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GLOSARIO
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CO Carnitina libre

CDuote Cociente de desarrollo
Clutee Cociente intelectual
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CMN ..o, Cribado metabolico neonatal
DC. Corriente continua

ECM ..o Errores Congénitos del Metabolismo
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GA oo Acido glutarico
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GALK ...t Galactokinasa

GALT oo Galactosa-1-fosfato uridiltransferasa
HCY Homocistinuria

HMG def ..., Deficiencia de 3-hidroxi-3-metilglutaril

CoA liasa



HPA ..o Hiperfenilalaninemia
HPAB ..o Hiperfenilalaninemia benigna

LCHAD ... 3-hidroxi-acilCoA deshidrogenasa de

cadena larga

LCHADD ..., Deficiencia de 3-hidroxi-acilCoA

deshidrogenasa de cadena larga

MAT Voo, Metionina adenosiltransferasa /111
MCAD. ... AcilCoA deshidrogenasa de cadena media
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MCC. . Metilcrotonilglicinuria
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RF oo, Radiofrecuencia
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UE .. Unidn Europea






Tesis Doctoral Indice

INDICE






Tesis Doctoral Indice

INDICE

1. JUSTIFICACION ..ottt 5
2. INTRODUCCION ....ooviiiiiiieiniineiseseeiseissssee s sseseeens 9
2.1 ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO. .........ccoccun..... 11

2.2 CRIBADO NEONATAL DE LOS ERRORES
CONGENITOS DEL METABOLISMO.....ccccoveitieirieiriecre e 16
2.2.1 Concepto de Cribado Neonatal ..........ccccoecvvveeeeiiiinieeesinnnnnn. 16
2.2.2 Historia del Cribado endocrino-metabdlico Neonatal ............ 16
2.2.3 Métodos de Cribado Neonatal ........cccccovvvveeiiiiesiiinnessiinnennnn 17
2.2.4 Recomendaciones para la toma de muestras.........ccccc.oeeeenenn. 18

2.2.5 Aplicacion de la Espectrometria de masas en tandem

(MISIVIS) c.. v ee et ee e ene e es e ee e 20
2.2.5.1 10Nizacion Por eleCtrOSPray..........cceeveeeiirvreeeeeeeeeessesiinsenns 22
2.2.5.2 10Nizacion QUIMICA ....cvvvereeeiiiieeeessiiieeeesessireeeeesnnineeeeeans 23
2.2.5.3 ESPectrometria de Masas ......veeeeeeeeeeveiiirvreeeeeeeeesssinisnenns 24
2.2.5.4 Modos de adquisicion de datos en MS/MS..............cccuvveeee. 26
2.2.6 Cribado Neonatal AmMpliado..........cccvveeevriiieeeeiiiiieee e, 27
2.2.6.1 Analisis de los aminoacidos por MS/MS...........cceeevvvinnnnee. 27
2.2.6.2 Andlisis de acilcarnitinas por MS/MS ..........ccccveviiivieeeenns 29
2.2.7 Errores Congénitos del Metabolismo que deben
incluirse en el cribado .......uvvvviiieiiiiiiiii 31
2.2.8 Situacion del Cribado Neonatal en Espafia............cccvveeeeenen. 38
3. OBJIETIVOS ...t 41
4, MATERIAL Y METODO ..ot 45
BLDISENO ..ottt 47
4.2 SUIETOS Lo e 47



Tesis Doctoral Indice

4.3 METODO ..ottt bbbt 47
4.3.1 Cribado nNeonatal...........coocvuriiiriiiiiiniiiiiiiire e 47

4.3.2 DiagnOstico Y SEGUIMIENTO ....vvvverreeeeerreiiiirirnreeeeeeeeseessinnsnnens 49

4.3.3  AnAlisis eStadiStiCO......uuvrieiiriiriiie e 52

5. RESULTADOS ...t 53

5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
PACIENTES DIAGNOSTICADOS A TRAVES DEL

CRIBADO ..eci e 57
5.2 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES SEGUN LA
ALTERACION DETECTADA ......ccotiittectee it stee et ereesree s 59
5.2.1 AMIN0ACidOPAtias..........cevvirrrrrerereeeeeiiiiiinrrrreeeeeeessesssssrenens 59
5.2.1.1 Hiperfenilalaninemias ............ccccoiiniiiiemiiineeree e 59
5.2.1.2 TIirOSINEMIAS ..vveivvireiiieeesiieessiteeessireeesireessnbae e s ssseeesnneeas 67

5.2.1.3 Trastornos del metabolismo de los aminoacidos

V0] (0 [0S F O P U SRS 67
5.2.1.4 Enfermedad de la orina de jarabe de arce..............ccvvveeennne 69
5.2.1.5 AlCAPIONUIIA . 11vveeireeeeiieiiiririreeeeeeeessessbarrereeeeeesssenanrenes 72
5.2.2 Defectos del Ciclo de la urea.........cccvvvveeiiiviieeeiiiiiiee i, 73
5.2.2.1 Citrulinemia tipo L......ccuvvvieiiiiiiiee e e e 73
5.2.2.2 Aciduria arginino-SUCCINICA .....ceceeeeviiiivvrrereeeeeeeesesinnennes 74
5.2.2.3 DEFicit de arginasa.........ccurrreriiieessiiiiiiiiinieeee e ssssnenens 74
5.2.3  ACIAUIIas OFgANICAS .........cccvrrrrerreeeeesiiiiinrrrreeeeeeeesessesnsennns 75
5.2.3.1 Acidemia propioniCa........cccevveveieiiiiiiiiiiiiiiiiisieeeeeeeeeeeeeees 75
5.2.3.2 Acidemia metilmalonica.........ccvveeeiiiiiiiiiiieiiieee i 76
5.2.3.3 Aciduria glutarica tipo | .......cccceveeeeiiiiiiiiiiieieece e 78
5.2.3.4 Metilcrotonilglicinuria...........eeeeeeeiiiiiiiiiieei i 81
5.2.3.5 Aciduria 3-OH-3-metilglutarica ...........ccccveveeeeeeeeiiccnnnnne, 82
5.2.4 Defectos congénitos de la R-oxidacion de los acidos
OFASOS «vvvvrerreeeeeseissnsrrrrereeeeeesssaassrrarreraeeessssaasrrrrrrraeaaaeesaaans 82
5.2.4.1 Déficit de acilCoA deshidrogenasa de cadena media........... 84



Tesis Doctoral Indice

5.2.4.2 Deficit de 3-hidroxiaccilCoA deshidrogenasa de

CAdENA |Arga ......ccccuviirieieee e 86
5.2.4.3 Déficit de acilCoA deshidrogenasa de cadena corta. ............ 87
5.2.4.4 Déficit del transportador de carnitina .........ccveeeeeeeiiiinnnnne, 87
5.2.5 Defectos del metabolismo de los hidratos de carbono............. 88
5.2.5.1 Galactosemia ClASICA. ....uvureeiirirrieeeiiiiieeeeseiireee e s sniiieee e 88
5.2.5.2 Galactosemia por déficit de galactokinasa ................c....... 88
5.2.5.3 Galactosemia por déficit de epimerasa ..........ccccvervivveeeennns 89
5.2.6 Trastornos congénitos del metabolismo del glutation............. 89
5.2.7 Trastornos congénitos del metabolismo de la biotina............. 90
5.2.8 Defectos de la biosintesis del colesterol ...........ccocvveriieeennee 91
5.2.9 Defectos congenitos del transporte de los aminoacidos........... 92
5.3 FALSOS POSITIVOS, ALTERACIONES
TRANSITORIAS Y FALSOS NEGATIVOS ..., 93
6. DISCUSION ...ooiriiiiriieieiseie ettt 95
6.1 FRECUENCIA/PREVALENCIA DE LOS ECM
DETECTADOS A TRAVES DEL CRIBADO NEONATAL ......... 97
6.2 SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALOR
PREDICTIVO DEL CRIBADO......cciiiiviiiiinciei e 101
6.3 SINTOMATOLOGIA AL DIAGNOSTICO E IMPACTO
EN LA UNIDAD NEONATAL ..ot 105
6.4 EVOLUCION DE LOS PACIENTES CON ECM. ....cocoevveveenneene, 109
7. CONCLUSIONES........oo i 117
8. TRABAJOS PUBLICADOS.......cccci it siiee e 121

8.1 EVALUATION AND LONG-TERM FOLLOW-UP OF
INFANTS WITH INBORN ERRORS OF METABOLISM
IDENTIFIED IN AN EXPANDED SCREENING

PROGRAMMIE ..ot 123



Tesis Doctoral

Indice

8.2 INBORN ERRORS OF METABOLISM IN A

NEONATOLOGY UNIT: IMPACT AND LONG-TERM
RESULTS ..o 129

8.3 CLINICAL, GENETIC, AND THERAPEUTIC

DIVERSITY IN 2 PATIENTS WITH SEVERE
MEVALONATE KINASE DEFICIENCY ...coocviiiiiiiiiiciieenn 135
9. BIBLIOGRAFIA. ..ottt 143



Tesis Doctoral Justificacion

1. JUSTIFICACION






Tesis Doctoral Justificacion

1. JUSTIFICACION

Los Errores Congénitos del Metabolismo son considerados enfermedades
raras (<5 casos por cada 10.000 personas) desde un punto de vista individual,
pero en su conjunto suponen un capitulo relevante de la patologia pediatrica con
una importante morbilidad y mortalidad y por lo tanto es de interés profundizar

en su conocimiento.

La mayoria de estas entidades presentan una evolucion natural muy
torpida, estos efectos negativos pueden ser evitados o significativamente
disminuidos si se instaura un diagnéstico y tratamiento precoz. El avance en el
cribado metabdlico neonatal, con la técnica de la espectrometria de masas en
tandem (cribado neonatal ampliado), nos permite realizar un perfil metabdlico de

las alteraciones congénitas méas importantes del metabolismo intermediario.

La Unidad de Diagndstico y Tratamiento de Enfermedades Congénitas del
Metabolismo del Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela fue
pionera en Espana y de las primeras a nivel europeo en el estudio de los Errores
Congénitos del Metabolismo detectados a través del cribado ampliado. El cribado
endocrino-metabdlico neonatal ampliado se realiza en nuestra comunidad a
practicamente el 100% de la poblacién y tiene la particularidad asimismo de
utilizar la muestra de orina en la deteccién analitica conjuntamente con la

muestra de sangre.

Parece por tanto de interés en este contexto profundizar en el estudio de
las Enfermedades Congénitas del Metabolismo detectadas a través del cribado
ampliado en nuestra unidad desde su inicio y a lo largo de una década (2000-
2010); valorando la repercusion de la introduccién del cribado neonatal
ampliado, la prevalencia de los Enfermedades Congénitas del Metabolismo en
nuestra comunidad, la utilidad de la muestra de orina en esa deteccion, el
conocimiento de la historia natural de estas enfermedades a raiz del cribado, y la
consiguiente influencia que ha tenido en la evolucion de nuestros pacientes tanto

en términos de morbilidad, al permitirnos en algunos casos ser también pioneros
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en instaurar tratamientos novedosos de eficacia comprobada, como de

mortalidad.
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2. INTRODUCCION

2.1. ERRORES/ENFERMEDADES CONGENITOS/AS DEL
METABOLISMO

El metabolismo es el conjunto regulado y coordinado de reacciones
quimicas que tienen lugar en un organismo vivo; para que dichas reacciones
quimicas se lleven a cabo es necesario el correcto funcionamiento de unas
proteinas denominadas enzimas. Estas enzimas pueden actuar a nivel del
metabolismo general o de un ciclo particular; como un receptor celular, un

transportador de membrana o como parte de una organela celular.

Los errores congeénitos del metabolismo (ECM) pueden definirse como
enfermedades genéticas en las que se produce un defecto especifico en la
estructura y/o funcion de una proteina que provoca a su vez una alteracion del
normal funcionamiento del ser humano provocando un desorden que afectara al
desarrollo y la salud de esa persona. La mayoria de los ECM son enfermedades
monogeénicas, es decir, afectan a un unico gen. En el 95% de los casos el patrén
de herencia es autosdmico recesivo (los padres son portadores del gen defectuoso
y tienen un 25% de probabilidades de transmitirlo a su descendencia, esta

probabilidad se repite en cada embarazo)® 2

Son enfermedades raras desde un punto de vista individual, sin embargo,
como conjunto son responsables de una significativa morbi-mortalidad
pediatrica®® y suponen un capitulo de la patologia pediatrica muy a tener en
cuenta. La Union Europea (UE) define como enfermedades raras a aquellas
enfermedades con peligro de muerte o de invalidez cronica que tienen una
prevalencia menor de 5 casos por cada 10000 habitantes, lo que equivale a un 6-
8% de la poblacion europea. Esto se traduce en una estimacion de 29 millones de

afectados en la UE y de 3 millones en Espafia”.

Los primeros estudios sobre los Errores Congénitos del Metabolismo
datan de 1908 cuando Archivald E. Garrod, un profesor de medicina en Oxford,

acufia este término y describe cuatro trastornos que tenian en comun ser

11
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congénitos, que tendian a aparecer en varios hijos de una misma pareja y todos
ellos presentaban una alteracién bioquimica marcada®. En el afio 1934 lvar
Asbjorn Folling describe la fenilcetonuria (PKU) asociada al retraso mental
(Imbecillitas Phenylpyruvica). En el 1937, L. Penrose realiza las primeras
observaciones dietético-clinicas para la PKU’ y en el 1953 H. Bickel publica en
Lancet los resultados de la terapia dietética en la PKU®. Posteriormente aparecen
el “test del pafial himedo” de Centerwall en 1957 y el test de Guthrie en el 1963.
Es a partir de este momento cuando se acelera el conocimiento de estas
enfermedades con el desarrollo de nueva tecnologia. Asi en el momento actual el
diagnostico y el tratamiento a tiempo de las enfermedades metabdlicas permiten
augurar en la mayoria de los casos una reduccion sustancial de la morbilidad y
una mejora de las condiciones crénicas que caracterizan la vida longeva. Si no se
diagnostican y tratan a tiempo y adecuadamente, la mayoria conllevan muchas

secuelas o son mortales.

Existen distintas formas de clasificar las enfermedades congénitas del
metabolismo; una de las mas importantes es la clasificacién en funcion de la
fisiopatologia. Las alteraciones que se producen dependen en unos casos del
exceso de una sustancia del metabolismo intermediario y en otros casos de la
ausencia del producto que deja de sintetizarse por la alteracion enzimatica. En el
primer caso las manifestaciones clinicas dependeran de la potencial toxicidad del

producto acumulado y en el segundo del grado de esencialidad del mismo.

Una clasificacién muy util desde el punto de vista fisiopatologico es la
realizada por Saudubray, que divide los trastornos metabdlicos en 3 grandes

grupos’:

Grupo I: trastornos tipo intoxicacion
Grupo I1: trastornos del metabolismo de la energia.

Grupo I11: trastornos que afectan a moléculas complejas.

En el Grupo | correspondiente a los Trastornos tipo intoxicacion se

incluyen los trastornos congénitos del metabolismo intermediario que conducen a

12
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una intoxicacién ya sea aguda (vOmitos, coma, insuficiencia hepatica,...) o
cronica (retraso del desarrollo, cardiomiopatia, ectopia del cristalino,...).
Pertenecen a este grupo los errores congénitos del catabolismo de los
aminoacidos (fenilcetonuria, enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce,
homocistinuria, tirosinemia, ...), la mayoria de las acidurias organicas
(propidnica, metilmaldnica, isovalérica..), intoxicaciones por metales (Wilson,
Menkes, ...), intolerancia a carbohidratos, y porfirias; también estan incluidos en
este grupo los errores congénitos de la sintesis y catabolismo de los
neurotransmisores (monoaminas, GABA y glicina) y los errores congénitos de la
sintesis de los aminoéacidos (serina, glutamina y prolina/ornitina). Este grupo de
trastornos no afectan al desarrollo embrionario-fetal y presentan un periodo de
tiempo variable libre de sintomas. Asi mismo existen una serie de circunstancias
capaces de desencadenar crisis metabolicas agudas entre las que se incluyen la
fiebre, los procesos infecciosos, la ingesta de alimentos. El diagnostico de este
grupo de trastornos se basa en la determinacion y cuantificacion de aminoacidos,
acidos organicos y acilcarnitinas en plasma y orina. La mayor parte de ellos son
tratables y requieren la eliminacion urgente de la toxina mediante dietas
especiales, procedimientos extracorporeos o farmacos limpiadores (carnitina,

benzoato sddico, fenilbutirato sédico...).

En el Grupo Il correspondiente a los Trastornos del metabolismo de la

energia se distinguen a su vez dos subgrupos que son los defectos mitocondriales
(acidemias l4cticas congenitas, trastornos de la cadena respiratoria mitocondrial y
defectos de la oxidacion de los acidos grasos y los cuerpos cetdnicos) y los
defectos citoplasmaticos (trastornos de la glucdlisis, trastornos del metabolismo
del glucdgeno, hiperinsulinismo, anomalias del metabolismo de la creatinina y
los errores congenitos de la via de las pentosas fosfato). Habitualmente entre la
patologia que presentan estos pacientes se encuentran hipoglucemias,
hiperlactacidemia, hepatomegalia, afectacion encefalica, hipotonia generalizada,
miopatia, cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca, colapso circulatorio, muerte
subita del lactante. El diagnostico se basa en pruebas funcionales y analisis

enzimaticos para los que suele ser preciso biopsias o cultivos celulares y analisis

13
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moleculares. Una parte de los trastornos de este grupo no son tratables,

especialmente de los que pertenecen al grupo de defectos mitocondriales.

En el Grupo Il correspondiente a los Trastornos de moléculas complejas

se engloban fundamentalmente las enfermedades lisosomales y peroxisomales,
los trastornos congénitos de la glicosilacion y los errores congénitos de la sintesis
del colesterol. Este grupo de trastornos presenta habitualmente un curso crénico,
lentamente progresivo y sin crisis metabolicas agudas. Su despistaje bioguimico
requiere investigaciones especificas y no se diagnostican con los analisis

metabolicos basicos.

Asi pues, la gran diversidad de los ECM y su escasa prevalencia
individual constituyen sus 2 principales caracteristicas y determinan que tanto el
diagnostico de sospecha como el analisis bioquimico-molecular para la

confirmacion diagndstica y el tratamiento sean complejos.

De todas formas la capacidad para reconocer y diagnosticar un ECM se ha
incrementado enormemente debido al desarrollo de la tecnologia analitica, el
conocimiento bioguimico en general, el desarrollo de la biologia celular y un
mayor conocimiento del genoma humano. A ello hay que sumar el desarrollo de
la prueba de cribado endocrino-metabdlico neonatal o prueba del talon que

permite su deteccion en el periodo asintomatico por marcadores analiticos.

Al igual que la capacidad para reconocer y diagnosticar los ECM, las
opciones terapéuticas de estas enfermedades también han aumentado en los
ultimos afios con las nuevas alternativas de tratamiento: perfeccionamiento de la
dieta, uso de cofactores, tratamiento enzimatico sustitutivo, nuevos quelantes de

toxicos etc.

En el momento actual la mayoria de los ECM son sospechados por el
médico ante la aparicion de una serie de sintomas y signos compatibles con un
trastorno metabodlico (Tabla 1). Una vez sospechado el trastorno metabdlico
deben ponerse en marcha una serie de estudios bioquimicos y de genética
molecular para confirmar el diagnostico, permitiendo realizar un seguimiento

clinico y tratamientos adecuados asi como ofrecer a la familia consejo genético.
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Introduccion

Existen ademas un grupo de ECM vy algunas endocrinopatias que pueden

detectarse cuando los pacientes se encuentran todavia asintomaticos mediante los

programas de cribado neonatal. El objetivo es identificar pacientes de pocos dias

de vida mediante pruebas analiticas poco costosas antes de que aparezcan los

sintomas de la enfermedad para intervenir precozmente y evitar, en lo posible,

importantes secuelas fisicas y mentales como consecuencia de la historia natural

de la enfermedad.

Sintomas

Alt. Metabdlica

Posible Defecto

Intoxicacion aguda
Intervalos libres de
sintomas

Relacién con la ingesta y
con procesos infecciosos

Acumulacion de
metabolitos toxicos

-Aminoacidopatias
-Defectos del ciclo de la
urea

-Acidurias orgéanicas
-Galactosemias

-Porfirias

-EC de la sintesis y
catabolismo de los
neurotransmisores.

-EC de la sintesis de
aminoéacidos(serina,
glutamina, prolina/ornitina)
-Intoxicaciones por metales

Hipotonia generalizada
Miopatia
Cardiomiopatia
Hipoglucemia

Defecto en la produccién o
utilizacién de la energia

-Acidosis lactica congénita
-Trastornos cadena
respiratoria mitocondrial
-Defectos -oxidacion de
acidos grasos
-Glucogenosis
-Hiperinsulinismo
-Anomalias del metabolismo
de la creatinina

-EC via de las pentosas
fosfato

Progresivos

No relacién con ingesta ni
procesos intercurrentes
Dismorfias

Sintesis y/o degradacion
de moléculas complejas

-Enfermedades Lisosomales
-Enfermedades
Peroxisomales

-EC de la sintesis de
colesterol

-EC de la glicosilacién

Tablal: Presentacion clinica de los ECM.
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2.2 CRIBADO NEONATAL DE LOS ERRORES CONGENITOS DEL
METABOLISMO

2.2.1 Concepto de Cribado Neonatal

Una definicibn muy aceptada de cribado fue publicada en la revista
Journal of Medical Screening en donde se recoge que el cribado es la aplicacién
sistematica de una prueba o examen para la identificacion de individuos a riesgo
de sufrir una enfermedad especifica con el objetivo de beneficiarse de
investigaciones adicionales o tratamientos entre las personas que no han buscado

atencion médica a causa de los sintomas de esa enfermedad™®.

El cribado metabdlico neonatal (CMN) es por tanto el conjunto de
actuaciones encaminadas a la deteccion sistematica de enfermedades congenitas
del metabolismo en edad neonatal'’. El objetivo de los programas de deteccién
precoz de ECM es reducir la morbilidad y mortalidad asociadas a estas
enfermedades ya que la mayoria de los ECM que cursan con alteraciones clinicas
presentan una evolucion natural torpida o catastrofica y estos efectos negativos
pueden ser evitados o significativamente disminuidos si se hace un diagnostico
precoz y se instaura un programa terapéutico o preventivo. Por ello el cribado
metabdlico neonatal ha demostrado ser eficaz, eficiente y efectivo, tanto desde el
punto de vista del diagnostico como desde el de la sanidad pablica y del de la

rentabilidad econdmica.
2.2.2 Historia del Cribado endocrino-metabolico Neonatal

La historia del cribado neonatal se remonta al afio 1953 en que Horst
Bickel® desarrolla una terapia para la fenilcetonuria y observa que sélo en
aquellos casos en los que los pacientes iniciaban el tratamiento dietético antes de
la aparicion de los sintomas, en especial, antes de la apariciéon de los sintomas
neurolégicos éste era efectivo'®.En el afio 1963 Robert Guthrie utiliza una
muestra capilar impregnada en papel para la determinacion de la concentracién

plasmatica de la fenilalanina por un método de inhibicion bacteriana siendo
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posible aplicar este test de una manera eficiente a todos los recién nacidos y
sienta asi las bases del cribado neonatal universal**!*. En el 1970 Dussault
incorpora al cribado neonatal la deteccidon del hipotiroidismo congénito con el
desarrollo del radioinmunoensayo y en el 1975 el Comité de Cribado Neonatal
para Errores del Metabolismo de la National Academy of Sciences (Washington),
postula los principios que debe cumplir una enfermedad para ser incluida dentro
de los programas de cribado neonatal, que se basan en las recomendaciones de

Wilson y Jugner™ que se recogen en la tabla 2.

Finalmente a principio de los 90, a raiz de la publicacién de Millington®se
incorpora la espectrometria de masas en tandem (MS/MS) en algunos programas
de cribado convirtiéndose en la herramienta mas poderosa que ha aparecido en
los Gltimos 20 afios en el campo del diagnéstico neonatal de los ECM por tratarse
de un sistema de gran versatilidad, sensibilidad y alta capacidad de analisis que
ha permito expandir el cribado al realizar la medida simultanea de varios
metabolitos y hacer casi realidad el concepto ideal para el cribado de : 1

muestra-> multiples diagnésticos®.

Criterios clasicos para la inclusion dentro del cribado neonatal

Que la enfermedad curse con dafio mental y fisico grave o riesgo vital en el periodo
neonatal.

Que no exista posibilidad de diagnostico clinico efectivo en periodo neonatal.
Que este disponible un tratamiento efectivo y asequible.

Que la instauracion del tratamiento de forma precoz mejore el prondstico clinico.
Que la enfermedad tenga una incidencia relativamente elevada.

Que exista una metodologia analitica rapida, fiable y de coste reducido.

Tabla 2: Criterios para inclusion dentro del cribado neonatal, National Academy of
Sciences, Washington, 1975

2.2.3 Métodos de Cribado Neonatal

Los ECM se detectan y/o diagnostican mediante pruebas de laboratorio
basadas en el analisis del producto génico metabdlico (enzimas y/o metabolitos)

y en el analisis de mutaciones del ADN.

Podemos abordar el cribado neonatal a distintos niveles:
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1. A través del analisis del fenotipo bioquimico, mediante la deteccion de
metabolitos; se hace asi en la fenilcetonuria, enfermedad de la orina con
olor a jarabe de arce, las acidurias organicas, los defectos de la B-

oxidacion de los acidos grasos, la galactosemia...
Genotipo - metabolitos = cribado convencional

2. Analisis del fenotipo enzimatico mediante la determinacion de
proteinas/enzimas como en el caso de galactosemia, deficiencia de

biotinidasa...

Fenotipo enzimético >  proteinalenzima >  cribado

convencional

3. Analisis del genotipo a nivel del ADN, como en la fibrosis quistica y en la

inmunodeficiencia combinada severa.

Fenotipo bioquimico - ADN -> cribado genético
2.2.4 Recomendaciones para la toma de muestras

En la actualidad en la mayoria de los centros de nuestro pais se realiza una
toma de muestra de sangre del talon en papel secante al tercer dia de vida; en 3
centros de nuestro pais se recoge ademas una muestra de orina lo que permite
completar la informacion que obtenemos de la muestra de sangre y ampliar

nuevos horizontes diagnésticos'®.

La puncién se realiza generalmente en la porcién medial o lateral de la
superficie plantar del talon en los recién nacidos; asi mismo, debe haberse
masajeado el pie previamente para aumentar el flujo sanguineo en la zona y

desinfectado con alcohol de 70°%,
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Para que la muestra sea Optima las manchas de sangre que se obtienen
deben contener al menos 75 pL (13 mm de didmetro aproximadamente) y deben
dejarse secar a temperatura ambiente y fuera de la luz solar directa. La obtencidn
de la muestra es un proceso sencillo que puede ser realizado por personal no

sanitario si se siguen unas normas sencillas*>*"

En algunas ocasiones puede ser necesario repetir la toma de la muestra; el
Clinical and Laboratory Standars Institute ha elaborado un documento con
recomendaciones para nifios de menos de 2000 g o con sospecha de patologia al
nacimiento en el que se recoge que debe tomarse una muestra al ingreso, otra a
las 48-72 horas de vida y otra a los 28 dias de vida®. Asi mismo en ese
documento se recogen una serie de situaciones especiales en las que debe

realizarse una segunda muestra:

1. Prematuros y gemelos monocigéticos: Debe repetirse la toma de muestra
de sangre para cribado neonatal a partir de los 14 dias de vida y antes de

los 28 dias de nacimiento.

2. Recién nacidos con patologia grave al nacimiento: En estos casos, se debe
tomar una muestra en el momento de ingreso (antes de que puedan recibir
tratamiento antibidtico, alimentacion parenteral,...) y repetirla a las 48-72
horas de vida segun los resultados, fundamentalmente porque pueden
existir elevaciones transitorias de TSH/IRT/17-OHP en la primera

muestra.
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3. Transfusiones previas al cribado: En este caso se debe repetir la muestra a

la semana y al mes de la transfusion.

4. Alimentacion parenteral: En aquellos pacientes que estén recibiendo esta
nutricion debe practicarse un nuevo cribado a los tres dias de haber
reiniciado la alimentacion enteral normal, con independencia de la edad

del nifio en ese momento.

En el momento actual existe la posibilidad de utilizar las muestras de
sangre en papel con otros fines ademas de para el cribado de los errores
congénitos del metabolismo. Con ligeras modificaciones en las condiciones de
conservacion o en el tipo de papel se emplean también para la deteccién de

anemias, de enfermedades infecciosas o estudios de ADN.
2.2.5 Aplicacion de la Espectrometria de masas en tAndem

El desarrollo de la técnica de espectrometria de masas para el diagnostico
de enfermedades congénitas metabolicas comienza en los afios 70, pero es en los
afios 90 cuando se empieza a aplicar esta tecnologia para el cribado neonatal. La
metodologia basica para el cribado neonatal de enfermedades metabdlicas por
MS/MS fue desarrollada por Millington'®, Chace®, Rashed® y sus

colaboradores.

La espectrometria de masas es una técnica de separacion e identificacion
multiple de analitos basada en el patrén especifico de fragmentacion idnica que
produce cada compuesto bajo determinadas condiciones de analisis, y en la
separacion-deteccion de cada especie ionica segun su relacion masa/carga. Es asi
posible separar, detectar y cuantificar en un mismo ensayo, sin necesidad de un
sistema cromatogréafico adicional y a partir de un Unico disco de sangre seca
sobre papel de filtro, los aminoacidos y acilcarnitinas que se utilizan como
biomarcadores, lo que hace posible la deteccion de enfermedades congénitas del
metabolismo que afectan al ciclo de la urea, aminoacidos, acidos organicos y 3-

oxidacion de los 4cidos grasos con alta sensibilidad y especificidad**>?*%’. El
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analisis es muy rapido (2-3 minutos) y solo requiere una limitada preparacién de

la muestra.?®,

La aplicacion de esta tecnologia ha supuesto un avance muy importante en
el cribado neonatal y ademés ha hecho posible ampliar el conocimiento
biomédico sobre distintas enfermedades metabdlicas, en lo que se refiere a su
heterogeneidad genética y fenotipica, ya que ha permitido descubrir deficiencias

metabélicas en progenitores asintomaticos al estudiar a los hijos de estos®**"

La espectrometria de masas es una técnica analitica que proporciona
informacion de las moléculas analizadas previamente convertidas en iones. Las
moléculas de interés, forman parte generalmente de una mezcla heterogénea que
no requiere necesariamente una separacion previa, y se someten en primer lugar a
una fuente de ionizacion donde se ionizan adquiriendo carga negativa o positiva.
Los iones atraviesan el analizador de masas hasta que alcanzan diferentes partes
del detector de acuerdo con su relacién masa/carga (m/z). Una vez en contacto
con el detector, se generan sefiales que son registradas en el sistema informatico
y representadas en un espectro de masas que muestra la abundancia relativa de

las senales en funciéon de su relacién m/z.

El analisis por espectrometria de masas comprende basicamente 4

procesos:
e lonizacion de la muestra
e Aceleracion de los iones por un campo eléctrico
e Dispersion de los iones segln su masa/carga
e Deteccion de los iones y produccidn de la correspondiente sefial eléctrica.

La ionizacién de la muestra puede llevarse a cabo en diferentes
condiciones, segun la naturaleza de la propia muestra y lo que se pretenda
detectar en el andlisis. Puede efectuarse en condiciones de alto vacio, por
impacto electronico, o a presion atmosférica. En este ultimo caso, si se trata de

un analisis en fase liquida, se realizara una ionizacion por electrospray (ESI),
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mientras que si es en fase gaseosa, se efectuara una ionizacion quimica o bien

una fotoionizacion.
2.2.5.1 lonizacidn por electrospray

En este caso el analito es introducido en la fuente de disolucion bien
mediante una bomba inyectora o bien procedente del eluido de un sistema de
cromatografia liquida. El analito pasa a través de un tubo capilar de acero
inoxidable o de cuarzo silice, al cual se le aplica una elevada diferencia de
potencial habitualmente en el rango de 2.5 a 6 kV. Esto fuerza la nebulizacion de
las gotas cargadas en el capilar, con una carga superficial de la misma polaridad
que el propio capilar. Las gotas son repelidas del capilar hacia el cono de la
fuente de muestreo del electrodo contador. Con la ayuda de una elevada
temperatura en la fuente de ESI y/o de gas nitrégeno, a medida que las gotas
atraviesan el espacio entre el capilar y el cono, van reduciendo continuamente su
tamafio, por evaporacion del solvente, lo que supone un incremento de la
densidad de carga superficial conforme disminuye el radio de las gotas.
Finalmente, la fuerza del campo eléctrico en las gotas cargadas alcanza un punto
critico en el cual es cinética y energéticamente posible el paso a fase gaseosa para
los iones de la superficie. En ese momento, la tension superficial no 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. El proceso se repite

hasta que s6lo quedan iones (Figura 1)
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capilar, 3-4 kV

gota que contiene = f
iones

iones evapoli'ados desde
la superficie de las
gofas

Figura 1: Imagen de ionizacion por electrospray

La principal desventaja que presenta esta técnica es que produce muy poca
0 ninguna fragmentacion por lo que para estudios en los que es precisa una
valoracion estructural se hace necesaria la utilizacion de espectrometria de masas

en tdndem para conseguir dicha fragmentacion.
2.2.5.2 lonizacion quimica

Como caracteristicas generales es un proceso que utiliza un flujo de
inyeccion grande (0.2-2.0 mL/min) y se aplica a moléculas no polares,
compuestos estables térmicamente, normalmente de peso inferior a 1300 uma. Se
requiere un gas nebulizador y una descarga de corriente para producir la
ionizacion.

El proceso consta principalmente de 3 pasos (Figura 2):

1. Mediante un alto voltaje, se ioniza el gas nebulizante (aire o nitrdgeno)

formando los primeros iones.

2. Estos primeros iones reaccionan inmediatamente con las moléculas de

disolvente formando iones reactivos.

3. Los iones reactivos reaccionan con las moléculas de analitos formando en

modo positivo 0 negativo.
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Figura 2: Esquema del proceso de ionizacion quimica a presion atmosférica

2.2.5.3 Espectrometro de masas

El analizador méas empleado en los laboratorios clinicos es el cuadrupolar.
Un cuadrupolo es un filtro de masas que consta de 4 cilindros metélicos paralelos
y equidistantes (Figura 3). Cada par de cilindros opuestos estd conectado
eléctricamente. Al par de cilindros colocados en diagonal se le aplica un voltaje
de corriente continua (DC) de igual magnitud pero de signo contrario,
superpuesto con un voltaje de corriente alterna de radiofrecuencia (RF). Como
resultado se obtiene un campo eléctrico que origina el movimiento de los iones
en la direccion z (que va desde la fuente al detector) pero con una trayectoria
oscilatoria simultanea en el plano x-y. La amplitud de la oscilacion s6lo depende
de la relacion m/z y puede ser controlada modificando los voltajes DC y RF en
una proporcion prefijada. Asi el movimiento de los iones dependerd de los
campos eléctricos de modo que sélo los de una determinada relacion m/z estaran
en resonancia y por tanto pasaran a través del detector. Los valores m/z que no
estén en resonancia con dicha trayectoria chocaran con los cuadrupolos y no se
detectaran. El rango de masas y la resolucion del instrumento quedan

determinados por la longitud y el diametro de los cilindros.
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Figura 3: Esquema de un analizador de masas cuadrupolar

Los cuadrupolos pueden configurarse en tandem de tal modo que nos
permitan realizar estudios de fragmentacién, el mas habitual es el espectrémetro
de masas de triple cuadrupolo (QQQ)*, fundamento de la MS/MS.

El espectrometro de masas de triple cuadrupolo consta de tres cuadrupolos
dispuestos en linea recta (Figura 4). En el primer cuadrupolo (Q1) se selecciona
el ion analito de interés por su masa y se le pone en contacto con un gas de
colision, generalmente Argén, un segundo cuadrupolo (Q2), sometido
Unicamente a RF, que se usa como celda de colision para producir la
fragmentacion del idn precursor. Este proceso recibe el nombre de disociacion

inducida por colision (CID).

Los iones “hijos” resultantes de CID estan relacionados con la estructura
molecular del i6n precursor y se escanean en el tercer cuadrupolo (Q3) que sera

el que proporciona la informacion estructural de los iones moleculares.

25



Tesis Doctoral Introduccion

LINAC
Q3 CEM

)CO ST QK2 celda de colision ST3 _
o/ — | v i |EEhaeasdg =|_,
o\'i - I ses—— -y

o

\ DF

Figura 4: Esquema de un analizador de masas de triple cuadrupolo

2.2.5.4 Modos de adquisicion de datos en MS/MS

Existen 4 posibilidades para obtener datos mediante MS/MS:

Escaneo del i6n producto: Q1 permanece constante permitiendo el paso de
un unico i6n precursor de determinada relacion m/z y Q3 escanea los
diferentes productos iénicos originados por CID en Q2. Se emplea este
modo para el estudio de estructuras moleculares, la validacion de métodos

y para el estudio de hallazgos inesperados en un cribado neonatal.

Escaneo del i6n precursor: Q1 escanea sobre un rango de posibles iones
precursores mientras que Q3 permanece estatico enfocando un unico ion
producto resultante de la CID de una determinada clase de iones
precursores. Nos proporciona asi un espectro de iones precursores que dan

lugar a un i6n producto particular.

Escaneo de pérdida neutra: Q1 y Q3 escanean conjuntamente a una
diferencia en la relacion m/z constante. Nos permite asi monitorizar la
pérdida de un fragmento neutro para una clase de moléculas obtenidas por
CID.

Monitorizacion de reaccion multiple (MRM): Q1 y Q3 estan estaticos para
un predeterminado par de iones precursor y producto. Nos permite
conseguir una elevada especificidad y sensibilidad y se utiliza muy

frecuentemente en procedimientos de cuantificacion por ESI-MS/MS.
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2.2.6 Cribado Neonatal Ampliado

Una de las aplicaciones de la ESI-MS es el cribado de los errores
congénitos del metabolismo ya que con este método es posible la deteccién de
multiples trastornos mediante la cuantificacion de aminoacidos y acilcarnitinas

en sangre del recién nacido.

El perfil de aminoacidos permite detectar la mayoria de las
aminoacidopatias con una elevada especificidad y sensibilidad pero al mismo
tiempo deben minimizarse las posibilidades de obtener resultados falsos

positivos.

La obtencion de resultados falsamente positivos produce un estado de
ansiedad en la familia, un gasto adicional en términos de tiempo y esfuerzo
profesional para la obtencion de nuevas muestras para confirmar el resultado y
seguimiento. Los resultados falsos negativos son ain de un coste mas elevado ya

que retrasan el diagnostico de pacientes potencialmente tratables.
2.2.6.1 Analisis de los aminoéacidos por MS/MS.

El principal biomarcador es el aminoacido que se acumula producto del
defecto metabdlico. Sin embargo, si se considera el perfil de otros aminoacidos o
las razones entre ellos como biomarcadores secundarios se reducen las
posibilidades de interpretar de forma errénea los resultados disminuyendo de
forma importante la tasa de falsos positivos y también de falsos negativos. Asi
mismo al valorar globalmente el perfil de aminoéacidos se minimiza el riesgo de
realizar interpretaciones erroneas en aquellos pacientes que reciben nutricion

parenteral o que presentan problemas hepaticos.
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Figura 5: Perfil normal de aminoéacidos.

Se ha demostrado que una concentracion elevada de fenilalanina junto con
una razon fenilalanina/tirosina elevada es un indicador mas sensible para el
diagnostico de la fenilcetonuria que la determinacion aislada de fenilalanina. Esto
permite diferenciar pacientes con hiperfenilalaninemia de tipo no PKU de

pacientes con PKU con una sensibilidad del 100%.

También es Util realizar valoraciones conjuntas de metionina/fenilalanina
y metionina/ leucina+isoleucina para el diagnostico de la hipermetioninemia y de
la homocistinuria respectivamente; ornitina/citrulina y citrulina/arginina para la
citrulinemia; arginina/ornitina para la argininemia y
leucina+isoleucina/fenilalanina para la enfermedad de la orina con olor a jarabe

de arce.

El anélisis completo del perfil de aminoacidos permite reconocer una
elevacion generalizada en la concentracion de aminoacidos debido a causas

iatrogeénicas. Una situacion que podria constituir una fuente de falsos positivos si
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se analizara un solo aminoacido seria la administracion de nutricion parenteral
total; asi en los recién nacidos que reciben dicha nutricion suelen encontrarse
elevados los aminoécidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina), lo
que se utiliza como criterio de la enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce
por MS/MS, no obstante el unico marcador completamente especifico para esa
entidad es la alo-isoleucina que no puede determinarse de forma independiente

por los métodos tradicionales de cribado por MS/MS.

Un aumento en la concentracion de tirosina puede indicar indistintamente
la presencia de tirosinemias de tipo I, Il o 11 y por tanto la deteccion por MS/MS
de este aminoacido no permite distinguir al tipo | de mayor prevalencia, del resto.
Ademas la elevacion de forma significativa de la concentracion de tirosina en
muchos pacientes se produce lentamente de tal modo que se pueden encontrar
falsos negativos en aquellos laboratorios donde se utilizan muestras tomadas al 2°
dia de vida. Debe tenerse en cuenta ademas la posibilidad de falsos positivos en
aquellos pacientes con tirosinemia neonatal transitoria que Sse presenta con
frecuencia en el periodo neonatal y que es una entidad benigna. El Unico
metabolito completamente especifico para la Tirosinemia tipo | es la

succinilacetona.
2.2.6.2 Analisis de acilcarnitinas por MS/MS

La MS/MS puede ser utilizada para medir carnitina libre y acilcarnitinas
en las muestras de sangre impregnada en papel. La carnitina libre hace de
transportador, a través de la membrana y hacia el interior de la mitocondria
donde tiene lugar la 3-oxidacion de los acidos grasos en forma de diferentes
ésteres de carnitina. Las posibles alteraciones de las diferentes etapas de este
metabolismo producen una acumulacion de tioésteres de CoA y un incremento de
acilcarnitinas que son medidas por MS/MS y por tanto permiten detectarlas.
Aunque suele existir una especie de acilcarnitina clave sobre la cual basar el
diagndstico, también ocurre el incremento de otras especies. Es por tanto
importante analizar el perfil completo de acilcarnitinas y las diferentes razones

molares que son de interés diagndstico para el cribado de enfermedades.
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Figura 6: Perfil normal de acilcarnitinas

La carnitina libre y las acilcarnitinas liberan un fragmento comin de masa
molecular de 85 Da cuando son sometidas a choques moleculares dentro de un
espectrometro de masas lo cual nos permite obtener un espectro muy selectivo de
acilcarnitinas en sangre, en el que se recogen desde las de 2 hasta las de 20
carbonos, y que cubre, por tanto, los metabolitos de interés: desde los implicados
en el deficit de la B-oxidacion de los acidos grasos de cadena corta hasta los de

cadena muy larga.

Uno de los mejores ejemplos de la utilidad del analisis de acilcarnitinas
mediante MS/MS, en muestras de sangre impregnada en papel es la alteracién en
el metabolismo de los &cidos grasos de cadena media. Esta alteracion provoca un
inesperado aumento de la concentracion intramitocondrial de compuestos acil-
CoA de cadena media que, una vez transformados por las carnitin palmitoil
transferasas en acilcarnitinas, son transportados afuera de la mitocondria, pasan a
la sangre y son almacenados en el higado, el rifion o excretados a través de la
orina. Esta acumulacion en sangre de acilcarnitinas saturadas e insaturadas de
cadena media, simultanea a la acumulacion de los acidos grasos del mismo tipo,
produce un perfil muy caracteristico cuando es analizada por MS/MS y permite
su deteccion neonatal de forma muy fiable. A pesar de esto, del mismo modo que

ocurria con los aminoécidos si valoramos la relacion entre acilcarnitinas y no
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éstas de forma aislada se convierten en marcadores mas potentes. Esto se debe a
que la formacion de grandes cantidades de acilcarnitinas suele provocar la
disminucion en la carnitina no esterificada y, por tanto, ain en el caso de un
déficit severo de carnitina por otras causas, el cociente se mantiene elevado. El

uso de ratios como indicadores permite evitar falsos positivos.

Asi mismo a través de los programas de cribado neonatal se ha podido
constatar que las concentraciones sanguineas de carnitina y acilcarnitinas son
mas altas en los primeros dias de vida y disminuyen rapidamente en las primeras
semanas. En el caso de la carnitina libre y la total esta diferencia puede ser hasta
del 50% cuando se comparan valores de las primeras 48 horas de vida y los de
una semana®** Esta variabilidad obliga a adoptar distintas estrategias en la
deteccion de alteraciones incluidas en los programas de cribado neonatal,
vinculadas a la medida de perfiles de acilcarnitinas en sangre, en funcion de la
edad en el momento de la toma de la muestra. La precision de la prueba
disminuye cuando no se trata de poblacidén neonatal, y puede ser aconsejable
recurrir a pruebas complementarias, como el estudio de acidos organicos en

orina.

Existe otro grupo de alteraciones potencialmente detectables a partir de los
perfiles de acilcarnitinas en sangre en el que se incluyen: el déficit de RB-
cetotiolasa, la academia isovalérica y las alteraciones que tienen como principal
marcador la 3-hidroxisovalerilcarnitina (el déficit de 3-metilcrotonil-CoA
carboxilasa, de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa y de 3-metiglutaconil-CoA

hidratasa).
2.2.7 Errores Congénitos del Metabolismo que deben incluirse en el cribado

Existe un consenso generalizado acerca de que la aplicacion de las nuevas
tecnologias al cribado neonatal de enfermedades supone un claro beneficio sobre
la salud de los recién nacidos pero no existe en cambio ese consenso en lo que se
refiere a que ECM deben incluirse en los programas de cribado existiendo

discrepancias incluso dentro de nuestro propio pais.
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Debe tenerse en cuenta que los programas de cribado neonatal deben
adaptarse a las caracteristicas genéticas, costumbres y habitos sociales,
condiciones sanitarias y estatus econdmico del pais pero incluso en poblaciones
de caracteristicas similares como las europeas existe gran discrepancia entre los

|26,34

distintos programas de cribado neonata (Tabla 3). Es por ello necesario

establecer unos criterios de minimos de unificacion de los programas de cribado.
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Con este fin el Maternal and Child Health Bureau (MCHB) de la Health
Resources and Services Administration (HRSA) norteamericana, reunié un grupo
de expertos que elaboraron un documento “Newborn screening: Toward a
uniform screening panel and system” que se publica en marzo 2005 en el que se
recogen unos principios basicos y se proponen una serie de criterios en base a los
cuales se deben evaluar las alteraciones que deben ser cribadas, haciendo,
ademas, recomendaciones practicas al respecto®. En dicho documento se recoge
que deben ser cribadas las siguientes alteraciones:

e Alteraciones del metabolismo de los acidos organicos
- Acidemia isovalérica
- Aciduria glutarica tipo |
- Aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica
- Déficit maltiple de carboxilasas
- Acidemia metilmalonica
- Deficiencia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa
- Acidemia propidnica
- Deficiencia de la B-cetotiolasa

o Alteraciones del metabolismo de los acidos grasos

Deficiencia acil-CoA deshidrogenasa de cadena media

Deficiencia acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga

Deficiencia hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga

Deficiencia proteina trifuncional

Déficit primario de carnitina
e Alteraciones del metabolismo de los aminoacidos
- Fenilcetonuria

- Enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce
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Homocistinuria

Citrulinemia

Acidemia argininosuccinica

Tirosinemia tipo |
e Hemoglobinopatias
- Drepanocitosis
- Sindrome B-talasemia
- Hemoglobinopatia tipo SC
e Otras alteraciones
- Hipotiroidismo Congénito
- Deficiencia de biotinidasa
- Hiperplasia adrenal congénita
- Galactosemia
- Defectos de audicion
- Fibrosis quistica

En este sentido en nuestro pais en el afio 2006 a través del Consejo
Interterritorial de Sanidad se elabora un informe sobre la situacion del cribado
neonatal en las diferentes comunidades autdbnomas espafiolas a partir del cual, un
grupo de expertos elabora un documento titulado “Programa de cribado neonatal
en Espafa: actualizacion y propuestas de futuro” en el que se proponen 24
enfermedades endocrinas y metabdlicas que deben incluirse en un programa de
cribado (Tabla 4); dicho documento esté refrendado por la Asociacion Espafiola
para el Estudio de los Errores Congénitos del Metabolismo, Sociedad Espafiola
de Errores Innatos del Metabolismo-Asociacion Espafiola de Pediatria y
Sociedad Espafiola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular y ha sido
publicado recientemente por el Real Patronato sobre Discapacidad del Ministerio

de Sanidad y Politica Social®.
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Enfermedades Sintomas clinicos Prevalencia
Hiperfenilalaninemia Retraso mental; espasticidad, 1-9:10000
convulsiones; hiperactividad;
Fenilcetonuria prpblt_ama}s del comportamiento y
psiquiatricos; eczemas, pelo ralo
Defectos en la biosintesis Retraso mental; trastornos del <1:100000
n del cofactor biopterina movimiento
% Defectos en la regeneracion | Retraso mental; trastornos del <1:100000
2 del cofactor biopterina movimiento
2 Enfermedad de la orina con | Rechazo de la alimentacion y 0.4-2:100.000
S olor a jarabe de arce vomitos ; retraso mental grave;
g encefalopatia; convulsiones; olor
< especial
Tirosinemia Tipo | Enfermedad hepaética grave; 0.05-1:100000
cirrosis; hematomas; raquitismo
Homocistinuria Retraso mental; ectopia lentis; | 0.5-1: 100000
osteoporosis; anomalias
esqueléticas, tromboembolismo
Aciduria Glutarica tipo | Macrocefalia, encefalopatia; 0.4-
retraso del desarrollo; distonia | 2.5:100000
Acidemia Isovalérica Cetoacidosis metabolica, 1:100000
hiperamoniemia; rechazo de la
alimentacion y vomitos; retraso
mental y del desarrollo,
convulsiones, coma, muerte y
olor a sudor
Aciduria 3-hidroxi 3- Hipoglucemia hipocetoésica; <1:100000
metilglutérica acidosis metabolica; sindrome
§ de Reye-like; retraso del
= desarrollo; convulsiones; coma y
= muerte
@)
§ Deficiencia de la - Crisis cetoaciddticas y retraso Desconocida
3 cetotiolasa del desarrollo 60 casos
< Acidemias Metilmalonicas | Rechazo de la alimentacién, 1.5-2:100000
(Cbl A, B,C,D, Mut) vomitos; hipotonia; retraso
mental y del desarrollo; fallo
renal progresivo; pancreatitis;
comay muerte.
Acidemia Propionica Cetoacidosis, hiperamoniemia; |3.75:100000
rechazo de la alimentacion;
vomitos; retraso mental y del
desarrollo; hipotonia;
convulsiones; coma y muerte
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Defectos de la B-oxidacién mitocondrial de los acidos grasos

Enfermedades Sintomas clinicos Prevalencia
Deficiencia de acil-CoA Hipoglucemia hipocetosica; 15:100000
deshidrogenasa de cadena | vomitos; letargia; convulsiones;
media colapso cardiorrespiratorio;

hepatopatia grasa; muerte subita
Deficiencia de L-3- Hipoglucemia hipocetosica; 1-9:100000

hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa de cadena
larga

cardiomiopatia hipertrofica;
miopatia con fatiga muscular y
rabdomiolisis

Deficiencia de acil-CoA

Hipoglucemia hipocetosica;

Desconocida

deshidrogenasa de cadena | cardiomiopatia hipertréfica; >1:100000
muy larga miopatia con fatiga muscular;

rabdomiolisis
Deficiencia primaria de Hipoglucemia hipocetdsica; 1-2:100000

carnitina

hepatomegalia; cardiomiopatia;
debilidad muscular; muerte
subita

Deficiencia de carnitina
palmito iltransferasa 2

Hipoglucemia hipocetdsica;
malformaciones estructurales;
convulsiones; hepatopatia;
cardiomiopatia; fallo renal

Desconocida

>300 casos

Deficiencia de
carnitina/acilcarnitina
traslocasa

Hipoglucemia hipocetdsica;
esteatosis hepatica; hipertrofia
cardiaca

Desconocida

30 casos

Otras enfermedades endocrino-metabdlicas

Hipotiroidismo congénito

Retraso mental y del crecimiento
grave; macroglosia; hernia
umbilical

10-50:100000

Hemoglobinopatias

Anemia; infecciones recurrentes;
crisis de dolor

10-50:100000

Fibrosis quistica

Infecciones broncopulmonares
graves; problemas digestivos y
esteatorrea; retraso del
crecimiento

1-5:100000

Deficiencia de biotinidasa

Convulsiones; hipotonia;
dermatitis seborreica y alopecia;
conjuntivitis; sordera
neurosensorial; retraso mental

1.6:100000

Galactosemia

Rechazo de la alimentacién;
vomitos; depresion neurologica;
fallo hepatico; diatesis
hemorrégica; cataratas

6.6:100000

Tabla 4: Enfermedades recomendadas para introducir en los programas de cribado.
Sintomas clinicos mas comunes si el paciente no recibe tratamiento y prevalencia o
casos publicados segun el Informe de Mayo 2011 de Orphanet (www.orpha.net)
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2.2.8 Situacion del Cribado Neonatal en Espafia

En Espaiia el primer programa de cribado neonatal surge en el afio 1968
en Granada por iniciativa del Profesor Mayor-Zaragoza. En 1978 se establece el
Programa de Deteccion Precoz Neonatal de Fenilcetonuria e Hipotiroidismo
Congeénito, y a partir de 1979 se organizo el Plan Nacional de Prevencion de la
Subnormalidad, con el amparo del Real Patronato de Educaciéon y Atencién a
Deficientes. En 1982 los programas fueron transferidos a las Comunidades

Autonomas.

En el momento actual en Espafa existen 18 laboratorios para el cribado
neonatal: dos en Andalucia (Sevilla y Malaga), dos en la Comunidad Valenciana
(Alicante y Valencia), y el resto de Comunidades disponen de un dnico centro
(Murcia realiza las pruebas de Melilla, Sevilla las de Ceuta y Aragon las de la
Rioja).

Cada Comunidad Auténoma determina que enfermedades incluye en su
programa de cribado por lo que existe una gran variabilidad entre los distintos
programas de cribado que existen en nuestro pais; la situacion actual se puede

resumir en:

¢ Las hiperfenilalaninemias y el hipotiroidismo congénito estan incluidas en

todos los programas de cribado.

e En 8 Comunidades Autdénomas se realiza cribado ampliado por MS/MS
para la deteccion de aminoacidopatias, acidurias organicas, defectos de f-

oxidacion de &cidos grasos.

e Se realiza deteccion precoz de fibrosis quistica en los programas de
Aragon, Baleares, Canarias, Castilla y Leon, Catalufia, Extremadura,

Galicia, La Rioja, Malaga, Murcia, Pais VVasco y Sevilla.

e La hiperplasia suprarrenal congénita esta incluida en los programas de

Aragon, Castilla-La Mancha, Extremadura, Madrid y La Rioja.
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e La anemia falciforme y otras hemoglobinopatias se incluyen en los
programas de Extremadura, Madrid y Pais Vasco.

e Extremadura, Navarra y Valencia analizan la orina para la deteccion de

otras aminoacidopatias y Murcia y Galicia para la deteccion de cistinuria.

e En Galicia se realiza la deteccion precoz de galactosemia y en Murcia y

Galicia también del déficit de biotinidasa.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo ha sido realizar una adecuada
caracterizacion de los pacientes diagnosticados a través del cribado ampliado en
nuestra Comunidad y seguidos en la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de
Enfermedades Congénitas de Metabolismo del Departamento de Pediatria del
Hospital Clinico Universitario de Santiago con el proposito de valorar el impacto
de la introduccion del cribado neonatal ampliado mediante MS/MS en nuestra
comunidad y la repercusion de la aplicacion de estas estrategias terapéuticas
precoces en la mejora de su calidad de vida. Con este fin se han propuesto los

siguientes objetivos concretos:

1. Conocer la incidencia de los Errores Congénitos del Metabolismo en

nuestra comunidad tras la introduccion del cribado neonatal ampliado.

2. Investigar la sensibilidad, especificidad y valor predictivo del Cribado

ampliado con estudio de casos falsos positivos y casos falsos negativos.

3. Valorar la repercusion del diagnéstico y tratamiento precoz de los Errores
Congenitos del Metabolismo sobre la morbilidad de los pacientes afectos
asi como conocer en qué modo altera esa intervencion precoz la historia

natural de estas enfermedades.

4. Estudiar la evolucion mediante evaluacion del desarrollo psicomotor de
los pacientes seguidos en la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de las
Enfermedades Congénitas del Metabolismo de nuestro centro en la Gltima

década.

5. Valorar la repercusion del diagnostico y tratamiento precoz de los Errores

Congeénitos del Metabolismo sobre la mortalidad de los pacientes afectos.
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4. MATERIAL Y METODO
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 DISENO

Estudio observacional descriptivo longitudinal de una serie de pacientes
controlados en la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de Enfermedades
Congenitas del Metabolismo de nuestro centro en el periodo comprendido entre
julio del 2000 y julio del 2010. Se realiz6 valoracion evolutiva clinica,

bioquimica y de su desarrollo psicomotor.

4.2 SUJETOS

En nuestra Unidad se reciben los pacientes diagnosticados a través del
cribado neonatal (el porcentaje de poblacién cribado en nuestra comunidad es del
99,9% del total de recién nacidos) y también los de diagndstico tardio por la
sintomatologia clinica. En éste estudio se incluyeron aquellos que se detectaron

mediante el cribado neonatal.

4.3 METODO

4.3.1 Cribado neonatal

Para la realizacién del cribado neonatal se recogen muestras de sangre y
orina de todos los pacientes en papel Whatman 903; las muestra se recogieron
entre el 5° y el 8° dia de vida hasta el afio 2002 y a partir de ese momento al
tercer dia (deben haber recibido alimentacion al menos durante 48 horas) dado la
importancia del diagnostico y tratamiento precoz. La recogida de muestras de
orina se lleva a cabo en nuestra comunidad porque permite completar y ampliar
la informacion obtenida mediante el analisis de la muestra de sangre. Ademas se
realiza de forma rutinaria una segunda determinacion cuando se trata de gemelos
del mismo sexo, prematuros o nifios de bajo peso en la tercera semana de vida

siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute.
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En la muestra de sangre se realiza determinacion de aminoacidos,
acilcarnitinas y hexosas monofosfato mediante espectrometria de masas en
tandem con un equipo de triple cuadrupolo ESI-MS/MS API 2000(Sciex Applied
BioSystems) equipado con una bomba de jeringa integrada para realizar
infusiones individuales y una fuente de Turboidn Spray. Como gas de colisién y
gas cortina se empled nitrégeno. Las muestras fueron infundidas acoplando un
equipo de HPLC compuesto de un muestreador automatico para microplacas y

una bomba modelo Series 200 (Perkin-Elmer).

En la muestra de orina se estudiaron aminoacidos y acilcarnitinas
mediante ionizacion positiva y acilglicinas y acidos organicos mediante
ionizacion negativa lo que permite obtener gran cantidad de informacion en un
Unico analisis. Se analizaron también galactosa y cistina mediante el Test de
Brand y la actividad de la biotinidasa mediante ensayo colorimétrico especifico.
Para el corte de las muestras de orina impregnadas en papel y su introduccion en
las placas de microtitulacion se empled una taladradora automética BSD 700
(BSD tech. Brisbane, Australia). Para la extraccion de la orina del papel de filtro
se empled un volrtex de sobremesa para microplacas (SBS). La evaporacion a
sequedad de las muestras se realizd en un evaporador Micro-DS96 (Porvair

Sciences) con nitrogeno.

Estas determinaciones permiten realizar el cribado en todos los neonatos
de aminoacidopatias, defectos de la -oxidacion de los &cidos grasos, acidurias
organicas, galactosemia y déficit de biotinidasa (también de hipotiroidismo y

fibrosis quistica pero estas patologias no se incluyeron en el grupo de estudio).

Los percentiles de concentraciones de analitos medidos mediante MS /
MS en la sangre de los recién nacidos sanos y enfermos se comunicaron
periédicamente al proyecto colaborativo “Region-4-Genetics” que es un proyecto
internacional para la mejora de la calidad de los resultados obtenidos mediante
los programas de cribado por MS/MS en el que participan laboratorios de todo el
mundo aportando los datos de los diagnosticos realizados y los niveles de

metabolitos en la primera semana de vida, los valores de referencia obtenidos en
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la poblacion y los puntos de corte utilizados tanto para acilcarnitinas como para
aminoacidos; permitiendo de este modo la validacion de los puntos de corte
utilizados. En la Tabla 5 se recogen los metabolitos usados como marcadores, el

punto de corte de los mismos y el método diagnostico empleado.

En aquellos casos en los que el resultado del cribado era claramente
patolégico y sugeria trastornos graves, los pacientes fueron remitidos
inmediatamente a la unidad clinica; si el resultado se encontraba fuera del rango
normal pero sin ser claramente indicativo de afectacion severa se realiz6 una
segunda muestra; si ésta resultaba igualmente positiva los pacientes se remitian

también a la unidad clinica.

En todos aquellos casos en los que el cribado estaba alterado se realizaron
determinaciones analiticas para confirmar o descartar el diagnostico de sospecha
como aminoacidos en plasma, acidos organicos en orina liquida, estudio
enzimatico y/o genética molecular. Asi mismo a todos los pacientes en los que se
confirmé el diagndstico de una metabolopatia se les realiz6 un seguimiento

evolutivo.
4.3.2 Diagnostico y seguimiento

En el estudio se recogieron variables relacionadas con el diagndstico y el
seguimiento. En relacién con el diagndstico se recogieron las siguientes
variables: presencia 0 no de sintomas, marcadores bioquimicos alterados,
diagndstico, métodos usados para la confirmacion diagnéstica y necesidad de

usar diélisis u otras técnicas de depuracion extrarrenal.

Entre las relacionadas con el seguimiento se incluyeron: necesidad de
tratamiento dietético y/o farmacologico, tiempo de seguimiento y desarrollo

psicomotor.

Se recogio asi mismo el impacto que supone el cribado ampliado en una
unidad neonatal valorando el niUmero de pacientes que precisaron ingreso en la
unidad, los cuidados que precisaron dichos pacientes y la evolucion clinica de los

mismos.
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El indice de Desarrollo Psicomotor (PDI) o Cociente intelectual (CI) se
valor¢ utilizando la escala de Brunet-Lézine en los nifios lactantes; la escala de
McCarthy en los nifios preescolares y la Wechsler Intelligence Scale for Children
(WISC-R) para los nifios mayores de 6 afios. Se consideraron como valores

normales de PDI o CI aquellos que fueron iguales o superiores a 85.

Aquellos casos en los que los marcadores bioquimicos se encontraban
alterados en el cribado neonatal pero fueron normales en los test diagnésticos
posteriores se consideraron como falsos positivos. Aquellos otros casos en los
que los marcadores bioguimicos se encontraban alterados en el cribado pero se
normalizaron espontaneamente en muestras sucesivas Se consideraron
alteraciones transitorias. En estos casos con alteraciones transitorias se realizo
cuando era oportuno un estudio de las madres para comprobar si las alteraciones

presentadas se relacionaban con un déficit materno.

Si el cribado neonatal fue considerado normal pero se demostré con
posterioridad que presentaban enfermedad metabdlica se consideraron falsos

negativos.
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etabolito marca Meétodo de Diagnodstico
Nombre de la i . i i
Pun corte e s oRE
enfermedad : Actividad enzimatica  Analisis molecular
en cribado
Fenik etoromria Phe= 97-136 pM gen PHA
Exfennedad de jarsbe de  |Leu+Ie= 200-250 phi Decarboxdlac in de leuc na gmes BCKDHA,
arce Val= 140-190 p bt ECKDHE,DET,DLD
Homocistirorria et= 47-60 phi cktationdna-f-sktasa gen CBS
Acidria Cir=28-31 uhi B orporacian de cimaling a Zm ASL
rgirmosuccinica oteas
Citnalinemis tipo I Cir=28-31 phl B orporacian de cimuling a Zen ASS
moteias
Argivinemis Arg=31-44 phi Argivasa Zim ARG
Trosiemis tipo I Tyr= 201-300p 01 FALAD gen FAH
Qe civdlac etove : Sph fiprar i cetoacetato
hidrolasa
Trosiemis tipo I Tyr=201-300 p Mt gm TAT
Trosemsis tipo I Tyr=201-300 p1I gen HPD
MCAD C8=021-076 phi Ozddaciin de ectanok o 2 MCAD
Cl0= 027-030 phi
C&C10=257-30
LCHAD CI60H=009-0,15 phI LCHAD 2o HADHA
C16:1-0H=00-0,15 p I
©13:1-0H=0,07-0 10 phd
C13-0H=0p7-0,10 pht
C16- OH/C16=0p45-0 072
VLCAD C14:2=0,12-0,15p ML Ozddacion de Zen ACAD VL
Cl4:1=037-071 pM pabnitoil Cod
Cl4= 049-072 phi
C14:1/C16=0,13-0.20
SCAD C4= 074-099 pbd SCAD Zm ACADS
C4/C2=003-004
C4/C3=040-0,50
C4C8= 14 11-15p0
Acidmwi Ghitirica CSDC=0,10-017 pM Gltaril- Cofh deshidrogenasa | gen GCDH
tipo I
Acidris 3- 0H- C50H=037-0 66 ph 3 OH-3-metilghtaril Cod Zen HMGCL
netilzhitirica C6D C=0,10-0,12 pht Haca
Acidewia metibra¥nica | C3= 4 £3-5 50 phd 14 C-propiorato con y sh genes MAIAL BMDIAE
hlAEB CHC2=0]17-020 0OHChl
CHC16=170-200
Acidewia metibva¥nica | C3= 4 £3-5 50 phd 14 C-propiorato con y si Zenes MMACHC,
lCD CxC2=0]7-020 OHCh MRIAD HC
CHC16=170-200
Acidemia metira¥nica | C3= 4 £3-550 phd NEtibra bnil Cof mattass Zen MUT
metiva bndl Cofimntasa |CHC2=017-020
CHC16=170-2,00
Acideia propidnica C3= 463-550 pbd Propiovdl Cof carboxilisa gn PCCA,PCCE
CHC2=0]17-020
CHC16=170-200
Dtilaotondlglic ¥omria C5=039-048 uhi DEtilaotond Cod genes MCC1,MCC2
carbosilisa
Deficiencia de Actividad bictinidasa : Acteridad de biotinidasa en 2 BTD
biothidasa viualizacion de cokor tras aro
reaccion enaivatica
Cralactosemia ¢ Ksica Gal-1-P= 0 5mhi Acteridad Gal-1-P g GALT
Actividad GALT widikransferasa
CGralactosemnis por déficit | CGralactosa en ariva T Actiridad de galactdinasa
& galactdkinasa Galactosa 1IP—HN

Tabla 5: Puntos de corte y métodos diagndsticos empleados para los distintos ECM.
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4.3.3 Analisis estadistico

Se realizé estadistica descriptiva de las variables del estudio. Para las
variables cualitativas se emplearon frecuencias relativas y absolutas que se
representan mediante diagramas sectoriales y de barras mientras que, para las
variables cuantitativas segun siguieran o no una distribucion normal (tras la
aplicacion del test de Kolmogorov-Smirnov) se resumieron mediante Md £SD

(media y desviacion estandar) y rango (minimo y maximo).

El andlisis estadistico se ha realizado con el paquete Statistical Package
for Social Sciences (SPSS).
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5. RESULTADOS

El Programa de Cribado Neonatal estd plenamente establecido en Galicia
Ilevandose a cabo en el 99,9% de los recién nacidos lo que representa un 4,44%
de los recién nacidos en Espafia. Desde julio del 2000 se realiza cribado

ampliado por espectrometria de masas en tandem.

Durante el periodo de estudio (julio 2000 a julio 2010) se realiz6 el
cribado metabdlico neonatal a 210.165 recién nacidos, detectandose 137 casos
con errores congenitos del metabolismo; esto supone una frecuencia de 1/1534
recién nacidos. Si no tomamos en cuenta los 35 pacientes que fueron
diagnosticados de hiperfenilalaninemia benigna la frecuencia de Errores
Congeénitos del Metabolismo seria de 1/2060 recién nacidos tal y como se refleja
en la publicacion de Molecular Genetics and Metabolism adjunta. Si
consideramos todo el cribado endocrino-metabolico neonatal, con la fibrosis
quistica (16) y el hipotiroidismo congénito (211) la frecuencia seria de 1/577

recién nacidos.

La Tabla 6 recoge el nimero de casos de cada uno de los diagnésticos
realizados a través del cribado, la frecuencia de estos diagnosticos en relacion a

los recién nacidos cribados y a cada millén de recién nacidos.
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Enfermedad N° casos Incidencia/10° IC 95% J NO R
RN cribados
HPA benigna 35 166,5 111-221 1/6005
Fenilcetonuria 17 80,8 42-119 1/12363
Tirosinemia tipo | 2 9,5 0-23 1/105082
Homocistinuria 1 4,7 0-14 1/210165
Déficit de MAT /111 8 38 12-64 1/26271
Enf. Jarabe arce 4 19 0-38 1/52541
Alcaptonuria 2 9,5 0-23 1/105082
Citrulinemia tipo | 1 4,7 0-14 1/210165
Aciduria arginino-succinica |1 4,7 0-14 1/210165
Déficit de arginasa 1 4,7 0-14 1/210165
Aciduria propionica 2 9,5 0-23 1/105082
Aciduria metilmalonica 3 14,2 0-30 1/70055
Aciduria glutérica tipo | 6 28,5 6-51 1/35027
Metilcrotonilglicinuria 4 19 0-38 1/52541
Aciduria 3-OH-metilglutarica | 1 9,5 0-14 1/210165
MCAD 11 52,3 21-83 1/19106
LCHAD 2 9,5 0-23 1/105082
SCAD 4 19 0-38 1/52541
Déficit transportador de
carnitina 1 9,5 0-23 1/210165
Galactosemias 11 52,3 21-83 1/19106
Aciduria piroglutamica 1 9,5 0-14 1/210165
Total:1 |Total:9,5 Total: 0-14 | Total: 1/210165
Déficit de biotinidasa Parcial:6 | Parcial:28,5 | Parcial: 6-51 | Parcial:1/35027
Aciduria mevalo6nica 1 9,5 0-14 1/210165
Cistinuria 11 52,3 21-83 1/19106

Tabla 6: ECM a través del cribado neonatal en el periodo julio del 2000 - julio 2010.

(IC: Intervalo de Confianza)
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5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES
DIAGNOSTICADOS A TRAVES DEL CRIBADO

Las alteraciones detectadas con mayor frecuencia en el cribado neonatal
fueron las hiperfenilalaninemias (HPA benigna 1/6005; PKU 1/12363) seguidas
de los defectos de la R-oxidacion de &cidos grasos de cadena media (MCAD)
(1/19106), cistinurias (1/19106) y galactosemias (incluyendo galactosemia
clasica por déficit de galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT), deficiencia de
galactokinasa (GALK) y deficiencia de galactosa-4 epimerasa (GALE) con una
frecuencia en total de 1/19106). También se encontré una frecuencia
relativamente elevada de la deficiencia de metionina adenosiltransferasa (MAT
I/111) con una frecuencia de 1/26271 recién nacidos; que se detectd en todos los
casos al realizar el diagnéstico diferencial de homocistinuria. Los casos de
alcaptonuria y aciduria mevalonica no se suelen buscar de forma rutinaria en el
cribado neonatal pero se han podido diagnosticar al realizar el diagndstico
diferencial de otras entidades con ayuda de la muestra de orina. La aciduria
organica detectada con mayor frecuencia fue la aciduria glutarica tipo | con una

frecuencia de 1/35027 recién nacidos.

Excepto en las cistinurias el diagnostico fue confirmado en todos los casos

mediante estudio enzimatico y/o molecular.

Nueve pacientes (dos con enfermedad de jarabe de arce, uno con
citrulinemia tipo I, uno con aciduria propiénica, uno con aciduria piroglutamica,
uno con aciduria mevaldnica, dos con tirosinemia tipo | y uno con aciduria
metilmaldnica) presentaban sintomas clinicos en el momento de su deteccion
(6,6%); cuatro de ellos (dos pacientes con enfermedad de jarabe de arce, uno con
aciduria propionica y uno con aciduria metilamaldnica) precisaron la aplicacion
de terapias de depuracion extrarrenal. De estos cuatro las dos acidurias organicas
fueron éxitus en el primer afio de vida y los dos pacientes con enfermedad de
jarabe de arce se encuentran ahora asintomaticos. Los otros cinco pacientes
precisaron ingreso pero no depuracion extrarrenal; actualmente tres se encuentran

asintométicos y otros dos presentan sintomas clinicos en relacion con su
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enfermedad de base (un paciente con aciduria piroglutdmica y otro con aciduria
mevalonica) Tres de estos casos ocurrieron antes del 2003 cuando el cribado se

realizaba entre el 5-8 dia de vida.

De los 137 pacientes diagnosticados durante el periodo de estudio cuatro
fallecieron (2,9%), tres de ellos presentaban formas severas de acidurias
organicas (2 acidemias propiodnicas y una metilmaldnica) y fallecieron en el
contexto de cuadros infecciosos a los 2, 4 y 12 meses de edad y el cuarto era un
paciente con MCADD que fallecié en el contexto de una infeccién respiratoria

grave.

Con un tiempo medio de evolucion de 54 meses, 127 de los 133
supervivientes (95,5%) permanecen asintomaticos. Sélo dos pacientes que ya
presentaban sintomas en el momento del diagndstico presentan un cociente de

desarrollo por debajo de 85.

De acuerdo con los criterios especificados en el apartado de material y
métodos se detectaron 33 casos falsos positivos (15/100000 recién nacidos
cribados), 10 casos de elevacion transitoria de los marcadores bioquimicos y

cuatro casos falsos negativos (1,9/100000 recien nacidos cribados).

Resultado de la prueba Enfermo Sano
Positivo 137 33
Negativo 4 209991

Tabla 7: Verdaderos y falsos positivos y negativos de la prueba de cribado.

De acuerdo a estos datos (Tabla 7) nuestro protocolo de cribado presenta
una sensibilidad de 97,16%; una especificidad del 99,98% y un valor predictivo
de 76,11.
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5.2 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES SEGUN LA
ALTERACION DETECTADA

5.2.1 Aminoacidopatias

En la Tabla 8 se recogen las caracteristicas de los pacientes diagnosticados
de aminoacidopatias a través del cribado neonatal; de cada uno de ellos se recoge
la prevalencia, los marcadores bioquimicos analizados, la situacién clinica a la
deteccion y necesidad o no de medidas dialiticas, asi como el tiempo de

seguimiento valorando su evolucién clinica y neurolégica.

. Dialisis o | Tmedio .
0
N Prevalencia Sintomas | Marcadores chos_alterados depuracion dx Cl/CD Sit.
casos al dx (rango medio) (rango) | actual
extrarrenal | (meses)
HPA 35 |1/6005 No Phe(s):200uM[150-306] No 50 95-120 (LS
benigna Phe/Tyr:2.4[1.2-5.8]
PKU 17 | 1/2363 No Phe(s):608uM[188-1418] No 61 84-121 |LS
Phe/Tyr:9,1[4,0-22,1]
TYRI 2 |1/105082 |Si Tyr(s):662,729uM No 99 87-91 LS
HCY 1 |1/210165 |No Met(s):59uM No 70 104 LS
Hcy(0):22 mmol/molcrea
Def. MAT 8 |1/26271 No Met(s):124puM[50-341] No 53 88-119 |LS
1111
MSUD 4 | 1/52541 3:Si XLeu(Leu+lle)(s):1484uM 2/4 77 85-117 |LS
1:No [514-3367]
Val(s):410uM[244-552]
Alcaptonuria| 2 |1/105082 | No Ac. Homogentisico (0): No 30 100-116 | LS
300,700 mmol/mol crea

Tabla 8: Caracteristicas de los pacientes con aminoacidopatias (s:sangre; o:orina; LS:
libre de sintomas)

5.2.1.1 Hiperfenilalaninemias

El punto de corte para considerar un caso positivo de hiperfenilalaninemia
en la prueba de cribado se establece con un valor de fenilalanina (Phe) en sangre
> 120umol/L (2mg/dl); y valorando ademés la relacion fenilalanina/tirosina que
se considera patoldgica si es > 2. Utilizando estos criterios se detectaron en
nuestro centro 54 pacientes con resultado positivo para hiperfenilalaninemia
mediante el cribado durante el periodo de estudio. En todos ellos tras comprobar
un nivel de fenilalanina plasméatico aumentado se realiz6 determinacion de

dihidropterina reductasa (DHPR) en eritrocitos en muestra de sangre en papel de
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filtro y pterinas en orina (de 6-12 horas) para descartar un déficit de cofactor
(estos analisis se realizan en el Centro de Diagndstico de Enfermedades
Moleculares de la Universidad Auténoma de Madrid (CEDEM)). Se completo el

diagnostico con estudio molecular en el gen PHA.

Cribado Neonatal - Santiago
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Figura 7: Perfil de fenilcetonuria

Del total de los pacientes diagnosticados de hiperfenilalaninemia, 52
presentaron deficit de fenilalanina hidroxilasa, los otros 2 casos fueron
hiperfenilalaninemias transitorias. Esto supone que se presentan entre 2 y 8
pacientes nuevos por afo, lo que representa una tasa media de 24,7 pacientes por

cada 100.000 nacidos Vivos.

En funcion de las concentraciones plasmaticas de Phe al diagndstico y la
tolerancia a la Phe a los 5 afios de edad, nuestros pacientes de distribuyen del

siguiente modo (Tabla 9, figura 8):
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35 Hiperfenilalaninemias benignas (HPAB): niveles de fenilalanina al
diagnostico 150-360umol/L (2,5-6 mg/dL). No precisan tratamiento

dietético.

6 Fenilcetonurias leves (PKUL): niveles de fenilalanina al diagnéstico
entre 360 y 600 pmol/L (6-10 mg/dL). Tolerancia de 400-600 mg/dia de

fenilalanina.

2 Fenilcetonurias moderadas (PKUM): niveles de fenilalanina al
diagnostico entre 600 y 1200 pumol/L (10-20 mg/dL). Tolerancia de 350-

400 mg/dia de fenilalanina.

9 Fenilcetonurias clasicas (PKUC): niveles de fenilalanina al diagnostico

>1200 umol/L (<20 mg/Ll). Tolerancia de fenilalanina<350 mg/dia.

Frecuencia | % Va!or m’ed_io Rango Tolerancia
al diagnostico Phe/dia(mg)
gz/;z/d L) 3 67,3% (zslg ;TrTg1/(§jI;_L) 243-5,05 E:E:i
?ﬁlflli)ng/dL) 6 1Ls% |- 476’; E]ng]g;‘l_) 6-10,13 |  400-600
(P>K1L(;-I\2/IOmg/d L) 2 3,8% (72?) r:r?f:/_l_) 10-14 350-400
(P>K2t)J(r:ng/dl) o 17,3% (125%(633 ;Tr:f:i) 20-34 <350

Tabla 9: Clasificacion de nuestros pacientes con hiperfenilalaninemia
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m HPAB
m PKUL

PKUM
W PKUC

Figura 8: Distribucion de los pacientes con hiperfenilalaninemia.

En los pacientes diagnosticados de fenilcetonuria se realizé el estudio
molecular para confirmar el diagnéstico. En dos pacientes estd pendiente el

resultado de este estudio.

Se han observado 33 mutaciones distintas en la poblacion gallega; las que
aparecen con mayor frecuencia son: p.R176L, p.R261Q y p.IVS10-11 G>A. En
las tablas 10 y 11 se recoge el genotipo encontrado en nuestros pacientes y los
fenotipos que presentan. Se describe también la actividad enzimatica para cada
mutacion; estas actividades descritas se corresponden con las que han sido
determinadas in vitro, publicadas y recopiladas en la pagina gen PAH

recopiladas por la PHA Mutation Analysis Consortium (www.pahdb.mcqill.ca).

Segun se indica en esta pagina, estas actividades in vitro se han realizado por
distintos métodos y no siempre coinciden exactamente unos resultados con otros.
Asi mismo, hay mutaciones cuya actividad residual parece baja, pero se activa
con rapidez en presencia BH4 y tiene finalmente una actividad préacticamente del
100%.
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Alelo 1 A(‘,Zt C. Mut.| Dominio| Alelo 2 A(‘)Zt T.Mut.| Dominio | FG
cp5Z%Z36>|tr 21-42 Miss Catalitico Cpg;gl:i 27-47 Miss Catalitico 3
PEOR | 012 | Miss | Cataliico | PO 2 | Miss catalitico )
PR | 2142 | Miss | Camlitico | PRZY < | Non Catalitico )
e | 2142 | Miss | Camlitico | PSS | 039 | Miss Regulador | 2
Cpl':g; gl/_l_ 32-100 | Miss Catalitco Cplzj;;:'c ? Miss Tetramerizacion | 1
cplﬁgg gl/T 32-100 | Miss Catalitico c_[JizR:QZ(();'\:IT ? Miss Catalitico 1
ngSzéi\_/r ? Miss Catalitico pcllg%tollll(if 0 Spli . 1
cpgﬁgg(ﬁ 31 | Miss | Catlitico C‘_’é’gggﬁ 31 | Miss Catalitico 1
cpgg\gg(lST 31 Miss Catalitico cp4|§é5c);8>% 3-29 Miss Catalitico 1
Cps'g\gg(lST 31 Miss Catalitico pcll/()SGisolllle(i? 0 Spli - 1
. 1F6555d|;ﬁ ? Del | Regulador C_ﬂ';ffe ? Miss Regulador 1
C,E;iic 21-60 | Miss | Regulador C?i\llgzggi”A 15-43 | Miss Catalitico 1
PR | 2142 | Miss | Calitico | PYSM | 1543 | Miss Catalitico 1
C%';%Zil} 21-42 Miss Catalitico E;;?CZDT ? Miss Catalitico 1
PRI | 2142 | Miss | Camalitico | PTREL| 2083 | Del Regulador | 1
C%';%Zil} 21-42 | Miss | Catalitico cq;:lll:fG 20-80 | Miss | Tetramerizacion | 1
Cpsz%ilir 21-42 Miss Catalitico No detectada - - - 1
cp7§§?33>?6\ 10-18 Miss Catalitico quggg\: A 15-43 Miss Catalitico 1
cpYF;i‘é:i)'(r <1 Non Catalitico cp7§§?31>?o\ 27-47 | Miss Catalitico 1
C,fong 25-82 | Miss | Regulador C?%'Zigﬁ 27-47 | Miss Catalitico 1
c.ggfgSA 25-82 Miss Regulador pcllgsstollllei? 0 Spli ) 1
C%;/szégk 52-63 Miss Catalitico ng;_(é ff;il 2 ? Del Catalitico 1
c%ggggk 52-63 Miss Cataitico C.pl";g: g;/T 32-100 | Miss Catalitico 1
(? 5\23767:2\ ? Miss Catalitico cp1\1/6328 giﬂA 15-43 Miss Catalitico 1
cpl\z(fgl'zrc ? Miss Tetriri‘giriza- No detectada - - R 1

Tabla 10: Genotipos y actividad enzimatica de los pacientes con hiperfenilalaninemias
benignas. (FG: Frecuencia de genotipos; Act: Actividad; T. Mut: Tipo Mutacion; Non: Nonsense; Miss:
Missense; Del: Deleccion; Spli: Splicing)
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Alelo 1 A(‘;t MC' Dominio|  Alelo 2 'A(‘)Ct' T. Mut. |Dominio|FG | Fe™
0 ut. %
572 iZ;[')I' ? | Miss | Catalitico cqzlL;'IiSC 0-39 | Miss | Regulador | 2 SKKSQ
Cp1';555dlj§l_ ? Del Regulador cp7§§?;1>% 27-47 Miss Catalitico | 1 | PKUC
PIVSIOLLGA | o | spi . DRI 2 | Miss | Catalitico | 1 | PKUC
pcll/()86160111166>7\6\ 0 spli - CE;E_?_IC 21-60| Miss | Regulador | 1 | PKUC
pclll()SGlGOllllGiT 0 Spli - Cg;ﬁﬁ; 18-98| Miss | Regulador | 1 | PKUM
2727 1 | oo | BSEBR o [ | - |1 |t
DR2A39  1048| Miss | Calitico | PEIOS - \70.85|  Miss | Catalitico | 1 | PKUL
Cpggés;% 10-18 | Miss | Catalitico pcll/ose%;olllleif 0 Spli - 1 | PKUC
DRSS |arar| Miss | Calitico | POESN | 72 | miss | Catalitico | 1 | PKUL
PRZIQ 2747 | Miss | catalitico | PIVSIOLOMA | g | g - | 1| PKkuc
c.%cliﬁng 18-98| Miss | Regulador c.llg-ff?geellTTC 20-83|  Del | Regulador| 1 | PKUL
pRITOX ? | Non | Cataliico |  PR2NO |27.47| Miss | Catalitico | 1 | PKUC
cp7F§§‘(1:3>>Sr <1 | Non | Catalitico cp1\1/63§(§2/| A |1543| Miss | Catalitico | 1 | PKUC
cp1\1/§28c8;2/|A 15-43 | Miss | Catalitico cpsggzoli 0-12 Miss Catalitico | 1 | PKUC

Tabla 11: Genotipos, fenotipos y actividad enzimética de los pacientes con
fenilcetonuria. (FG: Frecuencia de genotipos; Act: Actividad; T. Mut: Tipo Mutacién; Non: Nonsense;
Miss: Missense; Del: Deleccidn; Spli: Splicing; Fen: Fenotipo)

De los 39 genotipos encontrados solo 5 de ellos se repiten en mas de una
ocasion. Tres de estos genotipos corresponden a familiares: p.L48S/p.Y277D son
hermanas gemelas y p.R176L/p.R261Q y p.T380M/p.E280K son hermanos. Las
dos hermanas gemelas que presentan el mismo genotipo fenotipicamente se
comportan uno como una fenilcetonuria leve y la otra como una fenilcetonuria
moderada, en los otros casos hay concordancia fenotipo/genotipo. No se han

detectado mutaciones nuevas.

La terapia con tetrahidrobiopterina (BH4) (Laboratorios Schirks, Suiza)
desde 2004 a 2009, y desde 2009 con dihidrocloruro de sapropterina (Kuvan®;
Merck Serono, Suiza) ha supuesto un avance en el tratamiento de la
fenilcetonuria porque permite en los pacientes respondedores incrementar la
tolerancia a las proteinas naturales manteniendo adecuados niveles de

fenilalanina. Para valorar que pacientes presentan respuesta al tratamiento con
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este cofactor realizamos un test de sobrecarga durante 24 horas administrando
una dosis de sapropterina (BH4) de 20 mg/kg y midiendo los niveles de
fenilalanina en situacion basal y a las 4, 8, 12 y 24 horas tras la administracion
del cofactor. En nuestra unidad se empez0 a realizar este test a los pacientes
diagnosticados a través del cribado neonatal en el afio 2002. Se considera que la
respuesta es positiva cuando se produce un descenso de los niveles de

fenilalanina en sangre > 30% a las 24 horas.

El 29,4% (5/17) de los pacientes con fenilcetonuria tuvieron respuesta
positiva a la prueba de sobrecarga y fueron tratados con BH4/sapropterina (en
todos ellos se realiz6 previamente el test de sobrecarga de BH4 en el primer mes
de vida) a una dosis de entre 5-20 mg/kg por dia, la dosis se ajusto en funcién de

la tolerancia en la dieta y de los niveles de fenilalanina en sangre (Tabla 12).

De los pacientes que reciben tratamiento tres presentan fenilcetonuria leve
y dos presentan fenilcetonuria moderada con niveles de fenilalanina en el
momento de realizar el test de sobrecarga entre 403 y 1066 pmol/L observandose
un descenso >30% a las 8 horas y mayor del 57-64 % a las 24 horas. No presento
respuesta ninguno de los pacientes con fenilcetonuria clasica. Ninguno de ellos

presento efectos secundarios en relacion con el tratamiento farmacologico.

A continuacion se recogen las caracteristicas de los pacientes que reciben
tratamiento con BH4/ Kuvan desde el periodo neonatal y los datos sobre la

evolucion de los mismos (Tabla 12).
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5.2.1.2 Tirosinemias

Durante el periodo de estudio se detectaron 2 pacientes con elevacion de
la tirosina en la muestra de sangre (valor medio de tirosina 662,729 uM); en los
que se confirmd el diagnostico de tirosinemia tipo I; lo que supone que esta

patologia presenta una frecuencia de 1/105082 recién nacidos.

En el momento de la deteccion al persistir la tirosina elevada ambos
presentaban alteraciones de la coagulacién (indice de Quick del 16% el paciente
n°l y del 25% el paciente n°2) y marcada elevacion de a-fetoproteina (media
215000 ng/ml). Ademas el paciente n°1 presentaba disfuncién tubular renal con
nefrocalcinosis y elevacion de las transaminasas. En ambos casos la
succinilacetona estaba elevada en sangre y orina y también los 4-
hidroxifenilderivados, los dos presentaron la misma mutacién de splicing

IVS12+5 G>A (c.1062+5G>A) en homocigosis.

Recibieron desde el mes de vida tratamiento con nitisinona (NTBC)
iniciandola a 1 mg/kg/dia en dos dosis que se ajustd posteriormente de acuerdo
con niveles plasmaticos de nitisinona (se consideraron niveles plasmaticos
adecuados entre 30-60 pmol/L). También recibieron tratamiento con dieta
restringida en fenilalanina y tirosina para mantener unos niveles de tirosina en
sangre por debajo de 400pmol/L y de fenilalanina entre 35-120 pmol/L. Ambos
presentan, con un tiempo medio de seguimiento de 99 meses, buena evolucién
clinica con buen cumplimiento del tratamiento, uno de ellos presenta deficit de

atencion recibiendo tratamiento con metilfenidato durante 6 meses.
5.2.1.3 Trastornos del metabolismo de los aminoacidos azufrados.

Una elevacion significativa de metionina (el percentil 99 en nuestra
comunidad es de 48umol/L) se detectd en el periodo de estudio en 9 pacientes;
de estos 1 fue diagnosticado de homocistinuria clasica (déficit de cistationina 3-
sintasa) y los otros 8 de deficiencia de metionina adenosiltransferasa (déficit de
MAT I/111).
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El paciente diagnosticado de homocistinuria clasica presentaba en la
muestra de sangre del cribado metionina elevada, con un valor de 59 umol/L y
homocistina en orina de 22 mg/g de creatinina. Se confirm6 el diagndstico
mediante el estudio genético presentando en homocigosis la mutacion p. T257M.
Recibe tratamiento con betaina, dieta restringida en metionina y suplementos de
acido félico y vitaminas B6 y B12. A los 5 afios de edad presenta muy buena
evolucion clinica manteniendo los niveles de homocisteina por debajo de 40

pmol/L.

Los ocho pacientes diagnosticados de déficit de MAT I/I11 presentaron en
la primera muestra de cribado (recogida en todos los casos en los primeros cinco
dias de vida) valores elevados de metionina (rango 50-341 umol/L). En el estudio
posterior de aminoacidos plasmaticos presentaron valores medios de metionina
de 188,5 umol/L y la homocisteina normal, excepto en el paciente n°1 que
presentaba en el momento de confirmar el diagndstico una marcada elevacion de
la metionina (573 pmol/L) y homocisteina ligeramente elevada (22,8 umol/L). Se
confirmé en todos los pacientes el diagnostico mediante estudio genético
presentando todos ellos en heterocigosis la mutacion de fenotipo dominante
p.R264H (c.791g/a) en el gen MAT1A. Estos ocho casos suponen una frecuencia
de déficit de MAT I/111 en nuestra comunidad de 1/26271 recién nacidos (Tabla
13).

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8
Edad Actual 5a 4m 5a 2m 5a 2m 5a1m | 3allm | la6m la3m 2a 8m
Sexo Mujer | Varon | Mujer | Varon | Varon | Mujer | Mujer | Mujer
Metionina

(LM) 50 100 88 141 100 115 106 292
En cribado

Confirmacion | Met573 | Met189 | Met341 | Met331 | Met180 | Met180 | Metl31 | Met295
diagnéstica | tHc22,8 | tHe8,9 | tHc9,7 | tHc12,4 | tHc9,3 | tHc9,3 | tHcl5 | tHcl0

Mutacién p.R264H |p.R264H | p.R264H | p.R264H | p.R264H | p.R264H | p.R264H | p.R264H

Tabla 13: Caracteristicas de los pacientes con déficit de MAT I/11l. (Met: metionina; tHc:
homocisteina)
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Se determinaron los niveles plasméaticos de metionina en los padres de 7
de los 8 pacientes (uno de los padres no autorizo realizar la determinacion)
encontrandose como era previsible elevacion de la metionina en uno de los
padres, dado la herencia autosémica dominante de la mutacion p.R264H. Los
progenitores estan asintomaticos con excepcion del padre del paciente n°4 que
presenta cardiopatia no relacionada con la hipermetioninemia y moderada
elevacion de las enzimas hepaticas que se relaciona con el tratamiento
farmacologico que recibe. Ademas se diagnosticd un caso mas de déficit de MAT
I/111 en una nifia de 7 afios hermana de uno de los pacientes diagnosticado por
cribado que presentaba unos niveles de metionina de 124 umol/L y que no habia
sido detectada en el periodo neonatal por no aplicarse todavia en aquel momento

el cribado ampliado.

Todos los pacientes detectados a traves del cribado se mantienen con
niveles de metionina inferiores a 300 pumol/L, con una dieta sin exceder los
requerimientos recomendados de proteinas para su edad. Con un tiempo medio
de seguimiento de 53 meses se encuentran asintomaticos con un desarrollo
antropomeétrico y neuroldgico adecuado y un cociente de desarrollo en rango

normal.
5.2.1.4 Enfermedad de la orina de jarabe de arce (MSUD)

Se diagnosticaron durante el periodo de estudio 4 casos; 2 formas clasicas
(con una actividad decarboxilante inferior al 2% respecto al control) y 2 formas
intermedias (actividad entre el 3 y el 30%). Los 2 pacientes con la forma clasica
diagnosticados entre el 5° y 7° dia de vida presentaban a su deteccion clinica de
encefalopatia aguda grave y concentraciones de leucina superiores a 2000

pmol/L (2500 y 2269 respectivamente).

En los de la forma intermedia, uno de los pacientes fue detectado en el
cribado metabdlico con una concentracion de leucina+isoleucina de 1467 pumol/L
en la muestra de sangre tomada a los 7 dias de vida; en el momento de la

confirmacion diagnostica, a los 14 dias de edad, presentaba clinica de vomitos y
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succién lenta con pérdida de peso, su concentracion de leucina plasmatica en ese
momento era de 1682 pmol/L. El otro paciente estaba asintomético a su

deteccion.

Todos los pacientes eran hijos de padres no consanguineos, de etnia

caucasica, a término y con un embarazo y un parto sin incidencias destacables.

En los 2 nifios con presentacion neonatal grave, sintomas de encefalopatia-
coma y concentraciones de leucina plasmatica al ingreso superior a 2000 pumol/L,
se indicd inicialmente fluidoterapia iv con alto aporte de glucosa y lipidos,
manteniendo el sodio entre 140-145 meq/L y suplemento de tiamina (aunque
ninguno de ellos presentd respuesta a ésta). Se llevé a cabo ademas, depuracién
artificial mediante dialisis peritoneal, y en ambos casos se consiguieron en 24

horas valores en torno a 1000 pmol/L.
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Figura 9: Perfil de la enfermedad de la orina de jarabe de arce.

En los pacientes con formas clasicas se observd una decarboxilacion de
leucina en fibroblastos muy deficiente (1,3 y 1,2% con respecto al control) y en
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los pacientes con formas intermedias del 4% y 26% con respecto al control. En
los analisis de complementacion genética los pacientes con formas clasicas
pertenecen al grupo de complementacién Elb del gen BCKDHB con los
genotipos p.K116fs/p.G172W y p.1214K/p.1214K y los pacientes con formas
intermedias pertenecen uno también al grupo Elb del gen BCKDHB con el
genotipo p.1214K/p.A311H vy el otro al grupo Ela del gen BCKDHA con el
genotipo p.A285P/p.A220V.

Todos ellos mantuvieron un adecuado control metabdlico con
concentraciones medias de leucina evolutivas <240 uM (220, 177, 252 y 121
umol/L respectivamente) excepto durante los periodos de descompensacion.
Excepto el paciente 4 que se mantuvo asintomatico, los otros tres presentaron
descompensaciones metabolicas moderadas que precisaron ingreso hospitalario
en relacion con infecciones viricas y/o bacterianas (infeccion respiratoria y otitis
fueron las méas frecuentes). Durante estas descompensaciones, la concentracion
plasmatica de leucina s6lo super6 esporadicamente los 1000 pmol/L en dos de
los pacientes. El tratamiento fue siempre dietético, con suplementos de
isoleucina, valina y también glutamina, alanina y tiamina; en dos de los casos se
administré nutricién parenteral con una mezcla de aminoacidos exenta de

leucina, valina e isoleucina.

Evolutivamente todos ellos presentan unos parametros antropomeétricos
normales y un cociente de desarrollo normal (con puntuaciones de 85, 94, 117,
110) aunqgue es superior en los pacientes con formas intermedias (Tabla 14). El
tiempo medio de seguimiento es de 77 meses y todos ellos se encuentran en el

momento actual asintomaticos.
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Activ. | N°
Edad Gen Mutacion L, CD/CI
actual Enzimat | Ing

p.K116fs(c.348delA)
p.G172W(c.514G>)

p.1214K(c.641T>A)
p.1214K(c.641T>A)

p.A285P(c.853G>C)
p.A220V(c.659C>T)

p.1214K(c.641T>A)
p.A311H (c.931G>C)

Fenotipo

1 Clasica 7 afios | E1b/BCKDHB 1,2% 6 85

2 Clasica 5a4m | E1b/BCKDHB 1,3% 2 94

3 | Intermedia | 8 afios | E1a/BCKDHA 4% 5 117

4 | Intermedia | 2a 7m | E1b/BCKDHB 26% 0 110

Tabla 14: Caracteristicas de los pacientes con Enfermedad de Jarabe de Arce

5.2.1.5 Alcaptonuria

En nuestro grupo de estudio se detectd elevacion de acido homogentisico
en orina en 2 pacientes (p.1: 4715 mmol/mol de creatinina y p.2: 300mmol/mol
de creatinina) en la muestra del cribado. En muestras de orina liquidas obtenidas
al mes y 3 semanas en el paciente n°1L y al mes de vida en el n°2 los valores
obtenidos fueron mucho mas elevados (p.1: 11752 mmol/mol de creatinina y p.2:

900 mmol/mol de creatinina).

El genotipo del paciente n°1 presenta en el gen HGD las mutaciones p.V300G
(c.1066T>G)/c.1355+1G>Ay el del n°2 p.D18V(c.53A>T)/p.S45QfsX66 (c.133delT).

Los dos pacientes reciben tratamiento con dieta sin exceso de proteinas
animales y suplemento de vitamina C. Con un tiempo medio de seguimiento de

30 meses se encuentran asintomaticos como era de esperar.
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5.2.2 Defectos del ciclo de la urea

Se han detectado por cribado aquellos defectos con citrulina/arginina

elevadas en la muestra de sangre en papel de filtro.

Citrulinemia tipo | . Amdurla, . Déficit de arginasa
arginino-succinica
N° casos 1 1 1
Prevalencia 1/210165 1/210165 1/210165
Sintomas si No No
al dx
LAEIB el e Citrulina(s): 1096pM Phe(s):608M[188-1418]

bgcos alterados
(rango medio)

Ac. ordtico(0):80mmol/molcrea | Phe/Tyr:9,1[4.0-22,1] | 1Y"(8):662,729uM

Dialisis o

depuracion No No No
extrarrenal

Tmedio dx

(meses) 24 26 44
Cl/ICD

(media) 85 86 98
Situacion actual CS LS LS

TABLA 15: Caracteristicas de los pacientes con trastornos del ciclo de la urea (s: sangre; o: orina; LS:
libre de sintomas; CS: con sintomas).

5.2.2.1 Citrulinemia tipo |

Se detectd un paciente, el cual a las 48 horas de vida inicia clinica de
vomitos y distension abdominal e ingresa en su hospital de referencia con
sospecha inicial de pseudobstruccion intestinal. Presenta un rapido
empeoramiento del estado general con hipotonia, deterioro neuroldgico y crisis
convulsivas precisando intubacién y ventilacién mecanica. Al quinto dia de vida
en las pruebas endocrino-metabdlicas se objetiva elevacion de citrulina en sangre
(2400 pmol/L), de glutamina (2811 pmol/L) y del orético en orina (1435
pumol/L). Estos hallazgos de cribado facilitaron su diagnostico mas rapido; fue
trasladado a nuestro centro con un valor de amonio en ese momento de 680
pumol/L; se inici entonces tratamiento con benzoato sodico y fenilacetato sédico

intravenoso consiguiendo la normalizacion de las cifras de amonio a las 12 horas
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de iniciar el tratamiento. El diagnostico fue confirmado por estudio genético

presentando la mutacion p.Gly122Val (¢c.365G>T) en homocigosis.

Evolutivamente se mantiene con dieta restringida en proteinas naturales y
fenilbutirato oral. Tras 24 meses de seguimiento, no ha tenido episodios de

descompensacion graves y presenta un cociente de desarrollo del 85%.
5.2.2.2 Aciduria arginino-succinica

En nuestra unidad se recibié un paciente que a pesar de encontrarse
asintomatico presentaba en el cribado neonatal elevacion de la citrulina (116
pumol/L) y acido arginino-succinico (103 pumol/L) lo que sugeria el diagndstico
de aciduria arginino-succinica. En el estudio enzimatico se puso de manifiesto
una incorporacion muy disminuida de citrulina a las proteinas (33% respecto al
control) y presenta las mutaciones p.R379C/p.R456Q. Tras un periodo de
seguimiento de 26 meses con tratamiento dietético con aporte de 20 g de

proteinas naturales al dia el paciente se encuentra asintomatico.
5.2.2.3 Déficit de arginasa

Un caso fue detectado tras presentar en el cribado neonatal elevacion de
arginina (196 pumol/L) en sangre y de ordtico (693 mmol/mol de creatinina) en
orina. El diagndstico se confirmé por estudio enzimatico (43% de actividad con

respecto al control). Tras 44 meses de seguimiento se encuentra asintomatico.
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5.2.3 Acidurias organicas

En la Tabla 16 se recogen las caracteristicas generales de los pacientes con

acidurias organicas seguidos en nuestra unidad clinica.

Dialisis o
depuracion
extrarrenal

Tmedio | CI/CD | Situacién
dx (media) actual

N° .| Sintomas Marcadores bgcos alterados
Prevalencia ;
casos al dx (rango medio)

C3(s):[11.5-14.6]um )
PA 2 1/105082 Si C3/C2(0):[1.59-1.43] Si 8 Exitus
C3/C16(s):[7.41-5.33]uM

MMA Ac.metilmalénico(o):
1:Si 874-4987 mmol/molcrea 1:Si 1:Exitus
(s | 1/105082 LNo | C3(s):5.2-13 uM 1.No 18 8 LLS

e C3/C2(s):0.68-0.73

C3(5):10.1 um
Ac.metilmalénico(o):827mmol/
1 1/210165 No molcrea No 9 87 LS
Homocistina(0):57.3
mmol/molcrea

MMA
(CbIC)

Glutarilcarnitina(s):1.62uM
[0.27-4.23]
Glutarilcarnitina(o):52.9mmol/
molcrea[14.5-132]

GA-1 6 1/35027 No No 50 90 LS

C50H(s):1.89uM [0.55-5..3]
30H
ac.isovalérico(o):970mmol/mol
crea[85-3521]

3-MCC 4 1/52541 No No 56 118 LS

C50H(s):0.93 pM
1 1/210165 No 3metilglutarilcarnitina(s):0.54 No 97 95 CS
uM

HMG
def

Tabla 16: Caracteristicas de los pacientes con acidurias organicas. (s: sangre; o: orina; LS: libre de
sintomas; CS: con sintomas)

5.2.3.1 Aciduria Propidnica

Durante el periodo de estudio se detectaron en el cribado valores elevados
de propionilcarnitina y de los cocientes C3/C2 y C3/C16 en 2 pacientes (p.1: C3
11,5 pmol/LC3/C2 1,59 umol/L y C3/C16 7,41 pmol/L y en p.2: C3 14,6 pumol/L
C3/C21,43 pmol/L y C3/C16 5,33 pmol/L). Los dos pacientes fueron
diagnosticados de forma neonatal severa de acidemia propionica, ya que ambos
presentaban en el momento de detectarse en el cribado neonatal sintomas clinicos

severos precisando hemodiafiltracion en el periodo neonatal.

Los dos fueron éxitus en el primer afio de vida (a los 4 meses y un afio
respectivamente) en relacion con descompensaciones metabdlicas graves en el

contexto de cuadros sépticos.
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Figura 10: Perfil de la Aciduria Propionica.

5.2.3.2 Aciduria metilmalonica

En nuestra Unidad de Enfermedades Congénitas del Metabolismo se
recibieron durante el periodo de estudio tres pacientes con un resultado en el

cribado compatible con aciduria metilmalonica.
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Figura 11: Perfil de la aciduria metilmalonica.

Dos de ellos presentaban en el cribado neonatal elevacion de acido
metilmaldnico (874-4987 mmol/molcrea), propionilcarnitina (5,2-13 uM) vy del
cociente C3/C2 (0,68-0,73) y en ambos se confirmé el diagndstico de aciduria
metilmaldnica clasica por estudio enzimatico poniéndose de manifiesto una
actividad indetectable de la metilmalonil CoA mutasa; esto supone una
frecuencia de 1/105082 recién nacidos. Evolutivamente uno de los pacientes, que
habia precisado hemodiafiltracion en el periodo neonatal, fue éxitus a los 2 meses
de edad en relacién con una descompensacion metabolica severa motivada por
una sepsis por estafilococo aureus; el otro paciente presenta macrocefalia aislada
encontrandose por lo deméas asintomatico tras 89 meses de seguimiento. En este
segundo paciente se llevo a cabo el estudio genético presentando las mutaciones
p.R174P/p.N219Y.

El tercer paciente presentaba en las pruebas de cribado neonatal elevacién
en sangre del ac. metilmaldnico (827 mmol/mol crea) y de propionilcarnitina
(10,13 pmol/L) y en orina elevacion de homocistina (57,3 pmol/mol crea)

confirmandose posteriormente que se trata de una acidemia metilmaldnica con
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homocistinuria. Tras 9 meses de seguimiento el paciente se encuentra

asintomatico.
5.2.3.3 Aciduria glutarica tipo |

En nuestra comunidad se detectaron mediante cribado seis pacientes con
aciduria glutérica tipo | lo que supone una frecuencia de esta enfermedad de
1/35027 recién nacidos. Ninguno era hijo de padres consanguineos y todos son

de origen caucasico.

Todos ellos presentaron en el cribado neonatal elevacién de
glutarilcarnitina (C5DC) en sangre (media 1,65 uM; rango 0,27-4,23; punto de
corte 0,13 uM) y en orina (media: 49,7 mmol/mol creatinina; rango: 14,4-132
control < 1,9). También se objetivé elevacion de acido 3-hidroxiglutarico (30H-
GA) en todos los pacientes y del acido glutarico (GA) en 4 de los seis pacientes
(Tabla 17).
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Figura 12: Perfil de la aciduria glutéarica tipo I.
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El diagndstico se confirmd por estudio genético identificAndose 7
mutaciones diferentes en el gen GCDH, siendo tres de ellas nuevas (p.R88H,
p.Y398C, p.D220N), con alta frecuencia de homocigosis (3/6).

A su deteccion estaban asintomaticos aunque 4 de ellos mostraban
macrocefalia y en las pruebas de imagen (RNM o ecografia) aumento del espacio
subaracnoideo fronto-temporal; en tres de ellos persiste la macrocefalia pero sin
presentar otros sintomas clinicos acompafiantes, el cuarto paciente presenta un
trastorno por déficit de atencidn. Recibieron tratamiento con suplementos de
carnitina y riboflavina y dieta con restriccion de lisina y triptofano. Durante los
procesos infecciosos o situaciones de estrés fisiolégico todos los pacientes
recibieron tratamiento estricto retirando o disminuyendo el aporte proteico al
50% durante al menos 24 horas; dependiendo de la gravedad de la
descompensacion, proporcionando un elevado aporte energético a expensas de
glucosa y lipidos y duplicando la dosis de carnitina. Durante el primer afio todos
precisaron elevado aporte energético para mantener un adecuado estado
nutricional; los pacientes 5 y 6 precisaron nutricion enteral por SNG durante 5 y
4 meses respectivamente para lograr un adecuado incremento ponderal. En la
Tabla 18 se recogen los datos relativos a los pacientes con aciduria glutarica tipo
l.

Durante el seguimiento los niveles de triptofano (5-57 uM) vy lisina (77-
181 uM) se mantuvieron en rango apropiado, con lisina en algunas ocasiones en
limite inferior. Los niveles de carnitina libre se mantuvieron por encima de 30
MM en todos los casos; los niveles de C5DC persistieron elevados en sangre en
todos los pacientes excepto el n°3. En orina también se observo persistencia de la
elevacion de C5DC en todos los casos, presentando incremento de GA y 30H-
GA en 4 de ellos (pacientes n° 2, 3, 5y 6). El paciente n°2 present0 un episodio
de descompensacion a los 2 afios de edad con rechazo de la ingesta e
hipoglucemia. Tras un tiempo medio de seguimiento de 56 meses todos se
encuentran asintomaticos con un desarrollo motor y cognitivo normal; persiste
macrocefalia en el paciente n°2 que fue diagnosticado de un déficit de atencién a
los 6 afios de edad.
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Paciente 1 2 3 4 5 6
Sexo varén mujer varon Mujer mujer mujer
Edad dx 11 dias 19 dias 15 dias 20 dias 11 dias 18 dias
Sintomas al dx No Macrocefalia No Macrocefalia | Macrocefalia | Macrocefalia
C5DC

0.48 0.58 0.53 0.27 3.86 4,23
en sangre
C5DC en orina 431 175 15.9 145 132 68
30H-GAen 238 1267 70 176.3 368 574
orina
GA en orina 412 86 82 40 5160 3509
Estudio p.R227p/ p.R88C/ p.D220N/ | p.R227P/ p.R88H/ p.R88H/
Molecular p.S305L p.Y398C p.R402W p.R227P p.R88H p.R88H
Cambio €.716G>C/ | ¢.298C>T/ €.694G>A | ¢.716G>C/ €.299G>A €.299G>A
nucleotido c.950C>T | ¢.1229A>G | ¢.1124C>T | ¢.716G>C | c.299G>A | €.299G>A
Imagen al dx

N A N A A A

(RNM/Eco)

Tabla 17: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con aciduria glutarica tipo | al
diagndstico. (N: normal; A: aumento del espacio subaracnoideo fronto-temporal)

Paciente 1 2 3 4 5 6
Edad actual 9a9m 9a7m 3abm 2a2m 23m 16m
3 . . Déficit . .. | Asintomatico | Asintomatico | Asintomatico
Sintomas Asintomatico .. Asintomatico . . .
atencion Macrocefalia | Macrocefalia | Macrocefalia
. . . . . L-carnitina | L-carnitina
Tratamiento L-carnitina | L-carnitina| L-carnitina | L-carnitina
B12 B12
Restringida |Restringida| Restringida | Restringida | Restringida | Restringida
Dieta enlisinay |enlisinay | enlisinay | enlisinay | enlisinay | enlisinay
triptéfano | triptéfano | triptéfano triptéfano triptéfano triptéfano
Lisina: media 72.8 85.6 40 81.6 89.1 58.9
(rango) (37-102) | (34.8-173) | (23.8-68.1) | (44.4-120) | (61.1-139) (19.9-92)
Triptéfano: media 41.9 48.5 46.7 49.2 41.5 454
(rango) (35.7-49.3) [(33.1-86.8)| (23.1-70.7) | (38.9-60.8) | (31.8-48.8) | (28.1-59.8)
Carnitina: media 41.4 50.4 66.1 60.6 65.2 74.8
(rango) (34.0-59.0) [(41.7-60.0)| (49.3-93.2) | (35.9-122) | (43.5-82.2) | (51.3-93.0)
C5DCsangre:media 0.20 0.80 0.10 0.20 55 35
(rango) (0.14-0.29) ((0.56-0.92)| (0.03-0.28) (0-0.44) (3.60-8.09) | (1.84-7.18)
Discapacidad
No No No No No No
Motora
Cociente
105 85 95 100 110 100
Desarrollo
Lenguaje Fluido Fluido Fluido Fluido Fluido Fluido

Tabla 18: Seguimiento de los pacientes con diagndstico de Aciduria Glutarica Tipo I.
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5.2.3.4 Metilcrotonilglicinuria

En nuestra unidad se recibieron cuatro pacientes con sospecha de
metilcrotonilglicinuria en el cribado neonatal; todos ellos estaban asintométicos y
presentaban niveles elevados de 3-hidroxiisovalerilcarnitina (C50H) en sangre
(media 1,89 uM y un rango 0.55-5.3) y de 30H isovalérico en orina (media 970
mmol/mol crea y un rango 85-3521). Se confirmo el diagnostico por estudio
enzimatico demostrandose actividad deficiente de la 3
metilcrotonilCoAcarboxilasa (MCC) y se realizd6 también estudio genético;
identificandose en tres de ellos los genotipos p.F546fs (c.1635dupT)/p.F546fs
(c.1635dupT),p.A160T (c.478G>A)/p.1441T (c.1321T>C) en el gen MCCC2 y
p.P464H(c.A1528C)/p.A456A en el MCCCL1. El resultado del estudio genético

del otro paciente esta pendiente de resultado.

Con un tiempo medio de seguimiento de 56 meses presentan un buen
control clinico, recibiendo dieta con moderada restriccion proteica y suplementos
de biotina y carnitina. Uno de los pacientes preciso ingreso en relacién con una
hipoglucemia cetdsica y ese mismo paciente estd diagnosticado de déficit de

atencion e hiperactividad.

Paciente 1 2 3 4
C5-OH 5.3 0.93 0.55 0.79
30H
isovalérico en 3521 189 87 85
orina
Estudio p.F546fs/p.F546fs Pendiente de p.A160T/p.1441T p.P464H/p.A456 A
genético €.1635dupT/c.1635dupT resultado c.478G>A/c.1321T>C ¢.A1528C/--
Gen MCCC2 MCCC2 MCCC1
Edad actual lallm 5a5m 2a7m 6a 9m
Clinica Asintomatico Def|<_:!t Asintomatico Asintomatico
atencioén

Tabla 19: Caracteristicas de los pacientes con metilcrotonilglicinuria.

Dos nuevos casos fueron detectados en este periodo al diagnosticar dos
madres metilcrotonilglicinuria por las alteraciones observadas en el cribado de

sus hijos.
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5.2.3.5 Aciduria 3-OH-3-metilglutarica

Un dnico paciente fue diagnosticado por cribado de este error congeénito
del metabolismo lo que supone una frecuencia de 1/210165 recién nacidos.
Presentaba elevacion en sangre de 3-OH-isovalerilcarnitina (0,93 uM) y 3-
metilglutarilcarnitna (0,54 UM) y en orina de los &cidos 3-OH-isovalérico, 3-
metilglutarico, 3-OH-3metilglutarico y 3-metilglutaconico. El estudio enzimatico
en cultivo de fibroblastos confirmd una actividad indetectable de la 3-OH-3-
metilglutaril CoA Liasa y en el estudio molecular se confirmé la presencia en
homocigosis de la mutacion p.E37X (c.109A>T) en el gen HMGCL. Recibe
tratamiento con dieta restringida en proteinas y grasas y suplementos de carnitina
con buena evolucion clinica. En la actualidad tiene 7 afios y 5 meses y se
encuentra asintomatico presentando un unico episodio de descompensacion a los
4 anos por gastroenteritis con hipoglucemia, insuficiencia renal aguda y

elevacion de las transaminasas que precisé ingreso en UCI pediatrica.
5.2.4 Defectos congénitos de la R-oxidacion de los acidos grasos

Como punta de partida la Tabla 20 recoge el resumen de las caracteristicas
de los pacientes con este tipo de trastornos que seguimos en nuestra unidad

clinica.
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5.2.4.1 Deficit de acil coenzima A deshidrogenasa de cadena media (MCADD)

Se identificaron mediante cribado neonatal 11 casos de este ECM lo que
supone una frecuencia de 1/19106 recién nacidos; confirmandose que se trata del
trastorno de la R-oxidacion mas frecuente. Se sospechO este diagnostico en
aquellos pacientes en los que se objetivd en el cribado una elevacion especifica
de acilcarnitinas C6, C8, C10, C10:1 por encima del percentil 99 de la poblacion
de estudio. Los puntos de corte fueron C8> 0.52 uM, C6>0,43uM, C10>0.50
UM, C10:1<0.33 uM, C8/C2>0.02 uM, C8/C10>1.85. La octanoilcarnitina (C8)
y los cocientes C8/C2 y C8/C10 se mostraron como los mejores marcadores para
el diagnostico de este trastorno, ya que, todos los pacientes presentaron elevacion
de C8 (valor medio de 3,22 pumol/L), C8/C2 (valor medio 0,32 umol/L) y solo
uno no presentd elevacion del cociente C8/C10 (valor medio de 7, 79 umol/L)
(Tabla 21).

Paciente | N°1 [ N°2 | N°3 | N°4 | N°5 | N°6 | N°7 | N°8 | N°9 |N°10|N°11|Media+DS

Edad

g 6 | 4 | 7|6 |10/23| 6 |4 | 4| 4 | 5 |718+528
dx(dias)

C6 0.4410.28|0.34|0.25/0.65|0.63|0.46 | 1.67 |0.93|1.240.90|0.70+0.42

C8 1.7211.31|1.23|0.84|3.06|5.82| 1.9 | 9.4 |4.57|5.19(1.26 | 3.22+2.55

C10:1 0.61]0.27|0.20(0.33|0.66|0.47|0.22|0.97 |0.55|0.56 | 0.39| 0.47+0.21

C8/C2 |0.22]0.12|0.11|0.06|0.34|0.67|0.08 0.74|0.55| 0.6 {0.12|0.32+0.25

C6/C2 |0.06|0.03|0.03(0.01{0.07|0.05(0.02{0.13|0.11|0.14| 0.1 |0.06+0.04

C8/C10 |7.53|6.62|7.33{1.64|7.94/10.3| 11 [13.2|11.4|6.38|2.45|7.79+3.42

Tabla 21: Valores de acilcarnitinas en MS/MS en pacientes con MCADD

Entre las caracteristicas que presentan los pacientes cabe destacar que
ocho de ellos eran caucasicos y tres de etnia gitana; todos ellos ademas eran
recién nacidos a término con peso normal al nacimiento y se encontraban

asintomaticos a su deteccion.

La mutacion mas frecuentemente encontrada fue p.K329E (c.985A>G) en
el gen ACADM que se encontré en homocigosis en siete pacientes y en

heterocigosis en otros tres; uno de los pacientes no presento esta mutacion. Se
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encontraron 2 nuevas mutaciones p.D181G (¢c.542A>G) y p.W82S (c.245G>C).

Los genotipos de nuestros pacientes se recogen en la Tabla 22.

Después del diagndstico todos los pacientes recibieron tratamiento
dietético; cinco de ellos precisaron ademas tratamiento con suplementos de L-
carnitina por presentar niveles en plasma de carnitina por debajo de 12 uM.
Evolutivamente con un tiempo medio de seguimiento de 41 meses todos
mostraron un desarrollo fisico y neurolégico normal y se mantuvieron
asintomaticos. EIl paciente 6 murié a los 2 afios de edad en otro hospital en
relacion con una infeccion respiratoria severa. Este paciente era homocigoto para
la mutacion mas frecuente y al diagnostico presentaba valores muy elevados de
C8 y de los cocientes C8/C2 y C8/C10. Los otros pacientes no presentaron

episodios de descompensacion.

Todos los pacientes presentan cocientes de desarrollo normales; de hecho
dos de ellos heterocigotos para la mutacién mas frecuente presentaron cocientes

de desarrollo elevados (pacientes n°1 y 4).
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Paciente E. Molec. Cambio Nucleo. CD/CI Estado actual
E
e | e | E
e | e | E
e | e | w E
NS ok | cseenn o Ls
e | e |
. . >
N7 ke | cossane Ls
e | e | w E
e | e | E
o | men | e E
e e | E

Tabla 22: Estudio genético y seguimiento de los pacientes con MCADD

5.2.4.2 Déficit de 3-hidroxiacil coenzima A deshidrogenasa de cadena larga
(LCHADD)

En nuestra unidad se realiza seguimiento de 2 pacientes con esta entidad
cuya deteccion fue realizada a traves del cribado neonatal; esto supone una
frecuencia de 1/105082. En ambos casos se objetivo en el cribado elevacion de
C160H (0.79; 0.68 uM); C18-10H (0.97; 0.51 uM); C180H (1.4; 0.7 uM).

Ambos pacientes se encontraban asintomaticos en el momento del diagndstico.

Se confirmd el diagnostico mediante estudio molecular siendo ambos

homocigotos para la misma mutacion: p.Q510E en el gen EOAG.

Evolutivamente con un tiempo medio de seguimiento de 69 meses los dos
se encuentran asintomaticos, aunque ambos precisaron hospitalizaciones por
episodios de rabdomiolisis. Reciben tratamiento con restriccion de triglicéridos
de cadena larga al 10% de la energia total, suplementacion con triglicéridos de

cadena media (MCT) al 10-20 % de la energia total, aporte de &cidos grasos
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esenciales linoleico y linolénico del 3-4% y 0,5-1%, respectivamente, del total

caldrico. Suplementos con riboflavina, coenzima Q10 y acido docosahexaenoico.
5.2.4.3 Déficit de acil coenzima A deshidrogenasa de cadena corta (SCADD)

En la unidad se realiza seguimiento de cuatro pacientes diagnosticados de
SCADD a través del cribado neonatal en el periodo de estudio. En el cribado
neonatal se observo que presentaban elevacion en sangre de butirilcarnitina (C4)
(media 1.57 uM, rango 1.1-2.16) y en orina de ac. etilmalénico (media 1783

mmol/mol creatinina, rango de 367-2539).

En todos ellos se realizd estudio molecular y todos son heterocigotos para
distintas mutaciones en el gen ACADS. El paciente 1 con las mutaciones
p.R171W (c.511C>T) y ¢.47-36X>G en el exon 1, no descrita previamente en la
base de datos Human Genetic Mutation Database. El paciente 2 p.L88R
(c.263T>G); p.Q311X (c.931C>T) y el polimorfismo p.625G>A; el paciente 3
p.M1T (¢c.2T>C) y p.R383C (c.1147 C>T) y el paciente 4 p.R22W (c.136C>T) y
p.R306H (c.989G>A).

Evolutivamente tras un tiempo medio de seguimiento de 53 meses con
tratamiento con dieta moderadamente restringida en grasas y suplementos de
riboflavina todos ellos han presentado un adecuado desarrollo psicomotor y se

encuentran asintomaticos en el momento actual.
5.2.4.4 Déficit del transportador de carnitina

En nuestra unidad se realizo este diagndstico a través del cribado neonatal
en un paciente lo que supone en una frecuencia de 1/210165 recién nacidos. La
alteracion que se objetivd en el cribado fueron unos niveles séricos
anormalmente bajos de carnitina libre (C0) (2.3 pM). Recibe tratamiento con
suplementos con carnitina realizandose controles periédicos de ésta y con un

tiempo de seguimiento de 5 afios y 10 meses se encuentra asintomatico.
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5.2.5 Defectos del metabolismo de los hidratos de carbono

Se diagnosticaron de galactosemia en nuestro centro a traves del cribado
neonatal en el periodo de estudio un total de once pacientes lo que supone una
frecuencia de 1/19105 recién nacidos; de estos cinco presentaron galactosemia
clasica (1/42033), cuatro presentaron galactosemia por déficit de GALK
(1/52541) y los otros dos galactosemia por deficit de GALE (1/105082)

5.2.5.1 Galactosemia clasica

Estos pacientes presentaron en el cribado elevacion de galactosa 1P en
sangre con un valor medio de 2.36 mM vy rango 0.95-4 (punto de corte <0.5
mmol/L) con galactosa en orina normal. En el momento del diagnéstico cuatro de
ellos se encontraban asintomaticos y el quinto presentaba una opacidad ocular
incipiente que remitio tras tratamiento de base con la exclusion de la lactosa de la

dieta.

En todos ellos se confirm6 el diagnéstico midiendo la actividad
enzimatica de la galactosa 1 fosfato uridiltransferasa que en cuatro pacientes fue

practicamente indetectable y en el quinto muy deficiente.

En tres se realizd estudio molecular; dos de los pacientes son homocigotos
para p.R148Q y el otro, que es el que presenta actividad enzimatica residual, es
heterocigoto para la mutacion p.Q188R/alelo Duarte 2. En los otros dos esta

pendiente de realizar el estudio genético.

Con un tiempo medio de seguimiento de 34 meses los pacientes no
presentan lesiones hepaticas, renales ni opacidad del cristalino. Todos ellos
presentan un desarrollo neuroldgico normal pero dos de ellos presentan peso en

el percentil 10.
5.2.5.2 Galactosemia por déficit de galactokinasa

En el cribado de estos pacientes se puso de manifiesto un aumento de
galactosa en orina pero con galactosa 1P en sangre normal. En el momento de su
deteccion tres estaban asintomaticos pero uno con distocia social y deteccion
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tardia (a los 2 meses) presentaba ya catarata bilateral, que no remitio con dieta y
preciso intervencion. El estudio enzimatico puso de manifiesto una actividad

deficiente de la galactokinasa en todos ellos.

Reciben tratamiento con dieta sin lactosa y con un tiempo medio de
seguimiento de 48 meses todos presentan un cociente de desarrollo normal y se

encuentran asintomaticos.
5.2.5.3 Galactosemia por déficit de epimerasa

Los dos pacientes con este diagnéstico presentaron en el cribado elevacion
moderada de la galactosa 1P en sangre (media 1.39 mM) y de galactosa en orina.
Ambos se encontraban asintomaticos en el momento del diagndstico. El estudio
enzimatico puso de manifiesto una actividad deficiente de la UDP-galactosa 4-

epimerasa.

Con un tiempo medio de seguimiento de 67 meses y una dieta libre pero

sin abuso de lacteos ambos se mantienen asintomaticos.
5.2.6 Trastornos congénitos del metabolismo del glutation

Controlamos un paciente diagnosticado de aciduria piroglutdmica, lo que
supone una frecuencia de 1 /210165 recién nacidos. A las 16 horas de vida
ingres6 en la Unidad Neonatal por anemia con ictericia generalizada (sin
incompatibilidad Rh ni de grupo) y acidosis metabolica con elevacién del anién
GAP; presentaba ademas en la ecografia cerebral maltiples septos en los
ventriculos laterales con calcificaciones lineales en el tdlamo. El diagnostico se
orientd a la aciduria piroglutdmica al objetivarse en el cribado neonatal niveles
elevados en sangre de glutamato (1703 uM) y de &cido piroglutdmico (300uM) y

niveles elevados en orina de oxiprolina.

El estudio de la actividad enzimatica de la glutation sintetasa presentaba
en este paciente una actividad del 9% con respecto al control y presento en
homocigosis la mutacion p.G374A en el exon 5 del gen de la glutation sintetasa

que se encuentra localizado en el cromosoma 20qg11.2.
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Desde el diagnostico recibid tratamiento con bicarbonato a altas dosis, N-
acetilcisteina, vitaminas C y E y acido lipoico. Presento varios episodios de
descompensacion en relacion con procesos infecciosos y multiples crisis
hemoliticas tras las cuales precisé transfusion de concentrado de hematies que
ultimamente se han espaciado mas. Con un tiempo de seguimiento de 78 meses
el paciente presenta sintomas clinicos relacionados con su enfermedad y un

cociente de desarrollo bajo con una puntuacion de 68.
5.2.7 Trastornos del metabolismo congénito de la biotina

En nuestra unidad se diagnosticaron durante el tiempo de estudio siete
pacientes con déficit de biotinidasa; seis pacientes con un déficit parcial y uno

con un déficit total.

Todos se encontraban asintomaticos a su deteccion. La actividad de
biotinidasa fue indetectable en el paciente con deficiencia total y en los pacientes
con deficiencia parcial la actividad media fue de 18,7% con un rango entre 13,6 y
25%.

En todo ellos se realizé estudio genético, siendo el genotipo mas frecuente
p.Al71T;D444H/p.D444H, presente en cinco de los pacientes con déficit parcial.
El paciente con déficit total es homocigoto para la mutacion p.R211C
(c.631C>T) (Tabla 23).

Paciente Alelol Alelo2 A. enzimatica Edad
N°1 p.Al71T;D444H p.D444H 19% 7alm
N°2 p.Al71T;D444H p.D444H 24% 6abm
N°3 p.Al71T;D444H p.D444H 13,6% 9abm
N°4 p.Al71T;D444H p.D444H 14% 5a7m
N°5 p.D444H p.D444H;AL71T 25% 8a3m
N°6 p.D444H - 16,8% 7a3m
N°7 p.R211C p.R211C Indetectable 3a7m

Tabla 23: Caracteristicas de los pacientes con déficit de biotinidasa.
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Todos los pacientes con déficit parcial presentan con un tiempo medio de
seguimiento de 90 meses buena evolucién clinica con tratamiento con biotina a
5mg/semana; el paciente 1 presentd crisis mioclonicas que cedieron tras la
administracion de biotina. El paciente con déficit total recibe 10 mg/dia de

biotina y también se encuentra asintomatico.
5.2.8 Defectos de la biosintesis del colesterol

Un paciente fue diagnosticado de aciduria mevaldnica durante el periodo
de estudio y es seguido en nuestra unidad; se trata de un varon hijo de padres no
consanguineos, con 2 hermanas sanas y con el antecedente de un feto muerto a
las 31 semanas. Nuestro paciente nace a las 32 semanas de gestacion mediante
cesarea por crecimiento intrauterino retardado presentando un peso de 13859 y
un Apgar de 9/10/10. En el periodo neonatal presenta fallo de medro, crisis
febriles recurrentes con vomitos, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia vy
marcada elevacién de reactantes de fase aguda. En la exploracion fisica a los 2
meses destaca prominencia frontal, orejas de implantacion bajas, catarata
bilateral y lenticono. En ese momento se realiza una segunda determinacion para
el cribado metabolico en la que se pone de manifiesto una marcada elevacion de
acido mevalonico en orina (11600 mmol/ mol creatinina; rango normal <11
mmol/mol creatinina) que sugiere el diagndstico; éste se confirma mediante
estudio molecular encontrandose en el gen MVK la mutacién en homocigosis
p.lle-268-Thr (c.803T>C). Datos adicionales sobre este paciente estan recogidos

en la publicacion de Pediatrics que se adjunta (Case report 1).

Tras su diagnostico recibid tratamiento con corticoides en las crisis
febriles, antioxidantes, vitamina C y coenzima Q10 y preciso de forma ocasional
nutricion enteral por sonda nasogastrica y transfusion de concentrado de
hematies. Dado la persistencia de crisis febriles se inici0 tratamiento con
anakinra (antagonista del receptor de la interleukina-1) a una dosis de 1
mg/kg/dia que se incrementd de forma progresiva hasta 8 mg/kg/dia observando
beneficios evidentes incluyendo mejor ganancia ponderal, desaparicion de las

crisis febriles y mejoria de la situacion neuroldgica.
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Tras un afio de tratamiento con anakinra volvié de nuevo a presentar crisis
febriles periddicas muy frecuentes (2-3/mes) y tras utilizar etanercept sin
respuesta, se decidio tras consenso con la familia realizar transplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos médula (realizado hace 2 semanas). El paciente
presenta hipotonia axial marcada, retraso del desarrollo, atrofia cerebral y pérdida
de agudeza visual siendo intervenido quirurgicamente de cataratas. Presenta un
cociente de desarrollo de 61%.

5.2.9 Defectos congénitos del transporte de los aminoacidos

Fueron diagnosticados de cistinuria clasica durante el periodo de estudio
un total de 11 pacientes con un valor medio de cistina de 672 mg/g creatinina y
un rango entre 460 y 1347. Todos ellos presentan buena evolucion clinica con un
tiempo medio de seguimiento de 114 meses y tratamiento con abundantes
liquidos y en algunos casos alcalinizacion de la orina con citrato potasico.

Ninguno de ellos ha presentado célculos hasta el momento.
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5.3 FALSOS POSITIVOS, ALTERACIONES TRANSITORIAS Y FALSOS
NEGATIVOS

A pesar de que nuestro programa de cribado neonatal ha demostrado
presentar elevada sensibilidad y especificidad se han detectado en el periodo de
estudio 33 casos falsos positivos (15,7/100000 recién nacidos cribados) (Tabla
24). En estos casos el marcador bioguimico que se encontr6 elevado con mayor
frecuencia sin que resultara ser patoldgico fue la citrulina que se detecto elevada
en 13 pacientes en los que finalmente no se confirmd el diagnéstico. En todos
ellos se excluyo el diagnostico de citrulinemia realizando determinaciones de
amonio, aminoacidos en plasma y orina y acidos organicos en orina (incluido

acido ordtico).

Los 10 casos de alteraciones transitorias (4,7/100000 recién nacidos
cribados) incluyeron un paciente con elevacion de citrulina (71uM), cinco
pacientes con elevacion de acido metilmaldnico en orina (media 113 mmol/mol
creatinina); otros dos con elevacion de 30H isovalerilcarnitina por paso a traves
de la placenta de metabolitos maternos (estos resultados permitieron el
diagnostico de las madres de deficiencia de 3-metilcrotonil CoA carboxilasa que
habia pasado desapercibido) y otros dos presentaron elevacion de
octanoilcarnitina (C8:1,28+0,44uM) confirmandose posteriormente que ambos

eran heterocigotos para el MCAD.

De los cuatro pacientes con resultados falsos negativos en el cribado, uno
fue una tirosinemia tipo | que debutdé con fallo hepatico al mes de vida y que
habia presentado en la primera muestra del cribado un valor de tirosina de 162
MM (punto de corte 175 pM). Otro fue un paciente con Aciduria Glutérica tipo |
bajo excretor, que tenia una concentracion de glutarilcarnitina en sangre de 0.13
MM en el cribado (punto de corte 0.18uM) y a los 8 meses de edad presentdé un
cuadro de encefalopatia que orienté al diagnostico; al realizarse un analisis
retrospectivo de glutarilcarnitina en orina en la muestra de cribado se objetivo un
valor de 18.2 mmol/mol creatinina (punto de corte 2.48 mmol/mol creatinina). El

tercer paciente es un déficit multiple de acilCoA deshidrogenasa que debut6 a los
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13 dias de vida con un cuadro de miocardiopatia y acidosis metabolica pero que

posteriormente presento evolucion favorable y en el momento actual se encuentra

asintomatico. Finalmente el cuarto caso falso negativo fue una nifia que presento

un cribado neonatal normal y retrospectivamente se diagnosticoO de

hiperfenilalaninemia benigna a los 6 afios al tener en ese momento una hermana

que se diagndstico por cribado.

N° casos Marcadores bioguimicos alterados
4 3 Hidroxiisovalerilcarnitina (s): 2.57uM [0.81-7.39]
2 Butirilcarnitina (s): 1.11 uM [0.94-1.29]
3 Actividad biotinidasa (s): 0.12 Aus [0.09-0.16]
) Metilmalonilcarnitina (s): 1.03 uM [0.88-1.18]
Propionilcarnitina/acetilcarnitina(s): Normal
1 Galactosalfosfato(s): 2.40 mM;galactosa (0): normal*
3 Galactosalfosfato (s): normal;galactosa(o): elevada*
13 Citrulina (s): 106 uM [36-265]
1 Acido piroglutamico(s): 212 uM;glutamato(s): 2719 pM
2 Carnitina libre (s): 5.4 uM
Tetradecanoilcarnitina (s): 1.66 uM [0.72-2.6]
2 Tetradecenoilcarnitina (s): 1.46 uM [1.23-1.7]

Tetradecadienoilcarnitina (s): 0.20 uM [0.14-0.26]

Tabla 24: Casos evaluados en nuestra unidad clinica por resultado anormal en el
cribado (s: sangre; o:orina; Aus: unidades de absorbancia; *:resultado cualitativo).
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6. DISCUSION

6.1 FRECUENCIA/PREVALENCIA DE LOS ECM DETECTADOS A
TRAVES DEL CRIBADO NEONATAL

En la comunidad de Galicia la frecuencia de Errores Congénitos del
Metabolismo detectados a traves de nuestro programa de cribado ampliado es de
1/1534 recién nacidos y de 1/2060 recién nacidos si excluimos las
hiperfenilalaninemias  benignas. El programa incluye los trastornos
recomendados para cribado por la American College of Medical Genetics®,
ademas de la cistinuria. La frecuencia con respecto a los trastornos mas
frecuentemente detectados en los programas de cribado (aminoacidopatias
excepto hiperfenilalaninemias benignas, defectos de la B-oxidacion de los acidos
grasos, acidurias organicas y defectos del ciclo de la urea) es de 1/2960 recién
nacidos, frecuencia que es similar a la reportada en Portugal® (1/2396),
Alemania® (1/2712) y Austria* (1/2855) y es algo mayor que la encontrada en
otros lugares como Carolina del Norte®® (1/4300) o en otros paises del entorno
europeo” tales como Francia, Suiza o Irlanda. Ademés, la frecuencia global de
1/2060 recién nacidos es mas alta que en otras poblaciones; ello es
probablemente debido a la realizacion de analisis de orina de forma rutinaria®* en
el programa de cribado, que permiten detectar entidades que no se expresan en
las muestras de sangre como la cistinuria, la galactosemia por déficit de
galactokinasa, la aciduria mevaldnica y la alcaptonuria. De éstas, la cistinuria y la
galactosemia se buscan de forma rutinaria en el cribado mientras que la
alcaptonuria y la aciduria mevalonica se pueden detectar en el proceso de
exclusion de otras entidades. La recogida rutinaria de la muestra de orina puede
también facilitar la deteccion de otros ECM (con minimos costes y escaso
equipamiento) como sucede en los defectos del ciclo de la urea, acidurias

organicas, galactosemia por deficit de epimerasa y aciduria piroglutamica.

Los ECM detectados en nuestra poblacion con mayor frecuencia son las

hiperfenilalaninemias, MCADD Yy las galactosemias.
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En las hiperfenilalaninemias distinguimos dos grandes grupos: las
hiperfenilalaninemias benignas con una frecuencia de 1/6005 y las PKU con una
frecuencia de 1/12363. La incidencia global de la PKU recogida en la literatura
es de aproximadamente 1/10000 recién nacidos*? aunque puede variar de 1/4000
a 1/100000 recién nacidos dependiendo de las regiones geograficas*®; asi por
ejemplo en zonas como Tunez presenta una elevada frecuencia con 1/7631 recién
nacidos™ y en otros lugares como Zheijang (China) la frecuencia es mucho
menor con 1/25001 recién nacidos®.

La segunda alteracion mas frecuentemente detectada es la MCADD, con
una frecuencia de 1/19106 recién nacidos, lo cual era esperable ya que, desde la
implantacion del cribado ampliado el nimero de casos detectados se ha elevado
considerablemente en los paises donde se lleva a cabo dicho cribado®“. Si
comparamos esta frecuencia con lo recogido en la literatura de la deteccion por
cribado de esta entidad, esta tasa es mayor que la recogida por Kasper® y cols de
1/24900 recién nacidos pero menor que la recogida por otros autores como

Vilarinho® o Harms que refieren una frecuencia de 1/10000 recién nacidos.

Desde 1979 nuestro programa de cribado incluye de forma sistematica la
determinacion de alteraciones del metabolismo de carbohidratos mediante una
prueba de dos etapas, en la cual las muestras de orina que han sido positivas para
azlcares reductores son examinadas mediante cromatografia de capa fina* y
desde 2002 se emplea rutinariamente MS/MS para la determinacion en sangre de
hexosas monofosfato®. La determinacién de galactosa total (galactosa libre,
galactosa 1P y UDP-galactosa) en muestras de sangre impregnada en papel es
cara e innecesaria para la deteccion de galactosemias si la muestra de orina es
recogida de forma sistematica. La proporcion de recién nacidos detectados con
galactosemia en nuestra comunidad es de 1/19106, esta frecuencia es elevada en
comparacion con la estimada para esta patologia a nivel mundial que es de
1/50000 recién nacidos de raza caucasica. Debe tenerse en cuenta, que esta
frecuencia puede estar subestimada al realizar diagndstico tardio porque el
cribado neonatal de galactosemia no se practica de modo universal y por la gran
variabilidad en la expresion clinica de esta patologia®’.
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Dentro del grupo de las aminoacidopatias, debe destacarse asi mismo la
relativa elevada incidencia del déficit de MAT /11l (1/26271), detectado en el
diagnostico diferencial de homocistinuria, y de enfermedad de la orina con olor a
jarabe de arce. Esta ultima patologia presenta en nuestro medio una frecuencia de
1/52541 recién nacidos, que es muy superior a la frecuencia mundial recogida de
1/85000 recién nacidos, aunque existen grupos étnicos con mayor incidencia*®*°.
Con frecuencias mucho menores fueron detectados dos casos de tirosinemia tipo
| (1/105082) y uno de homocistinuria clasica (1/210165). La frecuencia de
tirosinemia es similar a la recogida en la literatura de 1/100000 recién nacidos™ y
también la de homocistinuria clasica basada en el cribado neonatal, ya que esta
recogida una frecuencia de 1/200000-300000 recién nacidos con variaciones
entre los distintos paises, asi es mas frecuente en lugares como Irlanda y Nueva
Gales del Sur (Australia) donde es de 1/65000 recién nacidos y mucho menos
frecuente en otros como Japdn donde se estima una frecuencia de 1/900000

recién nacidos®?.

La aciduria glutarica tipo | es la aciduria organica mas frecuentemente
detectada en nuestro medio, con una incidencia de 1/30023 recién nacidos
(1/35027 recién nacidos a través del cribado) lo que representa una frecuencia
mucho mayor de la recogida en la literatura, sean detectadas o no a través del
cribado *8%°2, E| caso del paciente falso negativo con aciduria glutrica tipo |
bajo excretor en el cribado en el 2003 (glutarilcarnitina en sangre en rango
normal y acido glutéarico en orina < 100mmol/mol de creatinina) llevé a utilizar

la glutarilcarnitina en orina como marcador desde entonces.

No se confirma en nuestro medio lo recogido en la literatura de que la
metilcrotonilglicinuria sea la aciduria orgénica mas frecuente®, aunque si

presenta una frecuencia significativa afectando a 1/52541 recién nacidos.

Detectamos en esta década tres pacientes con defectos del ciclo de la urea
(una citrulinemia, una aciduria arginino-succinica y una deficiencia de arginasa)
lo que supone una frecuencia global de 1/70055. Este hallazgo indica que se

detectaron las 3 patologias del ciclo de la urea que es posible detectar al presentar
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citrulina elevada a través del cribado. Sélo hallamos descritos previamente 6

38,54
S

casos de deficiencia de arginasa mediante cribado por MS/M , el nuestro

seria el séptimo caso.

Se detectaron asimismo 7 casos de déeficit de biotinidasa; uno con
deficiencia total (1/210165) y seis con deficiencia parcial (1/35027), lo que
representa una incidencia combinada de 1/28563 recién nacidos. Ello supone mas

de dos veces la frecuencia combinada reflejada a nivel mundial por Wolf™

que es
de 1/60089 recién nacidos, sin embargo, si desglosamos los pacientes en aquellos
que presentan una deficiencia total y los que presentan una deficiencia parcial se
observan diferencias ya que en nuestro medio la deficiencia total presenta una
frecuencia menor que la reflejada en este estudio de 1/112271 pero la de la
deficiencia parcial es mucho mayor que la recogida de 1/129281 recién nacidos.
La incidencia combinada observada en nuestro estudio es sin embargo similar a

|56

la observada en otros lugares como Hungria Occidental®™ donde se detecta

deficiencia de biotinidasa en 1/20000 recién nacidos.

El cribado ampliado nos ha permitido por tanto conocer la prevalencia de
las principales enfermedades congénitas del metabolismo intermediario en

nuestra comunidad.
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6.2 SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALOR PREDICTIVO DEL
CRIBADO

La calidad y fiabilidad de nuestro programa de cribado neonatal se
confirma con los elevados valores que presenta de sensibilidad (97,16%),
especificidad (99,98%) y valor predictivo (76,11%). Debemos puntualizar que
este valor predictivo, es considerablemente més elevado que el recogido en otros
estudios, como el de Schulze® (58%), el de Vilarinho® (38%), el de Juan-Fita>®
(20,25%) o el de Huang™ (2,10%); esto puede ser debido a que en nuestro centro
se solicitan a menudo segundas muestras a los recién nacidos antes de remitirlos
a la unidad clinica, lo que reduce el nimero de falsos positivos. También
contribuye a este elevado valor predictivo el hecho de recoger de forma rutinaria
la muestra de orina que permite completar la informacion obtenida en aquellos
pacientes que presentan anormalidades bioquimicas antes de remitirlos a la
unidad clinica®® (lo que reduce la tasa de falsos negativos y aumenta la certeza de

los casos de alta sospecha diagnostica).

Por otra parte, al igual que otros centros, cumplimos el protocolo de
analizar de forma rutinaria una segunda muestra en aquellos nifios que son
prematuros 0 que reciben transfusiones o nutricion parenteral de forma

prolongada®™ 2,

La busqueda de una mayor calidad del programa quedé reflejada entre
otros aspectos en la disminucion de resultados falsamente positivos por la
elevacion de citrulina, que se encontro elevada inicialmente en 13 pacientes sin
que luego se confirmara dicha alteracion, pero disminuyd considerablemente el
envio a consulta de estos pacientes al incluir en los analisis de confirmacion
inicial de cribado la determinacién de 4cido orético y acido arginino-succinico®.

También permitio mejorar el valor predictivo de nuestro programa de

cribado la inclusién de glutarilcarnitina en orina®*®

gracias a lo cual es posible
evitar que la gran mayoria de los pacientes con aciduria glutarica tipo | bajo

excretores queden sin diagndstico, como nos ocurridé en 2003 con un paciente, y
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la determinacion de succinilacetona en orina que facilita el diagnéstico de la
tirosinemia® ya que la tirosina elevada es un marcador poco fiable en el periodo
neonatal por la elevada incidencia de tirosinemia neonatal transitoria (0,2-10%),
ademas pueden presentar en ocasiones valores en el limite superior de la

normalidad.

En dos casos con elevacion transitoria del marcador bioquimico C50H en
el cribado neonatal, que llevaron al diagndstico en sus madres de
metilcrotonilglicinuria; casos similares también fueron presentados por otros
autores como Vilarinho® y Frazier'®. Es por este motivo recomendable que se

realice estudio de acidos organicos y acilcarnitinas en las madres de estos nifios.

En resumen, el hecho de realizar de forma rutinaria una muestra de orina
conjuntamente con la de sangre permite ampliar de forma facil y sencilla la
informacion obtenida a traves del cribado, mejorar la fiabilidad del mismo y asi

aumentar su valor predictivo positivo.

Nuestro programa de cribado ampliado presenta una elevada especificidad
(99.98%); al igual que la observada en los programas recogidos en los estudios
de Schulze® (99,95%), Juan-Fita®® (99,9%) o Huang®® (99,72%), es decir, en este
sentido no existen diferencias significativas como sucedia con el valor predictivo.
En la década recogida de nuestro programa de cribado se detectaron cuatro
pacientes con resultados falsos negativos (0,001% de los pacientes cribados)
entre los que se incluyen una tirosinemia tipo | que se diagnostico al mes de vida
por presentar un fallo hepatico agudo, una aciduria glutarica tipo | en un paciente
bajo excretor que debutd con un cuadro de encefalopatia severa y en el que se
comprobd posteriormente que la determinacion de glutarilcarnitina en orina al
cribado estaba elevada, una deficiencia maltiple de acil-CoA deshidrogenasa que
debutd a los 13 dias de vida con un cuadro de miocardiopatia y acidosis
metabdlica severa cuyo diagndstico se confirmé por medicién de la flavoproteina
transportadora de electrones en fibroblastos y un ultimo caso de una paciente con
hiperfenilalaninemia benigna que presentara en el cribado un valor de

fenilalanina de 1,9 mg/dl y cociente de Phe/Tyr de 1,5 cuyo diagndstico se hizo
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al diagnosticarse su hermana en el cribado. Debemos considerar que con las
modificaciones introducidas en el programa de cribado al afiadir la determinacion
en la muestra de orina de succinilacetona y glutarilcarnitina los pacientes con
tirosinemia tipo | y aciduria glutarica tipo | ya no hubieran pasado desapercibidos
en el momento actual, con lo que los falsos negativos se reducirian a dos casos
(0,0005% de los pacientes cribados).
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6.3 SINTOMATOLOGIA AL DIAGNOSTICO E IMPACTO EN LA
UNIDAD NEONATAL

El principal objetivo del cribado neonatal sistematico es la deteccion de
los pacientes afectos cuando todavia se encuentran asintomaticos, permitiendo
asi un diagndstico y un tratamiento precoz que sin ninguna duda va a mejorar la

evolucion y prondstico a largo plazo de estos pacientes.

Asi, muchos de los pacientes con patologias detectadas a través del
cribado neonatal se benefician de forma clara de iniciar un tratamiento dietético

y/o farmacolégico de forma inmediata® %%

, Y nuestros pacientes no fueron
una excepcion a este hecho. Este es el caso de fenilcetonuria, tirosinemia tipo 1,
aciduria glutarica tipo 1, homocistinuria, trastornos R-oxidacion de los acidos

grasos (MCAD, LCHAD), galactosemias y déficit total de biotinidasa.

En otras entidades puede parecer mas controvertido la utilidad de un
cribado precoz, que aunque no se busquen directamente entran en el diagndstico
diferencial de determinadas patologias, por ejemplo en la metilcrotonilglicinuria,
déficit de MAT I/, SCADD o la deficiencia parcial de biotinidasa dado que
ademas en todas ellas la presentacién clinica es muy variable habiendo incluso
individuos que se encuentran asintomaticos’>’#"®. En nuestro estudio, un paciente
con déficit parcial de biotinidasa presenté convulsiones mioclénicas que cedieron
tras la administracién de biotina, desde entonces todos nuestros pacientes, al
igual que recomiendan otros autores, reciben 5 mg de biotina a la semana™. Se
plantean mas dudas con respecto al tratamiento en el deficit de MAT /111, el
SCADD o la metilcrotonilglicinuria, que son usualmente condiciones benignas
en las que como se refleja anteriormente los pacientes pueden encontrarse
asintomaticos. Sin embargo, debe valorarse que niveles altos de metionina
(>1000uM) pueden inhibir el transporte de otros aminoacidos neutros en el
cerebro y causar efectos neurotéxicos’>. Ademas, Ficicioglu y cols documentaron
un paciente diagnosticado de metilcrotonilgicinuria por screening neonatal que
sufrié descompensacion metabdlica aguda al abandonar su tratamiento de base™,

y por otra parte también conocemos que la prevencion de hipoglucemia
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siguiendo a la deteccion de SCADD por cribado ampliado previene
consecuencias adversas’’. Son necesarios estudios a largo plazo para una
adecuada optimizacién de los recursos en estas entidades y conocer cual es su

verdadera evolucion clinica.

En algunos casos, sin embargo, a pesar de realizar el cribado neonatal los
pacientes ya presentan sintomas en el momento de su deteccion, como sucede a
veces en las formas graves con sintomatologia tipo intoxicacion, y asi tuvo lugar
en nuestros pacientes con acidurias organicas graves (propionica, metilmalénica),
las formas clasicas de la enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce,
citrulinemia tipo I, aciduria mevaldnica y aciduria piroglutamica. No obstante el
cribado facilito una mas rapida deteccion, un diagnostico mas precoz y un

tratamiento mejor orientado.

Las 2 formas clasicas de la enfermedad de orina con olor a jarabe de arce,
se diagnosticaron ambas cuando el cribado se realizaba a partir del 5° dia de vida
y ya presentaban a su deteccion cuadros de encefalopatia aguda con
concentraciones de leucina superiores a 2000 pmol/L. Por ello subrayamos la
importancia al igual que otros autores de recoger las muestras del cribado por

MS/MS de forma precoz al tercer dia de vida, tras 48 horas de alimentacion®".

También presentaban sintomas en el momento de confirmarse el
diagnostico por cribado el paciente con citrulinemia tipo I, que habia debutado al
2° dia de vida con un cuadro de vémitos seguido de crisis comiciales y
encefalopatia y el cribado facilit6 una mayor rapidez en su tipificacion
diagnostica, y el paciente con aciduria piroglutdmica con anemia hemolitica y
acidosis metabdlica severa desde las 24 horas de vida. Asi mismo, el paciente
con aciduria mevaldnica, que presentaba episodios febriles repetidos con
elevacion de reactantes y estancamiento ponderal, presentd en las segundas
pruebas de cribado realizadas al 15 dia de vida elevacidén en orina de acido

mevalonico que facilito su deteccion.

Finalmente también presentaba sintomas clinicos de fallo hepéatico uno de

los pacientes con tirosinemia tipo | que fue un falso negativo del cribado dado

106



Tesis Doctoral Discusion

que en aquel momento no se realizaba en nuestra comunidad succinilacetona en
orina, que se incorpord al programa en el afio 2008%. Igualmente los otros 2
pacientes, detectados por la tirosina elevada, se les indico inicialmente vigilancia
y vitamina C; fue al persistir la tirosina elevada cuando acudieron a nuestra

Unidad y en ese momento presentaban leve afectacidn hepatica.

Estos trastornos metabdlicos, aunque son raros individualmente, en su
conjunto suponen un capitulo importante de la patologia pediatrica y tienen
repercusion en las unidades neonatales. Durante la década del estudio ingresaron
en nuestra unidad neonatal 4370 pacientes de los cuales 38 fueron diagnosticados
de ECM vy de estos 22 precisaron cuidados intensivos. Muchos de ellos
precisaron medidas de depuracion extrarrenal y ventilacion mecanica; siendo el
grupo de trastornos mas frecuentemente diagnosticado las aminoacidopatias. Este
impacto en la unidad neonatal esta recogido de forma minuciosa en el articulo de

Pediatrics International que se adjunta.

La incidencia de ECM en nuestra unidad de cuidados intensivos
neonatales durante el periodo de estudio fue de 1,59%; esta cifra es mayor que la
reportada por Tu® en China del 1,1% pero menor que la reportada por Jouvet®
del 2,2%. La menor incidencia con respecto al estudio de Jouvet probablemente
se encuentre en relacion con el hecho de que en Galicia desde el 2002 se realiza
la muestra de cribado en el tercer dia de vida lo que disminuye el namero de
pacientes que se encuentran sintomaticos en el momento del diagndstico y

permite realizar en mas casos un tratamiento ambulatorio.

El tratamiento de estos pacientes que precisan cuidados intensivos incluye
con frecuencia las terapias de depuracion extrarrenal, de eéstas, la mas
frecuentemente usada por su eficacia es la hemofiltracion veno-venosa. En
nuestro estudio 5 pacientes precisaron la aplicacion de éstas técnicas; 3
precisaron hemofiltracién veno-venosa (2 de ellos con el diagnostico de aciduria
propiénica y uno con el diagnostico de aciduria metilmalonica) y 2 didlisis
peritoneal (ambos se diagnosticaron de enfermedad de jarabe de arce). También

con frecuencia estos pacientes presentan fallo respiratorio siendo preciso iniciar
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soporte ventilatorio, 8 de los pacientes con ECM admitidos en nuestra unidad de
cuidados intensivos precisaron este tipo de soporte. En algunas ocasiones el
tratamiento farmacoldgico puede ser una alternativa a las terapias de depuracién
extrarrenal ya que en los neonatos pueden existir limitaciones técnicas para
realizar dialisis que retrasen el inicio del tratamiento. De hecho en nuestro grupo
de estudio, el paciente con citrulinemia tipo | tuvo una muy buena respuesta a
tratamiento farmacoldgico con fenilacetato y benzoato sodico intravenoso, por lo
que pese a haber ya previamente realizado canalizacion de la via femoral, no fue
necesario la hemofiltracion veno-venosa, siendo el primer paciente de Espafa

documentado con este tratamiento precoz neonatal®.
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6.4 EVOLUCION DE LOS PACIENTES CON ECM.

De los 137 pacientes diagnosticados durante el periodo de estudio fueron
éxitus 4; esto supone una mortalidad de 2,92%, porcentaje similar al 3,1%
observado por Frazier' en un estudio donde se siguieron pacientes con trastornos
metabolicos detectados a través de cribado con MS/MS durante 8 afios. Sin
embargo, existe una notoria diferencia con la mortalidad encontrada por
Hoffmann® (36%) en un estudio en pacientes con acidurias organicas y
trastornos de la R-oxidacion que presentaron sintomas clinicos después de la
primera semana de vida o con el estudio de Jouvet® donde se recoge una
mortalidad en pacientes con ECM que precisaron ingreso en una unidad de
cuidados intensivos del 28,6%; esta diferencia se justifica probablemente por
incluirse en estos dos ultimos estudios pacientes que ya presentaban
manifestaciones clinicas severas en el momento del diagndstico. Esto subraya la
importancia de realizar el cribado neonatal precozmente para disminuir la
mortalidad en este grupo de pacientes. De los 4 pacientes que fallecieron, tres de
ellos estaban diagnosticados de acidurias organicas (1 aciduria metilmalénica y 2
acidurias propidnicas) de presentacion neonatal severa precisando, como ya
mencionamos anteriormente, medidas de depuracion extrarrenal al diagnostico;
todos fallecieron en relacion con procesos infecciosos graves en el primer afio de
vida; a los 2, 4 y 12 meses. El cuarto paciente que fallecio estaba diagnosticado
de un trastorno de la R-oxidacion de los acidos grasos de cadena media que se
mantenia asintomatico con recomendaciones dietéticas encaminadas a evitar el
ayuno prolongado y con alto aporte de hidratos de carbono de absorcion lenta
pero que a los 21 meses de vida presentd una descompensacion metabdlica

secundaria a una infeccion respiratoria grave.

Evolutivamente todos los pacientes supervivientes (133), excepto dos,

tienen un CD/CI > 85 después de una media de seguimiento de 54 meses.

De modo global todos los pacientes con hiperfenilalaninemia presentaron
buena evolucion. A aquellos que presentaban fenilcetonuria se les realizo

evaluacion del desarrollo psicomotor y cognitivo con un indice general cognitivo
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y/o cociente de desarrollo de 103+15,2. S6lo uno de los pacientes, pretérmino de
30 semanas, presentd un cociente de desarrollo en el limite inferior del rango
normal (84%) y dos pacientes presentaron déficits neuropsicoldgicos menores a
pesar de buen control dietético, siendo esto concordante con lo objetivado en

otros estudios®®8788,

Es destacable, la gran variabilidad genética que presentaron nuestros
pacientes al realizar el estudio genotipico de los pacientes con
hiperfenilalaninemia en nuestra poblacion de estudio; ya que encontramos 38
mutaciones distintas; siendo las mas frecuentes IVS10-11G>A (9) R176L (8),
R261Q (7) y que representan el 63,1% de las mutaciones encontradas. Desviat et
al*®, describen el genotipo de los pacientes con hiperfenilalaninemia en Espafia,
indicando los mas prevalentes, en las distintas areas geogréaficas: IVS10-11G>A,
I65T y V388M. En dicho estudio se objetivd que la 1VS10-11G>A es la
mutacion mas frecuente en el territorio nacional pero su distribucién, no es
homogénea. En Galicia constituye el 11,5%, en la Cuenca Mediterranea el 12,5%
mientras que por ejemplo en Andalucia supone el 8,3% de la poblacion. Otro
dato de interés es que aunque en la mayoria de los pacientes se produce, como
era previsible, la concordancia fenotipo-genotipo no siempre es asi y de hecho 2
pacientes con el mismo genotipo (p.Y277D/p.L48S) con una actividad in vitro
del 39%, fenotipicamente se comportan uno como una fenilcetonuria suave vy el
otro como una fenilcetonuria moderada. Esto concuerda con las teorias de
Dipple® y Scriver® que defienden que pueden influir maltiples factores en las
variaciones fenotipicas de la fenilcetonuria, como las variaciones
interindividuales de la absorcion intestinal, el metabolismo hepéatico de la
fenilalanina, el ratio de absorcion de la fenilalanina en las proteinas, el gradiente
de fenilalanina a través de la barrera hematoencefalica, la relacion de las

mutaciones con BH4, asi como las interacciones del gen PHA con otros loci.

Otro aspecto relevante en relacion con la fenilcetonuria es la introduccion
desde 2004, del test de sobrecarga con BH4 y posterior tratamiento en los
responsivos. El 29,4% (5/17) de los pacientes con fenilcetonuria tuvieron
respuesta positiva a este test y fueron tratados con BH4 con una dosis media +
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10mg/kg/dia (con BH4 Shircks Laboratories, Switzerland y desde 2009 con
clorhidrato de sapropterina (Kuvan ®, Merck Serono, Switzerland)). Este
tratamiento permitié que 3 de nuestros pacientes respondedores puedan realizar
una dieta libre desde el periodo neonatal. Esto nos lleva a confirmar la utilidad y
seguridad de realizar este test en el momento del diagndstico en el periodo
neonatal e iniciar el tratamiento si la respuesta al mismo es positiva, como hemos
publicado recientemente®® y también lo recogen algunos autores en la

literatura®,

Los pacientes con Tirosinemia tipo 1 detectados por cribado presentan
ambos una buena evolucion con tratamiento con NTBC y dieta restringida en
fenilalanina y tirosina; por el contrario el que se diagnostico al mes de vida al
debutar con un fallo hepatico agudo fue éxitus coincidente con la realizacion de
trasplante hepatico en otro centro. Uno de los pacientes detectados a través del
cribado presenta un cuadro de déficit de atencion; este trastorno aparece con
frecuencia reflejado en la literatura en estos pacientes, sin saber con seguridad si
se podria relacionar con la enfermedad en si (niveles elevados de tirosina y
disminuidos de fenilalanina) o con el tratamiento farmacolgico®. Si
comparamos la evolucién de nuestros pacientes con la presentada por otros
grupos en la literatura observamos que al igual que en nuestro caso en el estudio
chileno® todos los pacientes presentaron también buen control metabélico tras el
inicio de tratamiento con NTBC y evolucion a largo plazo variable dependiendo
en gran medida de si el diagnostico se realizé de forma precoz. Sin embargo en el
estudio de Thimm®’ observan que un porcentaje elevado de pacientes con
Tirosinemia tipo 1 y tratamiento a largo plazo con NTBC presentan un desarrollo
intelectual anormal, en especial, en aquellos casos en los que se mantienen
concentraciones elevadas de tirosina en plasma a pesar del tratamiento. En
ningln caso se encontraron reacciones adversas al tratamiento. Asi mismo queda
patente en la literatura que los pacientes diagnosticados mas tardiamente
presentan un mayor riesgo de presentar alteraciones en el desarrollo cognitivo y
de desarrollo a largo plazo de hepatocarcinoma a pesar de recibir tratamiento con
NTBC*®,
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Dentro de las alteraciones del metabolismo de los &cidos grasos los
pacientes con MCADD y SCADD suelen presentar buen prondstico e incluso
algunos de ellos se mantendrian asintomaticos sin tratamiento, pero, dado que el
ajuste dietético en éstos pacientes cuando se detectan por cribado y estan
asintomaticos es relativamente sencillo y permite en la mayoria de las ocasiones

que no surjan descompensaciones con repercusion clinica™®'%*

se recomienda que
se mantengan incluidos en los programas de cribado. En nuestro estudio, como
era de esperar segun lo recogido anteriormente, todos los pacientes con MCADD
y SCADD se encuentran asintomaticos con un tiempo medio de seguimiento
elevado (41 meses) y presentan cocientes de desarrollo en rango normal con
excepcidn del paciente que fue éxitus en relacion con una infeccion respiratoria

grave ya mencionado.

Esta buena evolucion clinica no se observo sin embargo en los 2 pacientes
diagnosticados de LCHADD que presentaron varias descompensaciones
metabdlicas en los primeros afios con rabdomiolisis y afectacion hepatica que
requirieron ingreso, todas ellas en relacion con procesos infecciosos y/o actividad
fisica, pero ninguno de ellos presentd miocardiopatia ni otras alteraciones
clinicas graves. En la literatura hasta el 50% de los pacientes diagnosticados de
LCHADD por cribado presentan sintomatologia clinica a su deteccion y son muy

frecuentes los episodios de rabdomiolisis'®.

Esto refuerza la importancia de realizar un diagndstico precoz de estos
defectos a través del cribado neonatal; aunque implique detectar también formas

moderadas de la enfermedad*®,

Nuestros pacientes con trastornos congénitos del metabolismo de los
hidratos de carbono, concretamente con galactosemia clasica, detectados a través
del cribado presentan en el momento actual evolucion favorable encontrandose
libres de alteraciones neuroldgicas, hepaticas y renales. No obstante, sin embargo
debemos vigilar la aparicion de alteraciones tardias tales como alteraciones del

habla, alteraciones motoras, disfuncion ovérica, osteoporosis 0 retraso del
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crecimiento y del desarrollo cognitivo que pueden verse en éstos pacientes a

pesar de recibir tratamiento dietético correcto desde el periodo neonatal****%.

El tratamiento precoz permitid igualmente que tres de los cuatro pacientes
con galactosemia por defecto de la galactokinasa no presentaran cataratas; el
cuarto ya las presentaba en el momento de su deteccién al realizarse ésta en la
quinta semana de vida por distocia social, precisando finalmente tratamiento

quirargico.

En nuestro programa de cribado se incluye también la deficiencia de
biotinidasa ya que se trata de una patologia facilmente detectable y que con un
tratamiento sencillo como es la administracion diaria de biotina oral previene un

dafio neurolégico irreversible™®'"’

. Todos nuestros pacientes presentan una
evolucion satisfactoria con tratamiento, excepto como se menciond
anteriormente, uno de nuestros pacientes con un deficit parcial que presentd
crisis mioclénicas que cedieron cuando se administré biotina por lo que al igual
que otros autores recomendamos el tratamiento en todos los pacientes, tanto en el
déficit total como parcial'®®. Todos nuestros pacientes presentan una evolucion

satisfactoria con este tratamiento.

Buena evolucion clinica presentaron también, como era de esperar, los
pacientes con déficit de MAT I/1ll por tratarse de una entidad benigna™. En
relacion con esta patologia cabe resaltar que todos ellos presentan la mutacion de
fenotipo dominante p.R264H que ademas es la misma que presentaron los

pacientes del estudio realizado en nuestro pais vecino Portugal®®,

La evolucion no fue tan favorable en otros pacientes con formas de
presentacion neonatal grave como en algunas acidurias organicas clasicas; tres de
los cuales como ya se menciond fallecieron; uno con aciduria metilmalonica y
dos con aciduria propioénica. De los pacientes con aciduria metilmalénica que
sobreviven uno presenta una epilpepsia parcial y los otros se encuentran
asintomaticos. Tambien encontramos manifestaciones clinicas severas en la
paciente con aciduria piroglutdmica, que presenta un Cl de 68, aunque los

episodios de crisis hemoliticas han disminuido con la edad. En la literatura no
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hay ningln caso publicado al respecto al no ser habitual la recogida de orina en
las muestras de cribado. Con respecto a los pacientes con aciduria glutarica tipo |
es resefiable la gran diferencia evolutiva entre los pacientes diagnosticados a
través del cribado (5) y los diagnosticados tardiamente tras crisis encefalopética y
que acudieron a nuestra unidad clinica en ese periodo, cuyo nacimiento fue
previo a que se instaurara el cribado (3); ya que éstos ultimos han presentado una
evolucion toérpida presentando 2 de ellos tetraparesia espastica en el momento
actual frente a los asintomaticos por cribado. Estos hallazgos refuerzan lo
descrito en la literatura de que en los pacientes con aciduria glutarica tipo |
diagnosticados en el periodo neonatal la lesion del estriado que se encuentra
como correlato neuropatolégico puede prevenirse con el adecuado tratamiento
metabdlico; y que sin embargo, iniciar el tratamiento después de la aparicién de
los sintomas clinicos generalmente no previene la aparicion de dafio

permanente®®1011

El paciente con aciduria mevaldnica presenta manifestaciones clinicas
relevantes tales como: fallo de medro, retraso psicomotor, episodios febriles
recurrentes y catarata que precisd ser intervenida. Tras el diagndstico inicio
tratamiento con corticoides y antioxidantes (vitamina C, E y coenzima Q10) y
ocasionalmente transfusion de concentrado de hematies, a pesar de lo cual,
persistieron episodios febriles por lo que se decidié iniciar tratamiento
anakinra™?'® (antagonista del receptor de la interleukina-1) alcanzando una
dosis maxima de 8 mg/kg/dia al que inicialmente presenta buena respuesta,
aunque después de un afio ésta disminuye y reaparecen las crisis febriles cada vez
mas continuadas (2-3 episodios al mes, con una duracién media cada uno de
cinco dias). Tras posterior tratamiento con etanercept (inhibidor TNF-a) y de
nuevo falta de respuesta, en el momento actual acaba de realizarse, en consenso
con la familia, un transplante de progenitores hematopoyéticos, del que hay
descritos muy pocos casos en la literatura con este tratamiento pero con buena
respuesta, al volver a la normalidad los marcadores de inflamacion

postransplante y desaparecer las crisis*****.
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Finalmente mencionar la evolucion de los pacientes con defectos del ciclo
de la urea. Se trata de tres pacientes; uno de ellos con citrulinemia tipo | presento
un cuadro encefalopatico con hiperamoniemia que precisd tratamiento de
depuracion urgente® y en el momento actual su situacién clinica es bastante
buena a pesar de precisar nutricién por sonda de gastrostomia y presentar un leve
retraso del lenguaje. Los otros dos pacientes con aciduria arginino-succinica y
déficit de arginasa se encontraban asintomaticos en el momento del diagndstico y
han presentado una evolucion favorable con su tratamiento de base presentando
ambos un cociente de desarrollo normal (86 y 98 respectivamente) y

encontrandose en el momento actual asintomaticos.
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7. CONCLUSIONES

1. El cribado neonatal ampliado incluyendo la aplicacién de la técnica por
MS/MS ha supuesto una auténtica revolucion en el estudio de las
Enfermedades Congénitas del Metabolismo permitiendo realizar el
diagnostico de mudltiples enfermedades con un Unico analisis y
demostrando ser eficaz, eficiente y efectivo. Nuestro programa de Cribado
presenta con una década de seguimiento una sensibilidad del 97,16 %, una

especificidad 99,98 % y un valor predictivo positivo de 76,11 %.

2. Nuestra Unidad de Diagnostico y Tratamiento de Enfermedades
Congenitas del Metabolismo ha sido pionera en Espafia en la aplicacion de
esta tecnologia a la practica clinica y en la actualidad el cribado se realiza

de forma sistematica en nuestra comunidad al 99,9 % de la poblacion.

3. La aplicacion del cribado neonatal ampliado permite la deteccion precoz
de Enfermedades Congénitas del Metabolismo Intermediario, y por tanto
una intervencion terapéutica precoz de estas entidades. Ello ha
representado en nuestros pacientes una evolucion significativamente mas
favorable tanto en términos de morbilidad como de mortalidad, ya que con
una década de seguimiento el 95,5% de estos pacientes se encuentren
asintomaticos; el 98,6% presenta un CI > 85% y la mortalidad fue del
2,9%.

4. La recogida sistematica de una muestra de orina conjuntamente con la de
sangre permite complementar la informacién obtenida en el cribado y
facilita la realizacion de pruebas de segundo nivel que disminuyen de
manera significativa los resultados falsos negativos y la necesidad de
segundas muestras. Esto se ha puesto de manifiesto en nuestro estudio al
permitir realizar pruebas mas especificas en entidades como la
tirosinemia, la homocistinuria o la aciduria glutarica; ademas permitio la
deteccion de aciduria mevalonica, alcaptonuria, cistinuria y galactosemia
por déficit de galactokinasa, al aportar biomarcadores para estas entidades

no disponibles a nivel sanguineo.
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5. El cribado neonatal ampliado nos ha permitido conocer la prevalencia real
de los ECM en nuestro medio, asi como mejorar nuestro conocimiento
acerca de la historia natural de estos trastornos. La frecuencia de ECM
detectados a traves del cribado es de 1/1534 recién nacidos en nuestra
Comunidad. Los mas frecuentemente detectados fueron las
hiperfenilalaninemias con una frecuencia de 1/4041 recién nacidos
(1/6005 en las HPA y 1/12363 para la PKU), los trastornos de la -
oxidaciéon de los acidos grasos de cadena media, las cistinurias y las
galactosemias con una frecuencia cada uno de ellos de 1/19106 recién

nacidos.

6. Los pacientes diagnosticados de Enfermedades Congénitas del
Metabolismo son pacientes complejos que en las formas clasicas precisan
con cierta frecuencia ingreso en las unidades neonatales y cuidados
especificos como la aplicacion de terapias de depuracién extrarrenal y/o
soporte ventilatorio; de todos modos, debe tenerse en cuenta que con la
deteccion precoz aumenta el nimero de pacientes que puede ser tratados
ambulatoriamente. En la década analizada en este trabajo ingresaron en
nuestra unidad neonatal 38 pacientes de los detectados a través del
cribado, de los cuales 22 precisaron cuidados intensivos (de éstos 5
precisaron medidas de depuracidén extrarrenal y 8 precisaron soporte

ventilatorio).

7. La aplicacion del cribado neonatal ampliado nos ha permitido también
detectar ECM en las madres a través de los resultados encontrados en los
hijos. Esto se ha puesto de manifiesto en nuestro estudio al diagnosticar
dos madres con metilcrotonilglicinuria tras presentar sus hijos una

alteracion transitoria en el cribado.
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Newborn screening (NBS) by tandem mass spectrometry started in Galicia (Spain) in 2000. We analyse the
results of screening and clinical follow-up of inborn errors of metabolism (IEM) detected during 10 years.
Our programme basically includes the disorders recommended by the American College of Medical Genetics.
Since 2002, blood and urine samples have been collected from every newborn on the 3rd day of life; before
then, samples were collected between the 5th and 8th days. Newborns who show abnormal results are
referred to the clinical unit for diagnosis and treatment.

In these 10 years, NBS has led directly to the identification of 137 IEM cases (one per 2060 newborns, if 35
cases of benign hyperphenylalaninemia are excluded). In addition, 33 false positive results and 10 cases
of transitory elevation of biomarkers were identified (making the positive predictive rate 76.11%), and 4
false negative results. The use of urine samples contributed significantly to IEM detection in 44% of
cases. Clinical symptoms appeared before positive screening results in nine patients (6.6%), four of them
screened between days 5 and 8. The death rate was 2.92%; of the survivors, 95.5% were asymptomatic
after a mean observation period of 54 months, and only two had an intellectual/psychomotor development
score less than 85. Compared to other studies, a high incidence of type I glutaric aciduria was detected, one
in 35,027 newborns.

This report highlights the benefits of urine sample collection during screening, and it is the first study on

expanded newborn screening results in Spain.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Most cases of inborn errors of metabolism (IEMs) occurring with
clinical symptoms result in serious consequences to the affected
infants, including mild to severe irreversible mental retardation,
lifelong disability, physical handicaps, coma, and early death [1].
These effects can be prevented or significantly reduced in many

Abbreviations: BD, biotinidase deficiency; CIT 1, type | citrullinaemia; FFA, free fatty
acid; GA-1, type I glutaric aciduria; GALE, classical galactosaemia; GALK, galactokinase
deficiency; HPA, hyperphenylalaninaemia; IEM, inborn errors of metabolism; IQ, Intel-
lectual Quotient; MADD, multiple acyl CoA dehydrogenase deficiency; MAT I/11l, methi-
onine S adenosyltransferase deficiency; MCADD, medium chain acyl coenzyme A
dehydrogenase deficiency; 3 MCC, 3 methylcrotonyl CoA carboxylase; MMA, methyl-
malonic aciduria; MSCA, McCarthy Scales of Psychomotor Skills; MS/MS, tandem
mass spectrometry; MSUD, maple syrup urine disease; MVA, mevalonic aciduria;
NBS, newborn screening; PROP, propionic aciduria; PDI, Psychomotor Development
Index; PGA, pyroglutamic aciduria; SCADD, short chain acyl CoA dehydrogenase defi-
ciency; TYR 1, type I tyrosinaemia; WISC R, Wechsler Intelligence Scale for Children
Revised.
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cases if the IEM is diagnosed early: as a public health measure, new-
born screening (NBS) has proved to be diagnostically effective and
economically efficient.

As new technologies have emerged, public health authorities
have incorporated them in expanded NBS programmes. In particular,
tandem mass spectrometry (MS/MS) has gradually been adopted by
many countries following the work of Millington et al. [2]. In a single
2-3 minute test, MS/MS can determine over 30 analytes in blood
samples impregnated in paper, including amino acids and acylcarni-
tines. Consequently, it allows the detection of many inborn errors of
intermediary metabolism, such as aminoacidopathies, galactosaemia
(by measurement of hexose monophosphate [3]), organic acidurias,
and disorders related to the oxidation of free fatty acids (FFAs). Other-
wise, Pitt et al. reported the first study of urine profiling by MS/MS in-
cluding a great range of metabolites [4]. Metabolic disorders for which
other analytical techniques have been introduced include biotinidase
deficiency (BD), screened for by a colorimetric assay [5].

Several studies have examined the long-term outcome and effects
of expanded NBS for specific disorders, including classical organic acid-
urias [6], type I glutaric aciduria (GA-1) [7], maple syrup urine disease
(MSUD) [8], and medium-chain acyl-coenzyme A dehydrogenase
deficiency (MCADD) [9,10]. Others, most of them very recent, have
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investigated the overall impact of expanded NBS programmes, includ-
ing long-term outcomes [1,11-14].

In Galicia (N.W. Spain), where NBS is performed on 99.9% of new-
borns and has long used both blood and urine samples, an expanded
NBS programme incorporating MS/MS was begun in July 2000. In this
paper we report follow-up findings of the patients that were referred
to clinical unit for diagnosis and treatment from the NBS programme
over a period of 10 years. Our programme has the peculiarity of
receiving blood and urine samples simultaneously of all newborns.
This is the first such study concerning an expanded screening pro-
gramme in Spain.

2. Patients and methods

In our NBS programme, all newborns with abnormal NBS results
suggestive of IEMs are referred for evaluation in the Diagnosis and
Treatment of Congenital Metabolic Disease Unit of the University
Clinical Hospital, Santiago de Compostela (henceforth “the clinical
unit”), regardless of whether they present clinical symptoms. Included
in this study were all those so referred from the NBS programme
between July 1, 2000 and July 1, 2010. Only patients referred from
the NBS programme were included.

2.1. Newborn screening

Samples of blood and urine impregnated on Whatman 903 paper
were collected between the 5th and 8th days of life up to and including
2002, and on the 3rd day thereafter. (For readers unfamiliar with
the use of urine for newborn screening, urine samples are collected by
placing a paper slip between the diaper and the dry genitals - free
of creams, talcs, etc. - and, once impregnated with urine, allowing it
to dry at room temperature; care must be taken to avoid contamination
by faeces.).

Amino acids, acylcarnitines and hexoses monophosphate in blood
samples were determined by MS/MS in an Applied Biosystems Sciex
API 2000 apparatus [3,15], and biotinidase activity by a colorimetric
assay [5]. Urine samples were analysed for galactose [16] and cystine
(by the Brand test) When a positive result was found, repeat or addi-
tional analyses were performed on the urine samples: MS/MS for
amino acids, acylcarnitines, organic acids and acylglycines [4,17],
and thin layer chromatography for galactose [16]. Thus all newborns
were screened for amino acid disorders, fatty acid disorders, organic
acidurias, galactosaemia, and BD (hypothyroidism and cystic fibrosis
were also screened for, but are not the object of this study). Percentiles
of MS/MS-measured analyte concentrations in the blood of healthy
and diseased newborns were periodically reported to the Region 4
Genetics Collaborative Project [18] achieving clinical validation of
our cutoffs.

If the results of the above analyses were clearly aberrant and
suggestive of a severe disorder, the patient was immediately referred
to the clinical unit. If the results lay outside the reference range but
were not so aberrant as to constitute clear proof of severe disease, a
second sample was requested by the NBS laboratory; if this second
sample also tested positive, the patient was referred to the clinical
unit.

2.2. Diagnosis and follow-up

For the present study the following variables concerning the situa-
tion of each patient at diagnosis were analysed: presence or absence
of clinical symptoms, biochemical markers suggesting diagnosis,
diagnosis, diagnosis confirmation methods, and whether dialysis
techniques or other detoxification measures were employed. The
variables considered in regard to the patient's situation at follow-
up examinations were age, the use of dietary and/or pharmacological
treatment, follow-up time, and progress.

Cases in which biochemical markers were abnormal at NBS but
normal upon diagnostic testing were considered as false positives.
Cases in which biochemical markers remained altered at first post-
NBS evaluation but later became normal spontaneously were con-
sidered transitory.

The Psychomotor Development Index (PDI) or Intellectual
Quotient (IQ) of survivors were evaluated using the Brunet Lézine
Scale for infants, the Mc.Carthy Scales of Psychomotor Skills (MSCA)
for preschool children, and the revised Wechsler Intelligence Scale
for Children (WISC-R) for children over the age of 6 years. PDIs and
1Qs above 85 were considered normal.

The study was approved by our hospital's ethics committee.

3. Results

In Galicia, NBS programme is carried out in 99.9% of all newborns;
this represents 4.44% coverage for newborns in Spain. During the
study period we identified 137 cases of IEM as a direct result of
screening 210,165 newborns, i.e. one case per 2060 newborns if the
35 cases of benign HPA are ignored. For each IEM detected, Table 1
lists the proportion of newborns in which it was detected together
with data on the corresponding biochemical marker and on the
patients’ situation at diagnosis and at the last or latest follow-up
examination.

The IEMs detected most often as the result of screening were
the hyperphenylalaninaemias (benign HPA, 1/6005; PKU, 1/12,363),
followed by MCADD, cystinuria and galactosaemia (comprising
GALE, GALK and galactose-4 epimerase deficiency) (1/19,106 in
each case). As we have reported previously [19], methionine S-
adenosyltransferase (MAT I/11l) deficiency was also detected relatively
often (1/26,271 newborns), in all cases in the course of differential
diagnosis for suspected homocystinuria. The cases of alkaptonuria
and mevalonic aciduria (MVA), which are not regularly screened
for by NBS programmes, were likewise detected in the course of differ-
ential diagnosis for other entities using urine tests. The most frequent-
ly diagnosed organic aciduria was GA-1 (1/35,027). In 44% of the 137
cases (all except the cases of HPA, PKU, MSUD, BD, and FFA disorders
other than short-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (SCADD)),
urinary biochemical markers were of significant value in enabling or
completing positive detection. Except for cystinuria, diagnoses were
confirmed by enzyme and/or molecular studies (in one case of SCADD
these results are currently pending).

Clinical symptoms were already shown at screening time by
nine patients (6.6%), four of whom (two with MSUD, one with PROP
and one with MMA) required extracorporeal removal therapy at this
time. Three of these latter four cases occurred before 2003, when
screening samples were collected at age 5-8 days; these three, and a
further case of PROP (likewise pre-2003), were diagnosed at screening
time. In the rest of the nine cases, the screening results were not
conclusive but nevertheless expedited diagnosis.

Of the 137 IEM patients, four (2.9%) had died by the time the
study data were analysed. Three of these four had severe infantile-
onset organic acidurias (one MMA and two PROP), requiring extra-
corporeal removal therapy at diagnosis; these three died from
acute infections at the ages of 2, 4 and 12 months. The fourth de-
ceased patient, a case of MCADD, had remained asymptomatic thanks
to dietary treatment until an acute respiratory infection caused
metabolic decompensation and death.

At the time of data analysis, after a mean observation time of
54 months, 127 of the surviving 133 patients (95.5%) remained
asymptomatic. Only two, both of whom already showed symptoms
at diagnosis, had PDI/IQs below 85. Dietary and/or pharmacological
treatment was being received by 89 of the 102 patients with [EMs
other than benign HPA (87%).

According to the criteria specified in the Patients and methods
section, there were 33 cases of false positive NBS results (Table 2)
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Table 1
Characteristics of 137 IEM cases detected through NBS of 210,165 newborns and followed up in a metabolic disorders unit.
Diagnosis No. of Prevalence CSat Abnormal biochemical markers (median [range]) Dialysis therapy or  Follow-up mean PDI/IQ Present
subjects (live births) diagnosis (NBS results) other detoxification (months) (mean) status
measures
Amino acid disorders
Benign HPA 35 1/6005 No Phe (b): 200 uM [150-306] No 50 109 FS
Phe/Tyr: 2.4 [1.2 -5.8]
PKU 17 1/12363  No Phe (b): 608 uM [188-1418] No 61 103 S
Phe/Tyr: 9,1 [4,0-22,1]
TYR1 2 1/105,082  Yes Tyr (b): 662, 729 yM No 99 89 FS
HCY 1 1/210,165  No Met (b): 59 uM No 70 104 FS
Hcy (u):22 mmol/mol crea
MAT def 8 1/26,271 No Met (b): 124 uM [50-341] No 53 95 FS
MSUD 4 1/52,541 3: Yes XLeu (Leu-+Ile) (b): 1484 uM [514-3367] 2/4 77 101 FS
1: No Val (b): 410 uM [244-552]
Alkaptonuria 2 1/105,082  No Homogentisic acid (u): 300, 7000 mol/mol crea No 30 108 FS
Urea cycle disorders
ari 1 1/210,165  Yes Citrulline (b):1096 yM Yes 24 85 (&
Orotic acid (u): 80 mmol/mol crea
ASL def 1 1/210,165 No Citrulline (b): 62 yM No 26 86 FS
arginin succinic acid (u) elevated
AG def 1 1/210,165 No Arginine (b): 35 M No 44 98 FS
Orotic acid (u): 639 mmol/mol crea
Organic acidurias
PROP 2 1/105,082  Yes C3 (b): [11.5-14.6 JuM C3/C2 (b):[1.59-1.43] Yes 8 nd. Exitus
C3/C16 (b): [7.41-5.33] yM
MMA 2 1/105,082 1:Yes Methylmalonic acid (u): 874-4987 mmol/mol crea 1: Yes 18 89 1 Exitus
(mutase 1: No C3 (b): 5.2-13uM 1: No 1FS
def.) C3/C2 (b): 0.68-0.73
MMA (CbI C) 1 1/210,165 No C3(b):10.1 uM; No 9 nd. FS
Methylmalonic acid(u):827 mmol/mol crea
Homocystine (u): 57.3 mmol/mol crea
GA-1 6 1/35,027 No Glutarylcarnitine (b): 1.62 uM [0.27-4.23) No 50 90 FS
Glutarylcarnitine (u): 52.9 mmol/mol crea [14.5-132]
3MCC def 4 1/52,541 No C50H (b):1.89 uM [0.55-5.3] No 56 118 FS
30H isovaleric acid (u):970 mmol/mol crea [85-3521]
HMG def 1 1/210,165 No C50H (b): 0.93 yM No 97 95 (&
3methylglutarylcarnitine (b): 0.54 uM
Fatty acid disorders
MCAD def 1 1/19,106 No C8 (b): 3.3 uM [0.84-9.4] No 41 109 10FS 1
C8/C10 (b): 7.79 uM [1.64-13.2] Exitus
LCHAD def 2 1/105,082  No C160H (b): 0.79, 0.68 uM No 69 101 (&
C18-10H (b): 0.97,0.51 uM
C180H (b): 1.4,0.7 yM
SCAD def 4 1/52,541 No C4 (b): 1.57 uM [1.1-2.16] No 53 107 FS
Ethylmalonic acid (u): 1783 mmol/mol crea [367-2539]
CTD 1 1/210,165  No Carnitine (b): 23 uM No FS
Galactosemias
GALE 5 1/42,033 No Galactose 1P (b): 2.36 mM [0.95-4] No 34 91 FS
Elevated galactose (u)
GALK 4 1/52,541 No Galactose 1P (b): N No 48 99 FS
Elevated galactose (u)
GALED 2 1/105,082 No Galactose 1P :1.39 mM No 67 nd. FS
Elevated galactose (u)
Disorders of glutathione metabolism
PGA 1 1/210,165  Yes Pyroglutamic acid (b): 300 uM Yes 78 68 cS
Glutamate (b): 1703 uM
Oxoproline (u) 1
Disorders of biotin metabolism
BD Total: 1 1/210,165 No Biotinidase activity: No 90 115 FS
Partial: 6 1/35,027 Total : not detectable
Partial : 18.7% [13.6-25]
Disorders of cholesterol metabolism
MVA 1 1/210,165  Yes Mevalonic acid (u): 11,600 mmol/mol cre No 27 58 (&
Transport defects of amino acids
Cystinuria 11 1/19,106 No Cystine (u): 672 mg/g creat [460-1347] No 114 n.d. FS
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Table 2
Characteristics of 33 cases of false positive NBS results.
No.of  Abnormal biochemical marker Cutoff *
cases
4 3 Hydroxyisovalerylcarnitine (b): 2.57 uM [0.81-7.39] 0.46 uM
2 Butyrylcarnitine (b): 1.11 pM [0.94-1.29] 0.94 uM
3 Biotinidase activity (b): 0.12 Aus [0.09-0.16] 0.20 Aus
2 Methylmalonylcarnitine (b): 1.03 uM [0.88-1.18] 0.7 uM
Propionylcarnitine/acetylcarnitne (b): Normal 0.2
1 Galactose1phosphate (b): 2.40 mM; galactose (u): normal ® 0.7 mM
3 Galactose1phosphate (b): normal; galactose (u): elevated ® 0.7 mM
13 Citrulline (b): 106 uM [36-265] 31 M
1 Pyroglutamic acid (b): 212 uM; glutamate (b): 2719 uM 65 uM;
703 uM
2 Carnitine (free) (b): 5.4 uM 9.5 uM
2 Tetradecanoylcarnitine (b): 1.66 uM [0.72-2.6] 0.65 uM
Tetradecenoylcarnitine (b): 1.46 uM [1.23-1.7] 0.38 uM
Tetradecadienoylcarnitine (b): 0.20 uM [0.14-0.26] 0.11 uM

b: blood; u:urine; Aus: absorbance units.
@ As of June 2010; cutoffs are re-evaluated every 6 months.
b Qualitative findings.

and 10 cases of transitory elevation of biochemical markers. Four
cases of false negative results were also identified in the course of
time. Thus, when all 137 cases identified as a direct result of NBS
are counted as true positive results, and the 10 transitory elevations
as false positives, the sensitivity of our NBS protocol for [EM was
97.16%, its specificity was 99.98%, and its positive predictive value
was 76.11%.

The biochemical marker for which elevated values were most
often not pathological was citrulline (Cit), with 13 false positives
and one transitory elevation (71 uM) among the 16 cases of eleva-
tion. In the 13 false positive cases, citrullinaemia was ruled out by
tests that included determination of ammonium, amino acids in
plasma and urine, and urinary organic acids (including orotic acid).
In all, 10 cases of transitory biomarker elevation were found:
the Cit case already noted; five concerning methylmalonic acid in
urine (mean 113 mmol/mol creatinine); two concerning elevation
of 30H isovalerylcarnitine (C50H) due to placental transfer of ma-
ternal metabolites (these results led to diagnoses of previously unde-
tected 3-methylcrotonyl CoA carboxylase (3-MCC) deficiency in the
mothers); and two concerning octanoylcarnitine (C8; 1.28 4-0.44 uM)
in patients who proved to be heterozygous for MCADD. Persistent
elevated butyrylcarnitine (C4(s)) was detected in five cases (mean
1.62 pM, range 1.0-2.6 uM), in none of which was any other alteration
observed (in particular, urinary ethylmalonic acid concentrations
were normal).

Of the four patients with false negative screening results, one
with type | tyrosinaemia (TYR 1) had a tyrosine (Tyr) concentration
of 162 uM at screening time (cutoff 175 pM); the patient was identi-
fied following acute liver failure at age 1 month. Another was a low-
excreting GA-1 patient with a blood glutarylcarnitine concentration
of 0.13 uM at screening time (99.9th percentile 0.18 uM); clinical
onset occurred with acute encephalopathy at age 8 months, when
retrospective determination of glutarylcarnitine in the urine screen-
ing sample found a concentration of 18.2 mmol/mol creatinine
(99.9th percentile 2.48 mmol/mol creatinine). A third, with multiple
acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD), was admitted to

hospital at age 13 days with cardiomyopathy and acute metabolic ac-
idosis. The fourth patient received a diagnosis of benign HPA at age
6 years after a newborn sister screened positive for this I[EM; by
then the older sibling's phenylalanine (Phe) concentration was
315 uM (Phe/Tyr ratio 4.2), whereas the Phe concentration observed
at screening was 141 uM (the then current Phe cutoff having been
150 uM) and the Phe/Tyr ratio 1.6 (then current cutoff 2.0).

4. Discussion

In our community, [EMs other than benign HPA, have been diag-
nosed in 1/2060 newborns as a direct result of screening by our
current NBS programme, which basically seeks the abnormalities
for which screening is recommended by the American College of
Medical Genetics [20], plus cystinuria and GALK. The metabolic dis-
orders most commonly screened for (amino acid disorders other
than benign HPA, fatty acid disorders, organic acidurias and urea
cycle disorders) were detected through NBS in 1/2960 newborns
(71/137), a rate that is similar to those reported for Portugal
(1/2396) [12], Germany (1/2712 without counting hypothyroidism
and adrenogenital syndrome) [21] and Austria (1/2855) [22], and is
higher than in North Carolina (1/4300) [23]. However, the overall
rate of 1/2060 is higher than in other populations. This seems likely
to be due to the use of urine tests, which enable detection of noso-
logical entities that are not biochemically expressed in the blood,
such as cystinuria, GALK, MVA and alkaptonuria. Of these, cystin-
uria and GALK are direct targets of our NBS programme, while the
detection of MVA and alkaptonuria in patients whose blood had
shown elevated tyrosine was accelerated by having the routinely
collected newborn urine samples already to hand. Other conditions,
the diagnosis of which can be similarly facilitated through routine
newborn urine sample collection (and at minimal cost in fungibles
and fixed assets), include urea cycle disorders, organic acidurias,
GALE and PGA.

The case of the low-excreting GA-1 patient who in 2003 provided
false negative NBS samples (blood glutarylcarnitine within the nor-
mal range, urinary glutaric acid <100 mmol/mol creatinine [24]) led
to our using urinary glutarylcarnitine as our biomarker of GA-1 there-
after. In these 10 years, GA-1 has had an incidence of 1/30,023 and
has been detected by NBS in 1/35,027 newborns, both of which
rates are much higher than those reported in the literature, whether
detected trough NBS or not [12,21,23,25].

As might be expected, MCADD was one of the three conditions
with the second highest incidence, 1/19,106. This rate is somewhat
higher than the 1/24,900 reported for MCADD by Kasper et al.
[22], but is lower than the 1/10,000 mentioned by other authors
[12,21,26,27].

The three cases of urea cycle disorders that were detected (one case
each of CIT 1, argininosuccinic aciduria and arginase deficiency) make
a total incidence of 1/70,055. We have found only six previous reports
of arginase deficiency diagnosed through MS/MS-based screening
programmes [12,28].

Since 1979 our NBS programme has sought disorders of carbohy-
drate metabolism by means of a two-stage test in which urine sam-
ples that have tested positive for reducing substances are examined
by thin-layer chromatography [16,29] and since 2002 uses routinely
MS/MS for determination of blood hexose monophosphate [3];

Notes to Table 1:

CS: clinical symptoms; (b): dried blood sample; (u): urine; n.d.: not done; PDI/IQ: Psychomotor Development Index/Intellectual Quotient; FS: free of symptoms; HPA: benign
hyperphenylalaninaemia; PKU: phenylketonuria; TYR 1: tyrosinaemia type I; HCY: homocystinuria (CRS def.); MAT I/1Il def: methionine S-adenosyltransferase deficiency; MSUD:
maple syrup urine disease; CIT 1: citrullinaemia type I; ASL def: argininosuccinate lyase deficiency; ARG def: arginase deficiency; PROP: propionic aciduria; MMA: methylmalonic
aciduria; GA-1: glutaric aciduria type I; 3-MCC def: 3-methylcrotonyl CoA carboxylase deficiency; HMG def: 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA lyase deficiency; MCADD: medium-
chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency; LCHADD: long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency; SCADD: short-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency; CTD:
carnitine transporter defect; GALE: classical galactosaemia; GALK: galactokinase deficiency; GALED: galactose-4 epimerase deficiency; PGA: pyroglutamic aciduria; BD: biotinidase

deficiency; MVA: mevalonic aciduria.
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the determination of total galactose (free galactose, galactose-1-P and
UDP-galactose) in dried blood sample is expensive, and is unneces-
sary for detection of galactosaemias if newborn urine samples are
routinely collected. The proportion of newborns with NBS-detected
galactosaemia, 1/19,106, may be compared with the estimated world-
wide incidence of approximately 1/50,000 among Caucasian live-
born infants; but it must be borne in mind that this latter estimate
is very uncertain, because neonatal screening for galactosaemia is
not a universal practice, and because the clinical expression of galac-
tosaemia is highly variable [30].

Total biotinidase deficiency was found in one of the 210,165 in-
fants screened, and partial deficiency in 1/35,027 of them, making
a combined incidence of 1/28,563 [31]. This is more than twice the
world incidence stated by Wolf [32].

The quality of our NBS protocol for [EMs is shown by its high sen-
sitivity, specificity and positive predictive rate. However, we must
point out that the positive predictive rate, 76.11%, which is consider-
ably greater than those reported in some other studies (e.g. the 58% of
Schulze et al. [11]), seems to be due largely to second samples being
requested of the infant's carers before referral to the clinical unit;
this will have reduced the false positive rate. Furthermore, the false
positive rate has also benefited from our having made confirmatory
analyses (those performed on the original urine sample after observa-
tion of an abnormal biomarker but before referral to the clinical unit)
as comprehensive as possible (primarily in order to reduce the false
negative rate). Thus the frequency of one of the commonest false pos-
itives, elevated citrulline, has declined in recent years following the
introduction of tests for orotic and argininosuccinic acids at the con-
firmatory analysis stage.

Despite prompt diagnosis, patients with classic organic aciduria,
MSUD, CIT 1, MVA and PGA displayed clinical signs before screening
results were available. This supports previous suggestions that sam-
ples for MS/MS-based screening must be obtained early [33-35].

In many of the pathologies that were detected through screening,
immediate initiation of dietary and/or pharmacological treatment
is clearly beneficial [6,7,14,36], and our patients were no exception.
This was the case of PKU, TYR 1, GA-1, homocystinuria, MSUD, CIT 1,
PROP, MMA, MCADD, LCHADD, GALE, GALK, PGA, total BD and MVA.
Other entities (3-MCC deficiency, partial BD, MAT /11l deficiency and
SCADD) are more controversial, since they can be diagnosed through
more moderate forms of screening.

In this study a patient with partial BD suffered myoclonic seizures
that resolved after biotin administration; since then, we recommend
that all these patients receive biotin (5 mg/week), as do other authors
[31]. More doubts surround MAT I/IIl deficiency, 3-MCC deficiency
and SCADD, which are usually benign conditions. High levels of me-
thionine (>1000uM) may inhibit the transport of other neutral
amino acids into the brain, with neurotoxic effects [37]. However, there
has been a report of a patient with NBS-diagnosed 3-MCC deficiency
who suffered acute metabolic decompensation after failure to adhere
to treatment [38]; and it has also been reported that prevention of
hypoglycaemia following detection of SCADD by NBS prevents adverse
consequences [39]. Long-term studies are needed for adequate assess-
ment of these entities.

The death rate in our population was 2.92% (4/137), close to the
3.1% (7/219) observed by Frazier among patients followed up for
8 years after diagnosis of disorders detected by MS/MS-based NBS
[23]. By contrast, Hoffmann et al. [40] reported a death rate of 36%
among infants with organic acidurias and [>-oxidation deficiencies
who showed clinical symptoms after the first week of life. This high-
lights the importance of early newborn screening for these disorders.
Although four patients required dialysis following to NBS results, all
but two of the 133 survivors had normal IQ/PDI results (>85) after
a mean follow-up of 54 months.

Finally, we note that there were two cases in which transitory
abnormalities observed upon screening led to diagnoses of previously

undetected MCC deficiency in the mothers. Similar cases have been
reported by others [12,23].
Our data show the importance of:

- Expanded NBS programmes based on MS/MS.

- Early treatment of inborn errors of intermediary metabolism.

The establishment of interdisciplinary clinical and biochemical

teams allowing the benefit of early detection to be maximised

and risks minimised.

- Early sample collection to allow prompt diagnosis of neonatal-
onset intoxications due to [EMs.

- The use of urine samples enables the development of second-tier
strategies with the inclusion of more specific biomarkers than
those found in blood; furthermore contains biomarkers for patho-
logies that are not biochemically expressed in the blood (MVA,
GALK, alkaptonuria and cystinuria).

For a better understanding of the advantages of NBS for certain en-
tities, there should be long-term studies of cases diagnosed in popu-
lations or communities in which these entities are not screened for
at birth. Clinical follow-up of the evolution of cases diagnosed during
the neonatal period is very important for acquiring more knowledge
of the behaviour and phenotype of these disorders.
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Abstract

Background: Inborn errors of metabolism (IEM) have greater repercussions in neonatology units. The goal of our study
was to evaluate the impact of IEM in a neonatology unit and the outcome of these neonates.

Methods: All patients with IEM admitted in our unit were evaluated during an 8-year period for specific diagnosis,
clinical features, therapy and long-term neurodevelopment.

Results: The study group was comprised of 31 infants, 18 of which required admission to the neonatal intensive care unit
(NICU) (1.63% of income) due to severe symptoms. Twenty-two of the 31 had an earlier diagnosis and treatment due
to expanded newborn screening, made from the third day of life. The most frequent diagnosis in the NICU, representing
66.66% (12/18), was diseases that cause an endogenous intoxication. Despite the diagnosis by tandem mass spectrom-
etry, many of these patients had severe clinical symptoms prior to the screening results. Aggressive support was often
necessary (extracorporeal removal therapy, mechanical ventilation). Death occurred generally in the first year of life
(5/6). The death rate in the NICU was 10.3%. The survivors presented higher scores on the Psychomotor Development
Index if the diagnosis of the disease was either made or helped by screening. This also depends on the type of disease.
Conclusion: Earlier diagnosis by expanded newborn screening and earlier treatment is essential in order to be able to

prevent neurological sequelae.

Key words expanded newborn screening, inborn errors of metabolism, neonatal intensive care, neonates.

Introduction

Individually inborn errors of metabolism (IEM) are rare.
However, collectively, they represent an important area as they
are increasingly being described. Over 25% of metabolic dis-
eases are present in the neonatal period, and making an early
diagnosis and treatment is essential to reduce morbidity and
mortality."”

Recent advances, such as expanded newborn screening (NBS)
programs by tandem mass spectrometry (MS/MS),*” have
allowed for diagnosing and treating metabolic diseases even
when patients are asymptomatic. Early symptoms occasionally
require immediate action, even before making tests or waiting for
screening results, and sometimes the diagnosis is only possible to
make through the clinical symptoms and biochemical, enzymatic
and/or molecular genetic tests. Staff with specific experience in
metabolism and advanced neonatology intensive care are
required to care for these neonates.
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As yet, there are hardly any studies published reflecting the
impact of IEM in neonatology services and the assessment of the
factors involved in its early diagnosis and therapeutic interven-
tion.* We conducted a retrospective analysis of patients admitted
to our Neonatology Service from July 2000 (when NBS by
MS/MS was introduced) to December 2008, and compared the
neonatal screening and clinical diagnosis, as well as studied the
long-term development.

Patients and methods

Infants admitted with an [EM in the Neonatology Unit of Clinical
Universitary Hospital of Santiago de Compostela, Spain, were
studied for an 8-year period (from July 2000 to December 2008).
During this period, an average of 411 patients each year were
admitted in our Neonatal Service, 130 of which were admitted to
the Neonatal Intensive Care Unit (NICU). Our hospital works as
referral center for metabolic diseases in Galicia (north west
Spain). We evaluated the neonates that were admitted because of
clinical symptoms as well as those diagnosed by metabolic
screening for whom hospitalization was recommended (accord-
ing to our protocol) even when they have no symptoms.

In Galicia, the commencement of NBS by MS/MS was in July
2000, and blood samples and urine-impregnated filter paper were
collected for metabolic screening between the 5th and the 8th day
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of life until 2001. This recommendation changed in 2002 to start
the collection on the third day of life after 48 h of milk intake,
highlighting the importance of early diagnosis and prompt inter-
vention.

‘We evaluated the age and year of admission, family history (if
there was consanguinity or not), obstetric history (abortions or
other children affected), reason for admission (clinical symp-
toms, newborn screening, or both), biochemical markers suggest-
ing diagnosis, if admission was in the NICU, and if mechanical
ventilation and/or dialysis techniques were needed. The data
collected included the specific diagnosis as well as the long-term
development.

Each diagnosis was classified in one of the four major groups
of IEM: Group I, including aminoacidopathies that do not lead to
an acute intoxication; Group II, including disorders by endog-
enous intoxication; Group III, IEM due to an abnormal energy
production and utilization; and Group IV, covering other disor-
ders, in our case IEM caused by transport defects, according to a
previously described pathophysiological classification.'

We reassessed the Psychomotor Development Index (PDI) or
Intellectual Quotient (IQ) of survivors using the Brunet Lézine
Scale in infants, the McCarthy Scales of Psychomotor Skills
(MSCA) in preschool children and the Wechler Intelligence
Scale for Children Revised (WISC-R) in children older than 7
years. The overall index score of cognitive and/or developmental
quotient is considered in the normal range when it is above 85.
The statistical study was performed by analysis of variance
(ANOVA) with the average PDI/IQ related to the diagnostic
method (screening and/or symptoms). Informed consent of their
parents was obtained for all the patients. The study was made
with the approval of our hospital ethics committee.

Results

There were 3496 infants admitted during the study period and 31
(0.89% of admissions) were diagnosed with an IEM. The number
of diagnosed patients requiring admission to the NICU was 18
(1.63% of 1105 admitted to the NICU). Table 1 reflects the char-
acteristics of neonates with IEM that were referred at diagnosis,
the need for dialysis and mechanical ventilation, and changes that
occurred in the neonatal period.

In general, the family history of consanguinity was not fre-
quent. Except in two patients, we did not find any siblings or
other relatives with similar pathology. The frequency of previous
spontaneous abortions was higher in organic acidurias (4/9,
including maple syrup urine disease (MSUD)), in the other dis-
eases there was just one abortion in 22 cases. The average age at
admission was 12.23 + 8.78 days, and in all cases except for those
with phenylketonuria (PKU) and homocystinuria (HCY), admis-
sion to the NICU for a period of 8.11 £ 7.07 days was required.

The most frequent diagnosis, representing 41.93% of the diag-
nosed patients (13/31) was Group I, aminoacidopathies that do
not lead to an acute intoxication. The diagnosis was made by
screening all patients of this group, and all of them were com-
pletely asymptomatic at diagnosis and remain asymptomatic with
dietary treatment and/or drug.

© 2011 The Authors
Pediatrics International © 2011 Japan Pediatric Society
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In group II (12/31), intermediary metabolism diseases that
cause an endogenous intoxication pattern, elevation of tyrosine in
the screening of two patients alerted us to the diagnosis of
tyrosinemia (TYR I). Both had abnormal clotting, elevated tran-
saminases, and one of te had renal tubular dysfunction.

Screening for early diagnosis allowed a more rapid action in
the five newborns diagnosed with organic aciduria, the four with
MSUD and the one with citrullinemia I (CIT I); most of them
were at home at the moment of screening, although clinical
symptoms were detected at admission. Many patients (5/10)
needed extracorporeal removal therapy and 30% (3/10) required
respiratory support with mechanical ventilation. The patient
diagnosed with CIT I had an excellent response to treatment with
benzoate + sodium phenylacetate IV and dialysis was not neces-
sary, even though venous access had been obtained.

The four patients belonging to Group III (abnormal energy
production or utilization) and two patients in Group IV (transport
defects) were diagnosed after severe clinical symptoms and
needing NICU admission. The patients with lactic acidosis (LA)
were admitted because encephalopathic symptoms, ventricular
bleeding and coma. The patient with multiple Acyl CoA dehy-
drogenases deficiency (MADD) had a clinical diagnosis of aci-
dosis, cardiomiopathy and coma. The reason for presentation of
the patient with hemochromatosis (HE) was a hepatic failure and
of the patient with Glut-1 deficit it was convulsions. The results
of NBS in all these patients were normal. All of te except for one
presented with respiratory failure, and support with mechanical
ventilation was provided.

Veno-venous continuous codiafiltration was performed as a
dialysis technique in organic acidurias (except for with pyro-
glutamic aciduria (PGA), in which the patient received exchange
transfusion), and maintained for an average time of 17 h (range
10-36 h). Peritoneal dialysis was performed in the two MSUD
patients over a period of 24 h.

Two of the patients with IEM progressed badly, resulting in
death a few days after admission (3 and 4 days) due to multi-
organ failure and severe ventricular bleeding, respectively. They
represent 11.11% (2/18) of admissions in the NICU. General
neonatal mortality in our hospital NICU was 5.25% during that
period. Another four patients died, as reflected in Table 2, after 60
days, 62 days, 4 months and 1'/, years due to acute metabolic
decompensation in relation to sepsis. The PDI/IQ (Table 3) is
above 85 in 84% of survivors (21/25). The four patients with
values less than 85 already had symptoms at diagnosis. The
average PDI/IQ was 106.84 + 12.95 if the initial diagnosis was
made by screening (n = 13); 73.6 £ 22.73 if it was made with
clinical findings (n=5) and 93.85 + 12.87 (n =7) if screening and
clinical diagnosis was made. The differences were significant
(P < 0.002), but also depending on the type of disease.

Discussion
The incidence of IEM in our NICU was 1.63% during the studied

period, lower than the 2.2% reported by Jouvet et al.® in ICUs
(pediatric and neonatal). We hypothesize that this finding is
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Table 2 Age and cause of death in patients admitted for suspected IEM during the study period

Disease Patients (n) Age at death Cause of death
Endogenous intoxication
PA 2 18 m; 4m Cardiogenic shock; septic shock
MMA 1 Sepsis with multiorganic failure
Abnormal energy production or utilization
2 4d:2m Massive intracranial eorrhage; refractory metabolic acidosis

Transport defects
HE 1

Fulminant hepatic failure

d, days: m, months.

probably related to the NBS on the 3rd day of life, which has
been performed in Galicia since 2002. This early screening could
allow for early diagnosis and treatment of a group of patients in
an asymptomatic period, who otherwise would have needed
admission. At the same period of time, many patients were diag-
nosed without clinical symptoms using the NBS. They were
treated, no admission was needed and they were ambulatory
controlled: two classical galactosemia, one defect of the long-
chain 3-hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, one methyl-
malonic aciduria mut0, and one argininosuccinic aciduria. Also,
we have other patients diagnosed by NBS who probably could
have developed later clinical symptoms (medium-chain
acyl-coenzyme A dehydrogenase deficiency, glutaric aciduria
type I,...).

The IEM more frequently diagnosed were aminoacidopathies
and organic acidurias, as expected and consistent with the

literature.”"" The NBS contributed to a faster diagnosis in all
cases except for three. One of these patients had MSUD, which
was diagnosed prior to 2002, and was admitted at 7 days old
without any screening sample. The other patients were affected
with PGA and mevalonic aciduria (MVA), who were admitted
with severe symptoms at 24 h and 30 days of life, respectively.
Despite this prompt diagnosis, patients with classic organic aci-
duria, MSUD and CIT I displayed clinical signs prior to the
screening results. This evidence supports the performance of a
sample for extended tandem mass spectrometry screening 24 h
after starting feeding, as suggested by some authors.*'

It is assumed that elevation of tyrosine is not a good biochemi-
cal marker for the detection of TYR I because of the high inci-
dence of transient neonatal tyrosinemia (ranging from 0.2 to 10%
of newborns). Two patient with TYR I were receiving a diet of
moderate protein restriction and ascorbic acid supplements, but

Table 3 Index score of psychomotor development index (PDI) or intellectual quotient (IQ) in survivors

Patient Diagnosis Reason for admission (NBS/CS) Age at evaluation (years) PDI/IQ (%)
1 Classic PKU NBS T 113
2 Classic PKU NBS 7 127
3 Classic PKU NBS 7 91
4 Classic PKU NBS 5 110
5 Classic PKU NBS 8 119
6 Classic PKU NBS 5 86
7 Classic PKU NBS 0.5 94
8 Classic PKU NBS 0.5 101
9 Classic PKU NBS 8 115
10 Classic PKU NBS 3 126
11 Classic PKU NBS 2 107
12 Mild PKU NBS 3 100
13 HCY NBS 4 100
14 TYR I NBS + CS 6 88
15 TYR1 NBS + CS 6 80
16 MSUD, classic form NBS + CS 4 94
17 MSUD, intermediate form NBS + CS 1 105
18 MSUD, intermediate form NBS + CS 7 117
19 MSUD, classic form CS 6 87
20 PGA Cs 4 52
21 MVA CS 0.5 48
22 CIT1 NBS + CS 0.5 86
23 LA CS 0.5 88
24 MADD CS 2 100
25 Glut-1 oS 2 80

CIT I, type I citrullinemia; CS, clinical symptoms; Glut-1, Glut-1 deficit; HCY, homocystinuria (CBS def.); LA, congenital lactic acidosis;
MADD, multiple acil-CoA dehydrogenase deficiency: MSUD, maple syrup urine disease; MVA, mevalonic aciduria; NBS, newborn screening;
PGA, piroglutamic aciduria; PKU, phenylketonuria; TYR I, type 1 tyrosinemia.

© 2011 The Authors
Pediatrics International © 2011 Japan Pediatric Society
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they both had coagulation disorders and one had renal tubular
dysfunction at admission. In addition, we had a false negative for
TYR I despite having the cut-off of tyrosine at 220 pmol/L. In
Galicia, the urine succinilacetona screening was added to the
tyrosine determination for diagnosis of TYR I in 2008."

The clinical presentation as well as biochemical alterations
were very important for diagnosis in all patients with energy
deficit and transport defects (they presented with neurological,
cardiac and hepatic symptoms depending on the type and respi-
ratory failure in 66.6%). The screening of acylcarnitines was very
useful in a patient diagnosed with MADD. This screening alerted
us to a possible defect in the B-oxidation of fatty acids, although
further studies were conducted to make the MADD diagnosis
(acylcarnitines produced from the oxidation of palmitate deuteric
(16 Hs_ palmitate) in cultured fibroblasts).

Treatment of our patients frequently included extracorporeal
removal therapy, especially if they had endogenous intoxication
(50%). This finding is similar to other series published (30% or
more).*'*!> The most frequent technique used was veno-venous
eodiafiltration, which has proved efficacy.

These therapies could be avoided in some cases by using
drugs. This becomes even more important when technical and
methodological limitations to perform effective dialysis in the
neonate delays the start of treatment. We reported one hyperam-
monemic patient with severe CIT I who responded well to treat-
ment with intravenous phenylacetate and benzoate, and did not
require more aggressive measures. Another patient that we fol-
lowed for Propionic Aciduria had an episode of metabolic dec-
ompensation  with hyperammonemia, and responded to
N-carbamoylglutamate.

Death occurred generally in the first year of life (5/6), two of
te in first days of life. All of te were initially admitted to the
NICU, representing a 33.3% (6/18) rate of mortality in this group
(initial NICU admission and IEM). This figure is similar to other
published numbers for patients with these circumstances.*'

We frequently observed a good neurological outcome
between survivors, especially if the diagnosis was made, or
helped by NBS. The early diagnosis with proper and immediate
action is vital for a good subsequent neurological outcome.'”"

We think it must be taken into consideration to perform
expanded newborn screening 24 h after milk intake and this
screening must be improved in some pathologies with new bio-
chemical markers that increase the sensibility and specificity of
the screening.
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Mevalonic aciduria (MA) represents the severest form of mevalonate
kinase deficiency due to recessively inherited, loss-of-function MVK
mutations. MA is an early-onset disorder characterized by a marked
failure to thrive, diverse neurologic symptoms, dysmorphic features,
and recurrent febrile episodes. However, significant clinical differen-
ces have been reported in the few cases published to date. Here we
describe 2 unrelated Spanish patients with MA, emphasizing the clin-
ical heterogeneity observed. One patient presented with the severe
classic MA phenotype due to the homozygous p.lle-268-Thr MVK geno-
type, with a poor response to conventional treatments. However, the
anti-interleukin 1 agent anakinra in this patient resulted in improve-
ment in many clinical and laboratory parameters. The second patient
presented with an atypical milder phenotype because of an older age
at disease onset, mild neurologic symptoms, absence of febrile epi-
sodes and dysmorphic features, and moderate-to-good response to
conventional treatments. The novel p.Arg-241-Cys MVK mutation, asso-
ciated with the already known p.Ser-135-Leu mutation, detected in this
patient expands the genetic diversity of mevalonate kinase deficiency.
This atypical presentation of MA suggests that it should be included in
the differential diagnosis of unclassified patients with psychomotor
retardation, failure to thrive or ataxia, even in the absence of febrile
episodes. Pediatrics 2012;129:e535—e539
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Mevalonic aciduria (MA; Online Men-
delian Inheritance in Man [OMIM]
251170) is a severe, early-onset dis-
ease characterized by failure to thrive,
neurologic manifestations, cataracts,
dysmorphic features, and recurrent
febrile episodes.! It represents the first
identified disorder of the biosynthetic
pathway of cholesterol and nonsterol
isoprenoids, with <50 patients repor-
ted to date.' MA is consequence of
recessively inherited, loss-of-function
MVK mutations, associated with ex-
tremely reduced mevalonate kinase
(MK) activity.? Interestingly, MVK muta-
tions were subsequently identified in
the hyper-IgD with periodic fever syn-
drome (HIDS; OMIM 260920), which is
characterized by recurrent acute in-
flammatory episodes similar to those
observed in MA, although without the
most severe MA clinical features, such
as neurologic symptoms and dysmor-
phic features.>° The term “mevalonate
kinase deficiency” (MKD) was proposed
to denote the shared molecular basis
of both diseases, and they should rep-
resent opposing ends of a continuum
of disease severity, with MA at the se-
vere end.87 Despite progress into the
genetic basis of MKD, several questions
concerning pathophysiologic mecha-
nisms and treatments remain. Herein
we describe 2 Spanish patients with
MA, emphasizing the clinical diversity
observed, as one patient presented with
a severe classic form, and the other with
an atypical milder phenotype, and the
different outcomes of the treatments
administered.

CASE REPORTS
Patient 1

Patient 1 was an 18-month-old boy born
to healthy, unrelated parents, who also
have 2 healthy daughters and referred
to the history of a stillbirth at 31 weeks
of gestation. The patient was born at 32
weeks by cesarean section because of
intrauterine growth retardation. Birth

e536  GOMEZet al

weight was 1385 g, length was 39 cm,
head circumference was 29.5 cm (all
less than third percentile), and Apgar
score was 9/10/10. From the neonatal
period, failure to thrive and short (3-5
days), recurrent febrile crises with
vomiting, hepatosplenomegaly, lymph-
adenopathies, and an intense acute-
phase reaction were observed. Mild
face anomalies including frontal boss-
ing, low-set ears, bilateral cataracts,
and posterior lenticonus were detec-
ted at 2 months. As the patient aged,
skin rashes, a marked axial hypotonia,
developmental delay, cerebral atrophy,
and progressive loss of visual acuity
were also detected. He emitted vocal-
izations and could not sit down. His
neuropsychological evaluation, using
the Brunet-Lezine scale,® showed a low
overall development quotient (61%).
Ultrasonography revealed uniform
hepatosplenomegaly, and brain MRI
showed cavities at frontal and parietal
periventricular white matter. Labora-
tory investigations at diagnosis are
summarized in Table 1. A metabolic
screening performed at 2 months
revealed an increased urinary excre-
tion of mevalonic acid (11.600 mmol/
mol creatinine; normal range: <11
mmol/mol creatinine), supporting the
MKD diagnosis. MVK mutational anal-
ysis (performed after obtaining the
parents’ written informed consent and
approval by a medical ethics committee)
revealed the homozygous transition
¢.803T>C, encoding for the p.lle-268-Thr
variant. Patient’s parents and sisters
were heterozygous for this variant,
confirming a recessive inheritance
pattern.

Beforethe MKD diagnosis, broad-spectrum
antibiotics and antifungal agents showed
poor responses. After MKD diagnosis,
corticosteroids and antioxidant medi-
cation (vitamins C and E and coenzyme
010) were administered, as was occa-
sional enteral feeding and red blood cell
transfusion. He also underwent surgical

removal of cataracts. Because of the per-
sistence of febrile crises as well as suc-
cessful experiences with interleukin (IL)-1
blockade in HIDS, off-label treatment
with the anti-Il-1 agent anakinra was
begun (1 mg/kg every 24 hours, sub-
sequently increased up to 8 mg/kg ev-
ery 24 hours). At the 3-month follow-up,
the benefits were evident, including
weight gain, cessation of febrile epi-
sodes, and a marked improvement of
social behavior and overall neurologic
status, which persisted at present (Ta-
ble 2). However, the observed response
to anakinra was slightly slower than
that observed in other autoinflam-
matory diseases (see Table 1).9.10

Patient 2

Patient 2 was a 7-year-old boy born to
healthy unrelated parents after an un-
eventful pregnancy. Birth weight was 3.465
g, length was 49 cm, head circumference
was 34 cm (50th percentile), and Apgar
score was 9/10. Normal psychomotor
development was observed, with no dys-
morphic features. At age 2.5 years, the
patient began to experience recurrent
24- to 72-hour episodes of headache, vom-
iting, axial ataxia, and vegetative symp-
toms, and their frequency had recently
increased. Fever, hepatosplenomegaly,
and lymphadenopathies were not de-
tected during these episodes. Neurol-
ogic examination revealed hypoactive
patellar and aquilian reflexes, a mild
bilateral cavus deformity, and a nega-
tive Babinsky sign. The ataxia rating
scale between episodes was 6 out
of 34 in posture and gait disturbances,
and 11 out of 52 in kinetic limb co-
ordination. MRI revealed progressive
cerebellum atrophy (see Fig 1). Spec-
troscopic MRI did not detect evidence of
neuroaxonal dysfunction in the central
nervous system areas studied. A mild
creatine and energetic metabolism de-
ficiency on white matter and cerebellum
were detected by abnormal quotient
factors. No signs of demyelinization ac-
tivity were found.
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TABLE 1 Summary of Laboratory Investigations at MKD Diagnosis and During Treatment

Patient 1 Patient 2 Normal Values
Before Anakinra Anakinra Before Statins Simvastatin
Febrile Episode Interepisode 15d 1 min (10 mg/24 h) (5 mg/24 h)
4 min 7 min/12 min/18 min

Leukocytes (X 10%/L) 38+ 22 1111 449 292 103 = 0.7 8.56 8.76/13.34/6.80 517
Neutrophils (X 10%/L) 285 % 15 5705 19.3 6.5 56 =04 4.71 4.27/867/3.12 1.7-85
Platelet count (X 10%/L) 502 = 158 300 = 87 359 454 31076 385 358/321 /289 125-400
Haemoglobin (g/dL) 82*=09 101 =07 1.2 14 115+ 05 133 13.2/13.7 113.8 10.5-14.5
ESR (mm/h) 7025 £ 425 153 =18 NA NA 147 £13 13 NA/10/NA 0-20
C-reactive protein (mg/dL) 26 04 9.46 081 11 02 NA/0.2/0.1 0-05
1gD (U/mL) 24 13 NA NA 43 NA NA/NA/NA <100
CK (U/L) 140 89 NA NA NA 4866 185/2894/768 29-160
Cholesterol (mg/dL) 91 105 NA 110 138 103 105/106/106 <200
HDL-cholesterol (mg/dL) 39 43 NA NA 59 44 NA/49/56 >35
LDL-cholesterol (mg/dL) 45 53 NA NA 69 45 NA/43/40 <120
MA (mmol/mol creatinine) 11 600 9500 NA NA 3547/757 1048 176/130/531 <1

NA indicates not available.

TABLE 2 Clinical, Biochemical, and Genetic Features of and Treatment of Patients With MA

Patient 1 Patient 2

Age at disease onset Neonatal period 30 mo
Febrile episodes Yes No
Vomiting Yes Yes
Failure to thrive Yes No
Neurologic manifestations

Axial hypotonia Yes No

Axial ataxia No Yes

Loss of visual acuity Yes No

Headache Yes Yes

Cerebral atrophy Yes No

Cerebellar atrophy Yes Yes

Others Hypoactive reflexes,

vegetative symptoms

Psychomotor delay Yes No -
Cataracts Yes No FIGURE 1
Facial dysmorphism Yes No Head magnetic resonance image of patient 1
MA (mmol/mol creatinine) 11.600 3.547 revealing cerebellum atrophy.
MVK genotype Homozygous p.1268T Compound

Treatments (outcome)

Heterozygous p.S135L — p.R241C

committee. Analysis revealed the het-
erozygous transitions ¢.404C>T and

Antibiotics/antifungals Yes/unsuccessful Occasional
Enteral feeding Yes No ¢.721C>T, which cause the already
Blood transfusions Occasional No

Corticosteroids + antioxidant drugs

Anakinra (dose increased
from 1 up to 8 mg/kg/day)

Simvastatin

Yes/partial response

Yes/moderate to good
clinical response
during the past 11 mo

No

Only antioxidant
drugs, associated with statins
No

Yes/moderate to good
clinical response during the
past year

known p.Ser-135-Leu variant and the
novel p.Arg-241-Cys, respectively. The
parents’ MVK analyses revealed that
each was a carrier of 1 variant, thus
confirming that the patient was a MVK
compound heterozygote.

Antioxidant (vitamins D, E, C, and Co-
enzyme Q10) and creatine treatments
were then started. On the basis of pre-

Laboratory investigations at diagnosis
are summarized in Table 1. Metabolic
screening revealed a high urinary
excretion of mevalonic acid (3.547
mmol/mol creatinine; normal range:

PEDIATRICS Volume 129, Number 2, February 2012

<11 mmol/mol creatinine), suggesting
MKD diagnosis. MVKmutational analysis
was performed after obtaining the
parents’ written informed consent
and approval by a medical ethics

vious reports of increased MK activity
upregulation using HMG-CoA reductase
inhibitors, simvastatin (10 mg/day)
was also begun. Increased creatine
phosphokinase plasma levels detected
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3 months later required a reduction of
the dosage to 5 mg/day. During follow-up,
the frequency of episodes remained the
same, but ataxia had disappeared, and
vomiting had occurred only rarely. In-
terestingly, urinary excretion of mevalonic
acid remained at low levels (range: 530—
176 mmol/mol creatinine). Headache
episodes lasting <6 to 8 hours per-
sisted but responded well to ibuprofen.

DISCUSSION

In recent years, both classic and atyp-
ical MA patients have been reported.
The differences between the 2 include
age at disease onset, diversity and se-
verity of clinical manifestations, out-
come of treatments, and prognosis.57
The patients described here were con-
firmed to have MA on the basis of their
clinical, biochemical, and genetic data.
However, marked differences can be
observed between them. Patient 1 rep-
resents the classic severe MA pheno-
type first described by Hoffman et al,
characterized by an early-onset of re-
current febrile episodes, dysmorphic
traits, severe neurologic features, and
a marked failure to thrive.2 In contrast,
patient 2 represents an atypical, milder
MA phenotype, with relatively late onset,
absence of dysmorphic traits, mild neurol-
ogic symptoms, and a moderate-to-good
response to conventional treatments.
However, the presence of neurologic
symptoms, the absence of recurrent fe-
brile episodes, and a permanently in-
creased urinary excretion of mevalonic
acid can reasonably rule out HIDS di-
agnosis in this patient.

Since the discovery of the genetic basis
of MKD, it has been shown that patients
with MVK genotypes leading to perma-
nent and undetectable MK activity should

REFERENCES
1. Haas D, Kelley RI, Hoffmann GF. Inherited

disorders of cholesterol biosynthesis. Neu-
ropediatrics. 2001;32(3):113-122
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suffer from MA, whereas those patients
with MVK genotypes leading to re-
sidual, but not absent, MK activity
should suffer from HIDS.2-411 This hy-
pothesis has been verified both bio-
chemically, because urinary excretion
of mevalonic acid is 100- to 1000-fold
higher in MA than in HIDS, and geneti-
cally, because of the overrepresentation
in HIDS of the mild p.Val-377-lle MVK
mutation, which retains a residual MK
activity (~1%—7%).""" Nevertheless, the
relationship between specific MVK gen-
otypes and the occurrence of classic or
atypical MA phenotypes remains to be
demonstrated. In this sense, we must
note that patient 1 carries the homozy-
gous p.lle-268-Thr MVK genotype that
has been previously identified in classic
MA phenotypes with poor prognosis,'?
whereas patient 2 carries a mutation
first detected in a HIDS patient (p.Ser-
135-Leu) associated with a novel variant
(pArg-241-Cys). The absence of this
novel variant in 500 control Spanish
chromosomes and in the 1000 Genome
project, its probable damaging nature
according bioinformatics analyses us-
ing both Polyphen and SIFT software,
and the highly conserved p.Arg-241
residue among different species sup-
port that this novel variant could be a
deleterious MVK mutation rather than a
rare polymorphism. However, additional
research concerning the residual MK
activity conferred by this novel mutation
is warranted.

MKD pathophysiologic mechanisms re-
main poorly understood. As in any en-
zymatic deficiency, the clinical features
may be a consequence of precursor tox-
icity, end-product deficiency, or both. The
normal or slightly decreased plasma lev-
els of cholesterol and steroid hormones

2. Hoffmann GF, Gibson KM, Brandt IK,
Bader PI, Wappner RS, Sweetman L.
Mevalonic aciduria—an inborn error of

in MKD patients suggest that it could
result from nonsterol isoprenoids de-
ficiency. Interestingly, some isoprenoids
have recently been identified as negative
regulators of inflammasome, a cytosolic
multiprotein complex that generates
the active forms of caspase-1, IL-13,
IL-18, and IL-33.'3-'5 Thus, the isopren-
oids deficiency might increase the in-
flammasome activity, which could be
the basis of febrile crises. Moreover,
previous positive responses with the
anti-IL-1 agent anakinra in patients with
HIDS and MA support the role of this
cytokine in the pathophysiology of
these febrile crises.’®'8 The positive
clinical response to anakinra observed
in patient 1 suggests that IL-1 blockade
could be an alternative therapeutic op-
tion for some clinical symptoms of MKD
patients. Moreover, a recent report of
clinical improvement of febrile crises in
MA patients who underwent allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation
opens this option for those patients with
life-threatening febrile crises refractory
to other therapeutic approaches.®.'?

In conclusion, we expand the clinical
and genetic diversity observed in MA by
the description of 2 novel cases. Drawing
from these as well as from other pre-
viously reported cases, we suggest that
MA should be included in the differential
diagnoses of unclassified patients with
psychomotor retardation, failure to
thrive, or ataxia, even in the absence of
febrile episodes.
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