en plasma y orina, por
cromatografia liquida de alta resolucién se
realizé a las muestras de los pacientes
diagnosticados con AM, utilizando el método
descrito por Concepcién y col.® La cuantificacion
de la Hcy se realizé sustituyendo el drea de este
aminodcido en la ecuacién de la curva de
calibracién. Se consideré como valores de
referencia los descritos en la base de datos
Human Metabolome Database (plasma: 5-15 uM
y orina: <2 mmol/mol de creatinina).® La
creatinina se cuantific6 en muestras de orina,
utilizando los juegos de reactivos comerciales
(HELFA) en el analizador automatico Elimat.

RESULTADOS

En el periodo de noviembre de 2013 a diciembre
de 2018 se analizaron 450 muestras de
pacientes de todo el pais. De ellos, 7 presentaron
niveles incrementados de AMM: 5 niveles
moderados (entre 10 y 100 mmol/mol de
creatinina) y 2 niveles superiores a 100
mmol/mol de creatinina.

Las principales manifestaciones clinicas
presentadas por los pacientes con aumento de
AMM se describen a continuacién. (Tabla 1).
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas presentadas por los
pacientes con aumento de dcido metilmaldnico

Manifestaciones descritas

en la literatura

Manifestaciones
encontradas en los

pacientes
Letargia X
Insuficiencia de crecimientao X
Vimitos X
Deshidratacidn =
Dificultades respiratorias X
Hipotonia muscular x
Retraso del desarrollo ®

Hepatomegalia
Coma

La Hcy se cuantificé en los 7 pacientes con

aumento de AMM. De estos pacientes 4
presentaron niveles alterados de Hcy. (Tabla 2).

Tabla 2. Walores de homocisteina en pacientes con
aumento de acido metilmaldnico

Hey en orina

Hecy en plasma

Valores normales

=2mmal/mal Cr
Valores obtenidos

5-15 pmolL

Faciente

1 40,76
2 2229
= .

=

5

6 -

~ A

22 81
712
20,31
8,39
6,96

DISCUSION

En este estudio no fue posible cuantificar la Hcy
siempre en el mismo tipo de fluido, debido a la
disponibilidad de las muestras en cada caso, lo
cual constituye una limitacién, pues en general
se prefiere el plasma para cuantificar este
metabolito.® No obstante, en los pacientes 1y 2
pudo demostrarse que tanto la Hcy como el AMM
estaban elevados en orina, lo que se traduce en
un aumento a nivel plasmatico.

El aumento simultdneo del AMM y la Hcy en los
pacientes 1, 2, 3y 5, sugiere una AM combinada

con homocistinuria, donde se podria inferir que el
defecto se encuentra en el metabolismo
intracelular de la cobalamina, especificamente
en las variantes cblC, cbID, cblF o cbl).10 Ademas,
es posible descartar una encefalopatia
mitocondrial con AMM elevado (asociado a los
genes SUCLA2 y SUCLG1), ya que esta patologia
cursa con aumento de los niveles de 4cido lactico
en sangre y orina.® Los perfiles de 4cidos
organicos no mostraron una aciduria lactica;
ademas, en ninguno de los casos se refieren
cuantificaciones alteradas de lactato en sangre.
Por otro lado, las variantes aisladas se
caracterizan por episodios severos de acidosis,
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hiperamonemia o cetosis, no referidos en el
resumen de historia clinica. Asimismo, el
3-hidroxibutirato y el acetoacetato (cuerpos
cetodnicos) son detectables en el perfil de acidos
organicos, pero no se identificaron en las
muestras analizadas.

Una vez diagnosticados los pacientes con AM,
solo se pudo evaluar en tres la respuesta al
tratamiento con vitamina B12 y L-carnitina. El
paciente 1 fallecié antes del diagndstico. En este
caso solo pudo definirse una variante de AMM
combinada con homocistinuria, sin definir la
respuesta a tratamiento con vitamina B12. Los
niveles de ambos marcadores sugieren alguna de
las variantes cblC, cbID1, cblF o un defecto de
malabsorcién de vitamina B12.

El sequimiento de los pacientes 2, 3y 5, después
de iniciado el tratamiento con vitamina B12 y
L-carnitina intramuscular evidencié una caida
drastica en los niveles de AMM y una disminucién
de los niveles de Hcy (Paciente 2: 4,25 mmol/mol
de creatinina, Paciente 3: 3,29 umol/L, Paciente 5:
8,03 umol/L), que se correspondié con una
evolucién satisfactoria. Este hecho sugiere una
de las variantes de AM que responden a
tratamiento con vitamina B12 (cblC, cbID1, cblF o
un defecto de malabsorcién de vitamina B12).

En los pacientes 4, 6 y 7 se sugiri6 una AM
aislada, donde el defecto genético podria ser en
el gen que codifica para la enzima
metilmalonil-CoA mutasa, o en los cofactores de
adenosilcobalamina, descritos como variantes
aisladas de AM (cblA, cbIB y cblD-2).%*? En este
caso, el perfil de acidos organicos durante la
crisis, con aumento del AMM por debajo de
10000 mmol/mol de creatinina y sin aciduria
lactica, es sugestivo de variantes donde estan
deficientes los cofactores de adenosilcobalamina.*?

El andlisis de ambos marcadores bioquimicos
permitid realizar el diagndstico diferencial de la
aciduria metilmalénica, asi como brindar
seguimiento a los pacientes con niveles
aumentados. La metodologia implementada en
nuestro laboratorio, con el analisis del AMM y la
Hcy en el diagnéstico diferencial de la AM
permite: (1) definir la presencia de una AM
aislada o combinada con Hcy, (2) seguir a los
pacientes identificados y establecer si la AM
responde o no al tratamiento con vitamina B12 y
(3) proponer a partir de los datos clinicos y los
resultados de laboratorio, las posibles variantes
de AM.
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