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Resumen

Introduccion: La enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce es un error innato del del metabo-
lismo de los amino&cidos de cadena ramificada. El trastorno aparece por un déficit en la actividad de la
deshidrogenasa de los a-cetoacidos de cadena ramificada, complejo enzimatico necesario en la segunda
reaccion del catabolismo de los aminoacidos: leucina, isoleucina y valina. Desde el punto de vista clini-
co, se describen cuatro subtipos fenotipicos solapantes de la enfermedad. Objetivos: Este trabajo tiene
el objetivo de describir los principales hallazgos a partir de la introduccién de esta tecnologia en el es-
quema para el diagnostico de la enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce en Cuba. Resultados:
se analizaron 1104 muestras de pacientes con sospecha clinica de padecer una aciduria organica u otra
enfermedad metabdlica. entre los afios 2013 y junio de 2022. Resultados: Se diagnosticaron seis casos
como positivos para la enfermedad, con edades comprendidas entre los 11 dias y nueve afios de vida. En
cuatro de ellos los sintomas comenzaron durante el periodo neonatal. Conclusiones: El uso del perfil de
acidos organicos ha permitido el diagnostico de pacientes con enfermedad de la orina con olor a jarabe
de arce, dentro de los pacientes en los que se sospecha un error innato del metabolismo. En este sentido,
la variante neonatal parece ser la mas frecuente. Los resultados alertan sobre la posibilidad de que que-
den en el pais casos con enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce sin diagnosticar.

Palabras clave: Enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce, aciduria organica, error inna-
to del metabolismo, cromatografia gaseosa, espectrometria de masas.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (EOOJA) es un error innato del del metabolismo
(EIM) de los aminoacidos de cadena ramificada. El trastorno aparece por un déficit en la actividad de la
deshidrogenasa de los a-cetoacidos de cadena ramificada, complejo enzimatico necesario en la segunda
reaccién del catabolismo de los aminoacidos ramificados: leucina, isoleucina y valina. Este complejo
estd compuesto por cuatro componentes cataliticos: E1 o descarboxilasa, con dos subunidades Ela y
E1R, que estan codificadas por los genes BCKDHA (19q13.1-g13.2) y BCKDHB (6q14.1); E2 o dihi-
drolipoil transacilasa, codificada por DBT (1p31) y E3 o dihidrolipoil deshidrogenasa, que codifica el
gen DLD (7931-932). &2

La EOQJA sigue un patron de herencia autosémico recesivo y se produce por variantes patogénicas
(homocigoticos o heterocig6ticos compuestos) en al menos tres genes: BCKDHA, BCKDHB y DBT.
Las mutaciones en la subunidad E3 de este complejo enzimatico provocan una deficiencia de piruvato-
deshidrogenasa y causan un fenotipo similar pero mas severo. Aungue algunos autores se han referido a
esta entidad como un subtipo de EOOJA, se trata con mas frecuencia como deficiencia de dihidrolipoil
deshidrogenasa. ¥

Desde el punto de vista clinico, se describen cuatro subtipos fenotipicos solapantes de la enfermedad:
clasica, intermedia, intermitente y sensible a tiamina. La variante clasica se caracteriza por un inicio
neonatal: un recién nacido a término, que permanece asintomatico durante un periodo de cinco a diez
dias, presenta rechazo al alimento y somnolencia y evoluciona al coma inexplicado. El paciente sin tra-
tamiento evoluciona a una falta de regulacion vegetativa y en la mayoria de los casos muere durante los
primeros meses de vida por crisis metabdlicas recurrentes. Sin embargo, los pacientes tratados antes de
los 10 dias de vida pueden llevar una buena calidad de vida, con un coeficiente intelectual normal.®
Esta variante es la que se describe con mayor frecuencia, se estima afecta a un 75 % de los pacientes
con la EOOJA.

La forma intermitente aparece en un rango variable, que puede ser la etapa prescolar o la adolescen-
cia. Los sintomas mas importantes son letargia, vomitos, ataxia y deshidratacion, y aparecen desencade-
nados por infecciones o ingestas importantes de proteinas. Los pacientes con la forma intermedia pade-
cen anorexia persistente, vomitos cronicos y retraso del crecimiento junto a la discapacidad intelectual.
La variante que responde a tiamina es muy poco frecuente, clinicamente se asemeja a la forma interme-
dia pero los pacientes responden favorablemente a dosis muy variables de tiamina, ademas de las res-
tricciones dietéticas de los aminoécidos ramificados.

Se ha estimado que la prevalencia de la enfermedad es de 0,67/100000 en Europa®, en las poblacio-
nes anglosajonas en 1/185000 y en poblaciones latinas en alrededor de 1/60000®. Un estudio reciente
estima que la prevalencia de la EOOJA al nacer que se encuentra en alrededor de 1,22/100000 nacidos
vivos a nivel global®. La enfermedad es particularmente frecuente en la poblacion menonita, con una
incidencia de 1/176 nacidos vivos®.

El diagnostico de la EOOJA se realiza a partir de las manifestaciones clinicas tipicas, como son los
signos neuroldgicos vy el olor a jarabe de arce en la orina y el cerumen. En el laboratorio, el diagnostico
se establece a partir de la presencia de niveles elevados de aminoacidos ramificados en plasma (leucina,
valina e isoleucina) y de aloisoleucina. En orina, se detectan niveles aumentados de los 2-hidroxiacidos
y 2-cetoacidos correspondientes. Varios paises han introducido la EOOJA dentro de los programas de
pesquisa neonatal. En Cuba, el diagnostico se realiza en pacientes con hallazgos clinicos compatibles
con este trastorno. EL Laboratorio de Genética Bioquimica del Centro Nacional de Genética Médica



implementa dentro de los métodos de laboratorio, la prueba del 2,4-dinitrofenilhidrazina en orina, como
un método cualitativo, el analisis de aminoacidos en suero, que ha estado disponible en placa delgada o
por cromatografia liquida de alta resolucion, y el analisis del perfil de &cidos organicos en orina por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

El primer caso de EOOJA en el pais se describio en el afio 2013(7, a partir de la introduccion de la
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas para el diagndstico de acidurias organicas.®
Este trabajo tiene el objetivo de describir los principales hallazgos a partir de la introduccion de esta
tecnologia en el esquema para el diagnostico de la EOOJA.

Il. METODO

A. Pacientes

El perfil de &cidos organicos se obtuvo a solicitud del especialista y en aquellos pacientes cuyo moti-
vo de indicacion refirid, sin causa definida, alguno de los signos y sintomas siguientes: encefalopatia,
disfuncién neuroldgica (por convulsiones, coma, hipotonia, ataxia, retraso del desarrollo psicomotor),
crisis de apnea o hiperapnea, hepatopatia, anemia, acidosis metabdlica, hipoglicemia, acidemia lactica,
cetonuria, hiperamonemia, atrofia u otros hallazgos en estudios de neuroimagen que sugiriesen una en-
fermedad metabdlica, consanguineidad, historia de muertes inexplicables en la infancia y otros miem-
bros afectados con un cuadro clinico similar dentro de una misma familia. Se procesaron muestras de
todo el pais y en todos los casos se pidié consentimiento de sus tutores legales para la recoleccion y
analisis de las muestras.

B. Muestras

Se utilizaron las muestras de orina de la primera miccion de la mafiana, con ayuno superior a 6 horas;
en algunos casos se colectd orina después de una crisis, si el especialista describia una enfermedad in-
termitente y el primer perfil resultaba no informativo para un EIM. Se colectaron de 2 a 10 mL de orina
que se trasportaron en frio y sin preservantes.

C. Reactivos

El acetato de etilo, acido clorhidrico, cloruro de hidroxilamina, cloruro de sodio, hidroxido de sodio,
sulfato de sodio anhidro, ureasa, y el N-metil- N(trimetilsilil) trifluoracetamida fueron suministrados
por Merck (Alemania).

D. Métodos

Para preparar las muestras de orina se empled una modificacion del método experimental descrito por
Duez et al. para el anélisis cuantitativo de acidos organicos en orina (15). En un tubo de ensayo se afia-
dio6 la cantidad de orina equivalente a 0,25 mg de creatinina y se tratd con 60 U de ureasa durante 30
min a temperatura ambiente. La muestra se alcalinizé con hidroxido de sodio (8 N) hasta pH 14 y se
oximo con cloruro de hidroxilamina (40%). Posteriormente se acidificd con &cido clorhidrico (6 N) has-
ta pH 1y se satur6 con 1 g de cloruro de sodio. Luego se realizaron dos extracciones liquido/liquido con
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6 mL de acetato de etilo. La fase organica se recuperd y secé en sulfato de sodio anhidro y se evaporé a
50 °C en atmdsfera de nitrégeno. Una vez secas las muestras, se trataron con 2,2,2-trifluoro-N-metil- N-
trifluoroacetamida durante 30 min a 70 °C y se inyect6 1 uL en el CG-EM con una relacion de split de
1/10.

E. Condiciones cromatogréficas para el analisis por cromatografia de gases y espectrometria de
masas

El procesamiento analitico para el analisis de &cidos orgénicos se efectu6 en un CG-EM (QP-2010S,
Shimadzu, Kioto, Japdn) con una columna capilar SLB-5ms de 30 m de longitud, diametro interno 0,25
mm, espesor de pelicula de 0,25 pum, con helio como gas portador. Las condiciones de adquisicion del
equipo fueron: temperatura del inyector de 250 °C, temperatura de la interface de 280 °C y temperatura
del horno de 80 °C hasta 300 °C, con una rampa de temperatura de 7 °C por min. La adquisicion se
realizd en modo SCAN. Todos los compuestos se identificaron por su espectro de masas y su tiempo de
retencion.

I1l. RESULTADOS

En el periodo comprendido entre los afios 2013 y junio de 2022 se analizaron un total de 1104 mues-
tras de pacientes con sospecha clinica de padecer una aciduria organica u otra enfermedad metabolica.
En seis casos se obtuvieron perfiles metabdlicos sugestivos de una EOOJA (Tabla 1). Los seis casos
diagnosticados tuvieron edades comprendidas entre los 11 dias y los nueve afios de edad y se identifica-
ron en seis provincias del pais. (Tabla 1). En este trabajo solo se incluyeron los subtipos producidos por
deficiencias probables en los genes BCKDHA, BCKDHB E2 y DBT.

Tabla 1 Pacientes diagnosticados en Cuba con la enfermedad de la orina con olor a jarbe de arce. Periodo 2013-2022.

. Afio en el que se
Edad a la que se reali- 4

Paciente RN Provincia realiza el diagndsti-
za el diagnostico co
1 24 dias Matanzas 2013
2 20 meses Ciego de Avila 2015
3 11 dias Camagley 2017
4 9 afios Villa Clara 2020
5 20 dias Sancti Spiritus 2021
6 26 dias La Habana 2022

Por la edad a la que se realiza el diagndstico, es muy probable que los casos 1, 3, 5y 6 presentaran la
variante neonatal, mientras que los casos 2 y 6 presentaron una variante menos severa. Otros autores
han descrito que la variante neonatal clasica predomina en los casos diagnosticados, como ocurre en
Cuba. En estos pacientes, es imprescindible sospechar la presencia de una enfermedad metabdlica en los
primeros dias de vida, pues el pronostico de la enfermedad resulta muy desfavorable si no se asume una
conducta terapéutica adecuada durante esta etapa.

Cuba pesquisa un grupo de enfermedades metabolicas, pero la EOOJA no esta incluida en los pro-
gramas de pesquisa neonatal. Con alrededor de 100000 nacimientos al afio, es de esperar el diagndstico



de al menos un caso de EOOJA al afo en Cuba. La tabla 1 alerta sobre la posibilidad de que en Cuba
gueden casos sin diagnosticar, aunque se ha identificado al menos un caso anual a partir del afio 2020.
En la medida en que los genetistas clinicos, asi como otros especialistas vinculados a las salas de neona-
tologia han ganado experiencia en el diagndstico de estas enfermedades de inicio en los primeros dias
de vida, deben identificarse méas casos de EOOJA y otras enfermedades que debutan en el periodo neo-
natal.

Por otro lado, es muy probable que los pacientes con las variantes mas leves de la enfermedad convi-
van con su padecimiento sin un diagnostico. En el caso de las variantes intermitentes, los perfiles meta-
bolicos, tanto de aminoacidos como de acidos orgéanicos, pueden ser poco informativos si la muestra no
se toma durante los periodos de descompensacion del paciente. De cualquier forma, identificar estos
pacientes es fundamental para establecer conductas de mantenimiento nutricional, asi como para el tra-
tamiento en periodos de descompensacion.®11)

La figura 1 muestra un perfil de acidos organicos obtenido por GC-EM de uno de los pacientes diag-
nosticadosl con una EOOJA. En estos cromatogramas, pueden identificarse los 2-hidroxiacidos y 2-
cetoacidos correspondientes a los aminoacidos de cadena ramificada. Los cromatogramas son especifi-
cos para la EOOJA, y permiten distinguir la enfermedad de otros trastornos que cursan con aumento de
leucina: la acidemia isovalérica, la 3-metilcrotonilnglicinuria, la aciduria 3-metilglutacénica tipo 1, la
aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica y la aciduria 3-hidroxi isobutirica. Asimismo, la deficiencia de E3 o
dihidrolipoil deshidrogenasa, que algunos autores abordan como una variante de EOOJA, cursa con una
acidosis lactica muy marcada, y un aumento en los niveles del &cido 2-cetoglutarico en orina, también
detectables por GC-MS.®1D

El uso de la CG-EM en pacientes en estado critico de enfermedad permite, en este sentido, diagnosti-
car con rapidez la EOOJA vy varios autores han referido la conveniencia del anlisis de acidos orgéanicos,
ademas de la cuantificacion de aminoacidos para diagnosticar la enfermedad. No obstante, un diagndsti-
co confirmatorio requeriria de la busqueda de mutaciones especificas en los genes BCKDHA,
BCKDHB E2 y DBT que codifican para el complejo deshidrogenasa de los a-cetoécidos de cadena ra-
mificada. Asimismo, la pesquisa neonatal masiva permitiria la identificacion de los pacientes, asi como
obtener estimados reales de la prevalencia de la enfermedad en Cuba.®1



Convencion Internacional de Salud, Cuba Salud 2022

(x10,000,000)
nc
250 2

200
1754
150 3
1254
1.00-

075

050

025

35—3
30—3
25—3
20-
157
1_05 1
us—f

0.0*: :u‘.n ll. “ 1 Aol L . 1 " )\ l\ x N | llk | “ N hh f
T 0 T T I ] T T T T T T I T _r T T T
50 100 150 200 250 300 350

Figura 1. Perfiles cromatograficos en (A) Paciente con diagndstico positivo para la enfermedad de la orina con olor a jarabe
de arce y (B) orina utilizada como control negativo. Los picos cromatograficos identificados corresponden a: (1) acido lacti-
co, (2) &cido 2-hidroxi-isovalérico, (3) &cido 2-cetoisovalérico, (4) acido 2-hidroxi-isocaproico, (5) acido 2-hidroxi-3-
metilvalérico, (6) urea, (7) acido 2-ceto-3-metilvalérico, (8) acido trépico (patron interno).



IV. CONCLUSIONES

El uso del perfil de acidos organicos ha permitido el diagnostico de pacientes con EOOJA, dentro de
los pacientes en los que se sospecha un EIM. En este sentido, la variante neonatal parece ser la mas fre-
cuente, a partir de lo observado en los casos diagnosticados. Los resultados alertan sobre la posibilidad
de que queden en el pais casos con EOOJA sin diagnosticar.
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