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RESUMEN

Los errores congénitos del metabolismo de los neurotransmisores son
enfermedades poco prevalentes que cursan con sintomas en el
sistema nervioso central y, en algunos casos, afectan también al nivel
periférico. En general, estos pacientes tienen que pasar por largos
procesos hasta conocer su diagnéstico definitivo. El analisis de los
metabolitos en el liquido cefalorraquideo por espectrometria de
masas en tandem presenta unas buenas sensibilidad y especificidad,
agiliza el diagnéstico bioquimico y optimiza el uso de la muestra. En
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los dltimos anos, se tiende al estudio de paneles de metabolitos para

facilitar el diagndstico.

Palabras clave: Enfermedades genéticas congénitas. Agentes
neurotransmisores. Aminas biégenas. Liquido cefalorraquideo.

Espectrometria de masas.

ABSTRACT

Inborn errors of neurotransmitter metabolism are rare diseases with
central nervous system symptoms and, in some cases, peripheral
involvement. In general, these patients must go through long
processes before a definitive diagnosis is made. The analysis of
cerebrospinal fluid metabolites by mass spectrometry has good
sensitivity and specificity, speeds up biochemical diagnosis and
optimises the use of the sample. In recent years, the trend has been

towards the study of metabolites panels to facilitate the diagnosis.

Keywords: Genetic diseases inborn. Neurotransmitter agents.

Biogenic amines. Cerebrospinal fluid. Mass spectrometry.

INTRODUCCION

Desde principios del siglo xx, cuando se establecio la definiciéon de
error congénito del metabolismo, atribuida al médico inglés Archibald
Edward Garrod, que se basd en estudios realizados con pacientes
afectados de alcaptonuria, albinismo, cistinuria y pentosuria (1),
hasta la actualidad, se han producido multiples avances en el area de
conocimiento de las enfermedades metabdlicas hereditarias. La
implementacion de la tecnologia de espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) en los programas de cribado neonatal realizados a
partir de sangre seca del talon de los recién nacidos, con sus altas
sensibilidad y especificidad, constituye un gran hito que ha permitido
mejorar el rendimiento diagnéstico de un elevado numero de

enfermedades metabdlicas hereditarias (2). Sin embargo, los
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pacientes que padecen otras patologias que no presentan marcadores
bioquimicos periféricos continlan experimentando una larga odisea
diagnostica (3).

En la actualidad, el estudio de metabolitos que se realiza para
diagnosticar estas entidades puede llevarse a cabo mediante dos
estrategias. Por un lado, encontramos la metodologia dirigida (la mas
extendida en los laboratorios clinicos), centrada en el estudio de un
panel de metabolitos relacionados con la sospecha clinica. Por otro
lado, la metodologia no dirigida estd basada en el estudio de un
nimero muy elevado de metabolitos, incluyendo los que no estan
relacionados con la sospecha clinica inicial (4). Sin embargo,
actualmente esta tecnologia solo estd disponible en centros muy
especializados. Es importante recalcar que estos avances han ido de
la mano de la creacién de multitud de bases de datos, entre las que
destaca la Human Metabolome Database (5).

Un numero importante de enfermedades metabdlicas hereditarias
cursan con afectacion del sistema nervioso central, que interfiere en
el proceso de neurodesarrollo y predispone a la neurodegeneracion
(6). No obstante, los defectos primarios del metabolismo y del
transporte de los neurotransmisores son un grupo de enfermedades
neurometabdlicas muy poco frecuentes (7,8) que pueden afectar
tanto a pacientes pediatricos como a adultos (7). Por ello, ante la
sospecha de la mayoria de estas patologias se requiere el analisis de
determinados metabolitos en liquido cefalorraquideo (LCR) (9). En los
ultimos afos se ha constituido un grupo de trabajo a nivel
internacional para el estudio de estas enfermedades (International
Working Group on Neurotransmitter Related Disorders) cuyo objetivo
principal es la creacién de un registro global de pacientes (8).

En esta revision se pretende describir el estado del arte del estudio
de los principales metabolitos presentes en LCR de pacientes con
errores congénitos del metabolismo de los neurotransmisores, ya

sean defectos enzimaticos primarios o de sus cofactores, mediante
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cromatografia liguida acoplada a espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS).

En los ultimos afios, la espectrometria de masas en tandem ha ido
sustituyendo a las técnicas de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) acoplada a deteccién electroguimica o
fluorescente para la cuantificacion de metabolitos presentes en LCR
de pacientes con errores congénitos del metabolismo de los
neurotransmisores (10). Basicamente esto se debe a las mayores
sensibilidad y especificidad de los detectores de espectrometria de
masas en comparacion con los detectores electroquimicos o
fluorescentes. Por otro lado, también se ha puesto de manifiesto la
necesidad de optimizar el uso de la muestra de LCR con el objetivo de
poder analizar paneles de metabolitos de forma mas rapida y con un

menor volumen (3).

ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO DE LAS AMINAS
BIOGENAS

Los neurotransmisores monoaminérgicos son moléculas derivadas de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptofano) implicadas
en procesos de sefializacién (11). En esta revisién nos centraremos en
los defectos primarios del metabolismo de las catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina y dopamina) y de la serotonina. Estos
pueden clasificarse en defectos enzimaticos primarios y deficiencias
de la tetrahidrobiopterina (BH4), que actlia como cofactor enzimatico
de la tirosina hidroxilasa (TH), de la triptofano hidroxilasa (TPH) y de
la fenilalanina hidroxilasa (PAH), entre otras enzimas.

En la tabla | se muestran las alteraciones de metabolitos en los
errores congénitos del metabolismo de las aminas biégenas, su tipo
de herencia y su nimero Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM).
Por otro lado, en la figura 1 se representan las principales rutas
metabdlicas implicadas en los errores congénitos del metabolismo de

las aminas bidgenas.
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En primer lugar, destacaremos la deficiencia de la TH y la deficiencia
de la carboxilasa de los aminoacidos aromaticos (AADC). Estas
patologias se incluyen en los defectos enzimaticos primarios del
metabolismo de las aminas bidgenas y para su diagndéstico es
imprescindible el analisis de determinados metabolitos en LCR. La TH
es la enzima limitante de la sintesis de las catecolaminas, por lo que
su deficiencia provoca una disminucién en LCR de la concentracién de
acido homovanilico (HVA), metabolito producido a partir de la
dopamina y 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) (9,12). Por otro lado,
la AADC es la enzima que cataliza el Ultimo paso de la via de sintesis
de la dopamina y serotonina. Su deficiencia genera una disminucién
de las concentraciones de HVA y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)
acompafnada de un incremento en las concentraciones de 3-O-
metildopa (3-OMD) y 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) en LCR (9). Por
ultimo, también se observa un incremento en la concentracién de
acido vanil-lactico en orina detectado mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (13), cuya
cuantificacion es de utilidad para el diagnéstico.

Por otro lado, las patologias relacionadas con la deficiencia de BH, se
clasifican en dos grupos: las que cursan con hiperfenilalaninemia y las
que no cursan con hiperfenilalaninemia.

Las deficiencias de BH4 que cursan con hiperfenilalaninemia pueden
detectarse en los programas de cribado neonatal mediante una
elevacion de fenilalanina o una alteracion del ratio
fenilalanina/tirosina en sangre seca obtenida del talén de los recién
nacidos y analizada mediante MS/MS. Posteriormente, ante una
deteccién positiva en el programa de cribado, deben realizarse otras
pruebas complementarias para su confirmacién bioquimica, como la
determinaciéon de los niveles de fenilalanina en plasma, la
cuantificaciéon de las pterinas en orina o incluso la determinacién de
determinados metabolitos en LCR (15). Podemos diferenciar dos
subgrupos: la deficiencia de enzimas que participan en la sintesis de

la BHs y el déficit de enzimas implicadas en su regeneracion. La
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guanosina-5'-trifosfato ciclohidrolasa | (GTPCH 1) es la enzima
limitante de la via de sintesis de la BH4. Su deficiencia heredada de
forma autosdmica recesiva (AR) provoca una disminucidon de las
concentraciones de HVA y 5-HIAA en LCR, ademas de una disminucién
de biopterina (BP) y neopterina (NP) en orina. La enzima 6-
piruvicotetrahidropterina sintasa (PTPS) elimina el grupo trifosfato de
la 7,8-dihidroneopterina trifosfato (DHNTP), y mediante una reaccién
de oxido-reduccién, genera la molécula 6-piruvicotetrahidropterina,
gue posteriormente sera convertida en BH, por la accién de la
sepiapterina reductasa (SPR). La deficiencia enzimatica de la PTPS es
el desorden mas frecuente del metabolismo de las pterinas (16). En
LCR se observa una baja concentraciéon de HVA y 5-HIAA, ademas de
una disminucién en los metabolitos de la via de las pterinas, excepto
la NP, que se encuentra elevada. En orina, también se demuestra la
reduccién de los metabolitos de la via de las pterinas acompanada de
un aumento en la concentracién de NP (17). En la regeneracién de la
BH. participan la pterina-4a-carbaminolamina dehidratasa (PCD) y la
dihidropterina reductasa (DHPR). La primera cataliza la conversién de
la pterina-4a-carbaminolamina en quininoide dihidrobiopterina (q-BH-)
y la segunda genera la molécula de BH4 a partir de la g-BH> (16). En la
deficiencia enzimatica de la PCD, en general, no se observan
alteraciones del perfil de los neurotransmisores en el LCR e incluso
algunos pacientes pueden ser asintomaticos (16,18). El déficit de la
DHPR constituye la segunda deficiencia mas prevalente de las
enzimas implicadas en el metabolismo de las pterinas (19). La
disminucién de la actividad de esta enzima provoca un descenso en la
concentracién de HVA, 5-HIAA y 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF)
acompafnada de un aumento de BP en LCR (17,18).

Las deficiencias de BHs que no cursan con hiperfenilalaninemia
engloban la distonia sensible a levodopa (L-DOPA) o deficiencia de
GTPCH | con herencia autosdmica dominante (AD) y la deficiencia de
SPR, heredada generalmente de forma AR, aunque existe un paciente

descrito en la bibliografia con herencia AD (20). Los pacientes
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afectados de distonia sensible a L-DOPA o deficiencia de GTPCH | con
herencia AD muestran una disminucién de las concentraciones de
HVA, 5-HIAA, NP, BP y BHs; en LCR (7,12), ya que presentan una
alteracién en la via de sintesis de la BH4. Por otro lado, la deficiencia
de SPR, enzima implicada en el Ultimo paso en la sintesis de la BH4,
provoca una disminucion de las concentraciones de HVA, 5-HIAA y
BH, acompanada de un incremento en las concentraciones de
sepiapterina (SP), BP y 7,8-dihidrobiopterina (BH,) en LCR, ademas de

un incremento de SP en orina (11,12).

Principales técnicas para el andlisis de metabolitos presentes
en LCR de pacientes con errores congénitos del metabolismo
de las aminas bidgenas

En el articulo de Mena et al. (21) se describen las condiciones
cromatograficas para el analisis de las aminas bidgenas en LCR
mediante HPLC de fase reversa acoplada a un detector electroquimico
(ED). En la publicacién de Ormazabal et al. (22) se exponen los
valores de referencia de HVA, 5-HIAA, 3-OMD, 5-HTP y MHPG en LCR
analizados mediante HPLC acoplado a ED en una poblacién pediatrica
control, ademas de en pacientes con déficit de TH y de GTPCH I. En
los ultimos anos, debido a sus mayores sensibilidad y especificidad de
deteccidn y cuantificacién, muchos laboratorios han implementado la
tecnologia de espectrometria de masas en tandem para el estudio de
los neurotransmisores. Sin embargo, debido a la elevada polaridad
que presentan gran parte de estos metabolitos, su capacidad de
retencidn en las columnas de los sistemas de HPLC de fase reversa es
baja. Por ello, su analisis es complicado y su sensibilidad de deteccién
puede verse disminuida. Asi, en algunos casos, puede ser necesario
realizar procesos previos de derivatizacién (23) o utilizar sistemas de
cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) (24)que permitan
alargar los tiempos de retenciéon y, consecuentemente, aumentar su
sensibilidad de deteccién. No obstante, modificando las condiciones

cromatograficas y la composicién de la fase moévil también puede
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optimizarse la retencién de estos metabolitos en columnas C18 de
fase reversa (25-27). En el articulo de Wassenberger et al. (14) se
describen los valores de distintos metabolitos en LCR, ademas de en
suero y en orina, en pacientes con deficiencia de TH y deficiencia de
AADC antes y durante el tratamiento.

El primer método descrito para llevar a cabo el andlisis de las pterinas
en LCR requeria de una etapa de oxidacion previa de las formas
reducidas de la BP en la que su andlisis tenia que realizarse por
separado (28). Unos afios mas tarde se publicé otro método que
permitia el andlisis simultaneo de las formas oxidadas y reducidas de
la BP (29). Sin embargo, se ha cuestionado la especificidad de este
ultimo (10). En el articulo de Ormazdabal et al. (22) se exponen los
valores de referencia de la NP y de la BP en LCR analizados mediante
HPLC de fase reversa acoplada a un detector de fluorescencia (FD) en
una poblacién pediatrica control, ademadas de en pacientes con déficit
de TH y de GTPCH I. En la publicacién de Arning et al. (30) se describe
un método para la determinaciéon de la BH4, BH,, NP y SP en LCR

mediante LC-MS/MS con dilucién isotdpica.

ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO DEL ACIDO T-
AMINOBUTIRICO (GABA)

En este apartado van a describirse las principales patologias
relacionadas con los defectos del catabolismo del acido y-
aminobutirico (GABA) en las que el analisis de determinados
metabolitos en LCR es de utilidad. En esta revisién no van a tratarse
los defectos de receptores y de trasportadores del GABA, ya que su
diagnodstico es predominantemente genético (12).

En la tabla | se muestran las alteraciones de metabolitos en los
errores congénitos del metabolismo del GABA, su tipo de herencia y
su numero OMIM. Por otro lado, en la figura 2 se representan las
principales rutas metabdlicas implicadas en los errores congénitos del
metabolismo del GABA.
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La deficiencia de la GABA transaminasa (GABA-T) produce una
alteraciéon en la via de degradacion del GABA, lo que genera su
acumulacion en LCR, ademas de un aumento en la concentraciéon de
B-alanina (31,32). En el articulo de Jaeken et al. (33) se describen dos
casos clinicos en los que se demuestra la utilidad de los marcadores
citados en LCR ante la sospecha diagndstica de esta patologia.

La deficiencia de la succinato semialdehido deshidrogenasa (SSADHD)
también cursa con una alteracion en el metabolismo del GABA (34).
Los pacientes que padecen este déficit enzimatico presentan una
acumulacion de GABA en LCR, ademas de acido y-hidroxibutirico
(GHB), un potente depresor del sistema nervioso central que también
puede detectarse en orina, homocarnosina y carnosina (dipéptido
formado por B-alanina y L-histidina) (31). En general, ante la sospecha
de esta patologia, se realiza un perfil de &cidos organicos en orina
como prueba de cribado. Sin embargo, el analisis del LCR también
puede ser de utilidad (34).

Principales técnicas para el analisis de metabolitos presentes
en LCR de pacientes con errores congénitos del metabolismo
del GABA

Se han descrito varios métodos para el analisis del GABA: HPLC
acoplada a FD (HPLC-FD) (35), HPLC-ED (36) o cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), entre otras. No
obstante, la mayoria requiere de largos protocolos de preparacion de
la muestra y de procesos de derivatizaciéon antes de su analisis (37).
En el articulo de Arning et al. (37) se describe un método para la
cuantificacion del GABA total y libre presente en LCR a través de LC-
MS/MS con dilucién isotdpica y sin derivatizacion previa. La
cuantificacion del GABA total y libre se realiza por separado, tanto la
preparacién de la muestra como su analisis posterior. Ademas, para
poder llevar a cabo la cuantificacién del GABA libre se requiere la
realizacién de una hidrdlisis acida previa que permita liberar el GABA

unido a proteinas.
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El estudio de la homocarnosina en LCR también es de utilidad ante
una sospecha diagndstica de un error congénito del metabolismo del
GABA. Existen varias publicaciones en las que se describen diversas
metodologias para su analisis: HPLC-FD (38) o HPLC de intercambio
idnico acoplada a un detector ultravioleta (UV) (39), entre otras. En el
articulo de Jansen et al. (40) se describe una metodologia para el
andlisis de la homocarnosina mediante LC-MS/MS. Esta técnica
presenta ciertas ventajas respecto a las anteriores, entre las que
destacan: reducciéon del tiempo de la carrera cromatografica de las
muestras e introduccién de un estdndar interno para su posterior

cuantificacion.

ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO DEL FOLATO

En esta revisidn, nos centraremos en el analisis de la deficiencia de
folato cerebral y en la malabsorcién hereditaria de folato por su
afectacién al sistema nervioso central y por la importancia del analisis
de metabolitos presentes en LCR ante una sospecha diagnéstica.

En la tabla | se muestran las alteraciones de metabolitos en los
errores congénitos del metabolismo del folato, su tipo de herencia y
su nimero OMIM.

La deficiencia de folato cerebral se define como un sindrome que
cursa con afectacion del sistema nervioso central en el que se
demuestra una disminucién en la concentracién de 5-MTHF en LCR,
con concentraciones normales en sangre periférica (12,41). La
deficiencia del receptor de folato de alta afinidad, encargado de
mediar el trasporte de la molécula hacia el sistema nervioso central,
constituye la forma congénita primaria.

Por otro lado, la malabsorciéon hereditaria de folato se produce ante
una deficiencia del transportador de folato acoplado a protones,
localizado en el intestino. Los pacientes afectados de esta patologia
muestran unos niveles disminuidos de folato tanto en LCR como en

sangre periférica (12).
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Principales técnicas para el anadlisis de metabolitos presentes
en LCR de pacientes con errores congénitos del metabolismo
del folato

En la determinacién del 5-MTHF en LCR, ante una sospecha
diagnodstica de una deficiencia cerebral de folato también se han
descrito diversas metodologias, entre las que destacan: HPLC-ED,
HPLC-FD (42) y LC-MS/MS con dilucidon isotépica (43). En la
publicacion de Ormazabal et al. (44) se exponen los valores de
referencia de 5-MTHF en LCR analizados mediante HPLC de fase
reversa acoplada a FD. Por otro lado, en el articulo de Akiyama et al.
(45) se propone el uso de la determinacién del folato total presente
en LCR como prueba de cribado ante la sospecha de una deficiencia
cerebral de folato. Se sugiere la realizacidon de esta prueba de cribado
debido al dificil acceso a la cuantificaciéon de 5-MTHF en LCR en gran

parte de los centros hospitalarios.

ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO DE LA VITAMINA Bs
El piridoxal-5'-fosfato (PLP) es el metabolito biolégicamente activo de
la vitamina Bs. Se genera mediante reacciones de fosforilacién y
oxidaciéon a partir de otros vitdmeros precursores (piridoxina-5’'-
fosfato y piridoxamina-5’-fosfato). El PLP actia como cofactor en
multiples reacciones enzimaticas esenciales en el sistema nervioso
central como: el metabolismo de la dopamina, serotonina, glutamato,
GABA, glicina y D-serina (46).

En la tabla | se muestran las alteraciones de metabolitos en los
errores congénitos del metabolismo de vitamina Be, su tipo de
herencia y su numero OMIM. Por otro lado, en la figura 3 se
representan las principales rutas metabdlicas implicadas en los
errores congénitos del metabolismo de la vitamina Be.

En este apartado nos centraremos en el déficit de la enzima
piridox(am)ina-5'-fosfato oxidasa (PNPO) y en el déficit de antiquitina
o a-aminoadipico semialdehido (a-AASA) deshidrogenasa. Ambas

patologias cursan con convulsiones dependientes de determinados
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metabolitos de la vitamina Bs. En el primer caso, los pacientes
responden a la terapia con PLP y en el segundo, al tratamiento con
piridoxina (12,47).

La PNPO es la enzima encargada de catalizar el paso de
piridox(am)ina-5’-fosfato a PLP (48). Por ello, las convulsiones de los
pacientes que presentan este déficit enzimatico responden a la
terapia con PLP. En el articulo de Mills et al. (49) se describen algunos
casos de pacientes con este déficit en los que se observa una
alteracion de determinados metabolitos de las vias metabdlicas en las
gue el PLP actia como cofactor. Asi, se demuestran disminuciones de
HVA y 5-HIAA acompanadas de un aumento en las concentraciones de
3-OMD y 5-HTP en LCR. Ademas, se observa un incremento en la
concentracién de acido vanil-lactico en orina, que también es de
utilidad para el diagnéstico de la patologia (13). Estas alteraciones se
producen como consecuencia de una menor actividad enzimatica de
la AADC dependiente del cofactor. Por otro lado, se observa un
aumento en las concentraciones de glicina y de treonina en LCR,
igualmente explicado por una reduccién de las actividades de
determinadas enzimas implicadas en las vias de metabolizacién de la
glicina y de la treonina que requieren el PLP como cofactor. Las
concentraciones de taurina e histidina en LCR también estan
aumentadas respecto a los valores de los pacientes control y las
concentraciones de B-alanina y PLP se encuentran disminuidas
(48,50). La antiquitina o «a-AASA deshidrogenasa es una enzima
implicada en el metabolismo cerebral de la lisina (51) y su déficit
constituye la causa mas comun de epilepsia dependiente de
piridoxina. Su deficiencia genera una elevacién de piperidina-6-
carboxilato (P6C), a-AASA y acido pipecdlico (52). La P6C produce una
reaccién de condensacidn con el PLP que genera su inactivaciéon (51).
Asi, se observa una disminucién de PLP en LCR que, a su vez, provoca
un descenso en la concentracién de HVA, 5-HIAA, glicina y treonina,
acompafhado de un incremento en las concentraciones de 3-OMD

(50). Los cambios en las concentraciones de estos metabolitos
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también explican una disminucién de la actividad de las enzimas

dependientes de PLP como cofactor.

Principales técnicas para el analisis de metabolitos presentes
en LCR de pacientes con errores congénitos del metabolismo
de la vitamina B

En la publicacién de Bates et al. (53) se describe un protocolo para el
analisis del PLP en plasma mediante HPLC de fase reversa acoplada a
FD. En el articulo de Ormazabal et al. (54) se exponen los valores de
referencia del cofactor enzimatico PLP en LCR de pacientes
pediatricos con deficiencia de PNPO analizados mediante HPLC de
fase reversa acoplada a FD. En la publicacién de Van der Ham et al.
(55) se refieren los valores de referencia de los vitdmeros de la
vitamina Bs (piridoxal, piridoxina, piridoxamina y sus formas
fosforiladas) en LCR mediante una metodologia de LC-MS/MS con
ionizacion positiva por electrospray y dilucién isotépica validada por
el mismo grupo, en la que, ademas, se lleva a cabo una precipitacion
de las proteinas de la muestra con acido tricloroacético. Unos afios
mas tarde el mismo laboratorio proporcioné los valores de referencia
en plasma y LCR de los vitameros de la vitamina Bs (piridoxal,
piridoxina, piridoxamina y sus formas fosforiladas) en pacientes
pediatricos con discapacidad intelectual, asociada o no a epilepsia,
cuantificados mediante cromatografia liquida de ultraalto rendimiento

acoplada a espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS) (46).

REQUERIMIENTOS PREANALITICOS PARA LA TOMA DE
MUESTRA DE LCR

Para el analisis de los metabolitos presentes en LCR de pacientes con
sospecha de errores congénitos del metabolismo con expresién en el
sistema nervioso central, en general, se recogen tres tubos
numerados segun el orden de extraccién, que deben protegerse de la
luz. El primer tubo se utiliza para el analisis del HVA y del 5-HIAA. En
el segundo tubo se determinan los niveles de PLP y de 5-MTHF. Por
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altimo, el tercer tubo, que contiene 1,4-ditiotreitol (DTT) como agente
reductor y acido dietilentriaminopentacético (DTPA) como quelante de
metales, se utiliza para llevar a cabo el analisis de las pterinas
(18,56). Las muestras deben centrifugarse justo después de su
extraccidon y debe separarse el sobrenadante en otro tubo estéril para
evitar la oxidacién de determinados metabolitos por la presencia de
eritrocitos (18). Estas muestras deben conservarse en hielo seco o -80
°C hasta su analisis. Este procedimiento es de gran relevancia en el
analisis de GABA libre y de determinados metabolitos de la via de las

pterinas por su alta termolabilidad (17,18,57).

TENDENCIA ACTUAL. ANALISIS DE PANELES DE METABOLITOS
PRESENTES EN LCR PARA EL DIAGNOSTICO DE PACIENTES CON
ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO DE LOS
NEUROTRANSMISORES

En dos publicaciones del ano 2020, Galla et al. (25) y Klinke et al. (3),
se propone el analisis simultdneo de 30 y de 38 metabolitos,
respectivamente, en LCR ante una sospecha de un error congénito del
metabolismo que curse con sintomas neuroldgicos. El articulo de
Galla et al. se centra en el andlisis de los metabolitos que se
encuentran alterados en los defectos del metabolismo de la tirosina y
del triptéfano, ya sea por defectos enzimaticos primarios o por déficit
de sus cofactores. Ademas, también se cuantifican las pterinas, el
cortisol y la histamina tanto en suero como en LCR. El método,
validado por la Agencia Europea del Medicamento, se basa en el
analisis del panel de metabolitos en un mismo ensayo de 20 minutos
mediante LC-MS/MS en una columna C18 de fase reversa con dilucién
isotdpica. Tanto en la muestra de suero como en la muestra de LCR se
lleva a cabo un proceso de precipitacién de las proteinas presentes en
la muestra de forma previa a su analisis. Por otro lado, en la
publicacién de Klinke et al. se llevan a cabo dos ensayos distintos,
ambos analizados mediante LC-MS/MS con una columna C18 de fase

reversa con dilucién isotépica. ElI primer ensayo incluye los
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metabolitos relacionados con los errores congénitos del metabolismo
de la tirosina y del triptéfano, ya sea por defectos enziméaticos
primarios o por déficit de sus cofactores, de la vitamina Bs, del folato
o del resto de las pterinas. Por otra parte, el segundo ensayo se
centra en el analisis de las purinas y de las pirimidinas, ademas del
guanidinoacetato.

Por dltimo, es importante mencionar la publicacion de Yan et al. (58),
en la que se analiza un panel de 13 metabolitos relacionados con la
inflamacion. El ensayo se lleva a cabo en LCR mediante LC-MS/MS en
una columna C18 con dilucién isotdpica y permite cuantificar
metabolitos que forman parte de la via de las pterinas, triptéfano-

quinurenina y oxido nitrico.

CONCLUSIONES

En este articulo de revisidn se demuestra la utilidad del estudio de
metabolitos en LCR mediante espectrometria de masas en tandem
para el diagnostico de las enfermedades hereditarias del metabolismo
de los neurotransmisores. Ademas, se pone de manifiesto la
tendencia al analisis simultaneo de multiples metabolitos con el
objetivo de reducir el tiempo para obtener un diagndstico, optimizar
el uso de la muestra de LCR y disminuir los tiempos de respuesta del
laboratorio para el analisis de los metabolitos y de la emision del
correspondiente informe. Finalmente, cabe destacar la importancia de
llevar a cabo estudios moleculares después de haber realizado el
diagnodstico bioquimico para poder ofrecer consejo genético al
paciente y su familia, y en el caso de que sea posible, orientar

respecto al prondstico o al tratamiento de la patologia.
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Tabla 1. Alteraciones de metabolitos en LCR y orina de los errores
congénitos del metabolismo de las aminas biégenas, GABA, folato y
vitamina B, tipo de herencia y nimero OMIM de las entidades

Nim |Tipo . Metabolit
Metabolitos
» ero de os
Patologia alterados en
OMIM | heren alterados
. LCR .
cia en orina
Deficiencia | 60540 R ! HVA, MHPG
de TH A ,
T Acido
Deficiencia | 60864 £ ! 1 HVA, 5-HIAA | vanil-
de AADC 31 T 1T 3-OMD, 5-HTP | lactico, 3-
OMD
Deficiencia | 23391
Errores AR ! HVA, 5-HIAA ! BP, NP
o de GTPCHI |0
congenito !l HVA, 5-HIAA,
Deficiencia | 26164 ! BP
s del AR BP
. de PTPS 0 T NP
metabolis T NP
mo de las | Deficiencia | 26407 - No se observan| ! BP
aminas de PCD 0 alteraciones
L. o ! HVA, 5-HIAA, 5-
biégenas Deficiencia | 26163 ! BP
AR MTHF
de DHPR 0
T BP
Deficiencia | 12823 ! HVA, 5-HIAA,
AD, AR
de GTPCHI |0 NP, BP y BH,
! HVA, 5-HIAA,
Deficiencia | 61271
AD, AR | BH, T SP
de SPR 6
T SP, BP, BH,
Errores Deficiencia | 61316 | AR T GABA, B-




congénito |de GABA-T |3 alanina
S del Seficiencia | 27108 ?  GABA, GHB,
i eficiencia
metabolis AR homocarnosina, T1 GHB
carnosina
GABA
Errores Deficiencia AR ! 5-MTHF
o 61306
congeénito | de folato 8
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metabolis | Malabsorcié
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o 9= o AR L 5-MTHF
folato hereditaria | O
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700 1T: valores aumentados en comparacion los valores de referencia de

705

edad; :
referencia de edad: AR:

los valores de
AD:
dominante; LCR: liquido cefalorraquideo; TH: tirosina hidroxilasa; HVA:
MHPG: AADC:

los aminoacidos aromaticos; acido 5-

valores disminuidos en comparacién

autosémica recesiva: autosémica

acido homovanilico; 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol;
carboxilasa de 5-HIAA:
hidroxiindolacético; 3-OMD: 3-O-metildopa; GTPCH [: guanosina-5’-
trifosfato ciclohidrolasa I; 5-HTP: 5-hidroxitriptéfano; BP: biopterina;
NP: PCD:
pterina-4a-carbaminolamina dihidropterina

neopterina; PTPS: 6-piruvicotetrahidropterina sintasa;

dehidratasa; DHPR:
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reductasa; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; BH.: tetrahidrobiopterina;
SPR: sepiapterina reductasa; SP: sepiapterina; BH,: 7,8-
dihidrobiopterina; GABA: acido y-aminobutirico; GABA-T: GABA
trasnsaminasa; SSADH: succinato semialdehido deshidrogenasa; GHB:
y-hidroxibutirico; PNPO: piridox(am)ina-5'-fosfato oxidasa; PLP:
piridoxal-5'-fosfato; «a-AASA: «a-aminoadipico semialdehido; P6C:
piperidina-6-carboxilato.



