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Introduccion

La aciduria glutarica tipo I (AG-I) es un desorden meta-
bolico de herencia autosémica recesiva y caricter progre-
sivo debido al déficit de la enzima glutaril-CoA-deshidroge-
nasa (GCDH). El diagnéstico se realiza generalmente por
una elevacion del adcido glutarico y 3-hidroxiglutarico en la
orina y de la glutarilcarnitina en el plasma. Existen casos
falsos negativos en relacion con la baja tasa excretora del
acido glutarico.
Objetivo

Resaltar la importancia de la ampliacion del cribado
neonatal por espectrofotometria de masas en tandem
(MS/MS) mediante la inclusion de la medicion de glutaril-
carnitina en la orina para su diagnéstico.

Material y métodos

Se aportan los datos clinicos y el perfil bioquimico que
llevaron al diagnéstico en 5 pacientes diagnosticados de
AG-I en nuestro centro. Se analiza la evolucion clinica 'y
de neuroimagen en funcion de la edad, el diagnéstico y el
inicio del tratamiento.

Resultados

Dos casos de diagndstico por cribado convencional
mediante MS/MS siguieron un tratamiento precoz y es-
tan asintomaticos 6 afios después. Dos pacientes de diag-
nostico y tratamiento tardios presentan secuelas neuro-
16gicas. El ultimo paciente, diagnosticado a los 8 meses
tras una presentacion aguda encefalopatica, mostraba
valores de glutarilcarnitina en plasma en rango normal,
mientras que el analisis retrospectivo de la orina del pe-
riodo neonatal revel6 valores elevados de glutarilcarni-
tina.

Correspondencia: Dra. M.L. Couce Pico.

Conclusiones

El tratamiento temprano parece asociarse a una evolu-
cioén neurolégica favorable en pacientes con AG-I, por lo
que su identificacion precoz constituye un reto diagnosti-
co. La excrecion urinaria de glutarilcarnitina es un marca-
dor especifico de AG-1 y permite la identificacion de pa-
cientes sin aciduria glutarica y valores normales de
glutarilcarnitina en sangre.
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tina.

IMPORTANCE OF EARLY DIAGNOSIS
AND TREATMENT IN THE PROGNOSIS
OF TYPE | GLUTARIC ACIDAEMIA

Introduction

Glutaric Acidaemia type I (GA-D) is an autosomal reces-
sive progressive neurodegenerative inborn error of me-
tabolism caused by deficient activity of the enzyme glu-
taryl-CoA dehydrogenase (GCDH). In most cases, the
diagnosis is established biochemically by the detection of
glutaric acid and 3-hydroxy glutaric acid in urine and glu-
tarylcarnitine in plasma. Patients excreting small amounts
of glutaric acid may be overlooked.

Objective

To investigate the value of expanded newborn screening
by adding the measurement of urine glutarylcarnitine to
conventional chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
in the diagnosis of GA-1.
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Material and methods

We report clinical and biochemical data in 5 GA-I pa-
tients diagnosed in our Hospital. Details regarding bio-
chemical diagnosis are emphasised and the absence or
presence of symptoms was correlated with neuroimaging
findings, age at diagnosis and treatment.

Results

Two patients showed high glutarylcarnitine levels in
plasma and were identified by routine newborn GC-MS
screening. Following early appropriate treatment they are
asymptomatic 6 years later. Two patients with delayed di-
agnosis displayed neurological sequels in spite of treat-
ment. The remaining patient, who presented with en-
cephalopathic episode at age 8 months showed normal
glutarylcarnitine levels in routine plasma GC-MS but high
urine glutarylcarnitine levels in a retrospectively screened
urine sample from the newborn period.

Conclusions

Early treatment seems to positively influence the clini-
cal evolution of GA-I patients. Thus, improving the identi-
fication of GA-I represents an important diagnostic chal-
lenge. The urinary excretion of glutarylcarnitine is a
specific biochemical marker of GA-I and allows the identi-
fication of patients without glutaric aciduria and with nor-
mal plasma acylcarnitine profiles.

Key words:
Glutaric acidaemia type 1. Newborn screening. Glutaryl-
carnitine.

INTRODUCCION

La aciduria glutdrica T (AG-I) (McKusick 231670) es un
raro desorden metabélico de herencia autosémica recesi-
va debido al déficit de la enzima glutaril-CoA-deshidroge-
nasa (GCDH) que interviene en el metabolismo de de-
gradacion de los aminodcidos lisina, hidrosilisina y
triptoéfano. El diagnéstico bioquimico estd basado en la
elevacion del acido glutarico y 3-hidroxiglutarico en la
orina; sin embargo, algunos pacientes AG-I solamente
pueden excretar moderadas cantidades anormales de aci-
do 3-hidroxiglutérico sin dcido glutdrico'. La determina-
cion de la glutarilcarnitina en la muestra de sangre im-
pregnada en papel en el cribado neonatal permite la
deteccion presintomdtica y el tratamiento preventivo en
estas situaciones®>. Los pacientes no tratados manifiestan
generalmente la enfermedad en la primera infancia (entre
los 3 y los 24 meses) con una crisis de encefalopatia agu-
da que provoca destruccion y necrosis de los ganglios ba-
sales, y que tiene como consecuencia una gran disfun-
cion neurolégica que se asemeja a un episodio de
encefalitis con trastornos del movimiento tipo distonia
y/o discinesial:207,

El Programa Gallego de Cribado Neonatal introdujo en
junio de 2000 la espectrometria de masas en tindem
(MS/MS) y con ella, la deteccién precoz de la AG-1, utili-
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zando como marcador bioquimico la glutarilcarnitina en
sangre.

Presentamos los cinco casos de AG-I que controlamos
en la Unidad de Trastornos Metabdlicos de nuestro hos-
pital, donde comprobamos las dificultades para el diag-
nostico por cribado de esta entidad y la importancia de
éste en la optimizacion del prondstico de esta enferme-
dad.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se estudio a los 5 ninos (4 varones, 1 mujer) diagnos-
ticados de AG-1'y que estan controlados desde su detec-
cion hasta el momento actual en la Unidad de Trastornos
Metabolicos del Hospital Clinico Universitario de Santiago
(salvo uno de ellos, cuyo control en nuestro centro se lle-
va a cabo 3 anos después de su diagndstico).

En todos se evalud la edad al diagnéstico y la presencia
o no de sintomas, concentraciones de glutarilcarnitina en
sangre y orina y de los 4acidos organicos en orina, carac-
teristicos de esta enfermedad, en el momento de la de-
teccion. En los ninos en quienes el diagndstico no se
efectud en el periodo neonatal, se volvié a analizar re-
trospectivamente la muestra del cribado neonatal.

Se valor¢ la actitud terapéutica empleada, tanto la die-
tética como la farmacoldgica, y se comprob6 la eficacia
de este tratamiento.

En funcién de los valores de lisina, se calcul6 la to-
lerancia dietética y se llevo a cabo una valoracién nu-
tricional.

Se correlacionaron el desarrollo psicomotor, las altera-
ciones neurolégicas, los estudios radiologicos de neuro-
imagen (tomografia computarizada [TC], resonancia mag-
nética [RM] cerebral) con el diagnéstico y el momento de
inicio del tratamiento.

En todos ellos se efectué un estudio molecular.

Métodos

Cribado neonatal para la aciduria glutarica |

Se determina la glutarilcarnitina mediante MS/MS® en la
muestra de sangre impregnada en papel tomada al tercer
dia de vida del recién nacido. Sobre un disco de 3 mm de
diametro, se realiza una elucion con una solucion de me-
tanol que contiene los patrones internos de aminodcido y
acilcarnitinas marcados isotopicamente (Cambridge Isoto-
pes Laboratories, Inc.), y se lleva a cabo su extraccion y
su posterior evaporacion. La derivacion a ésteres butilicos
tiene lugar por adicion de butanol/clorhidrico y la poste-
rior incubacion; se reconstituye con fase mévil. De for-
ma automadtica, se inyecta en el espectrometro de masas
(Sciex API 2000) donde se produce la ionizacion. La glu-
tarilcarnitina se mide mediante el modo Precursores de
85; como no disponemos del estindar marcado isotopi-
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camente para esta carnitina, se mide frente a la octanoil-
carnitina y se define un punto de corte como el percentil
99 de la poblacion normal objeto de estudio. El trata-
miento de los datos se realiza con el programa Analyst
1.2 y la cuantificacion, mediante el programa Chemo-
vieux 1.2 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Toronto, Ca-
nada).

Nuestro programa recibe la muestra de orina impreg-
nada en papel de todos los recién nacidos, que se reco-
ge al mismo tiempo que la sangre; en la actualidad dis-
ponemos de una adaptacion propia? para el andlisis de
acilcarnitinas, aminodcidos y acidos organicos por MS/MS
en la muestra de orina en fase sélida. Cuando el valor de
la glutarilcarnitina en sangre es elevada, entonces se ana-
liza de forma selectiva la muestra de orina.

Analisis cuantitativo de aminodcidos

Incluyendo la lisina y el triptéfano, se lleva a cabo por
cromatografia de intercambio i6nico (autoanalizador
Biochrom 30) en la muestra de plasma, con desproteini-
zacion con dcido 5-sulfosalicilico, reacciéon poscolumna
con ninhidrina y haciendo uso del patron interno (nor-
leucina).

Determinacion de carnitina libre

Se mide por el mismo método que el resenado ante-
riormente para la glutarilcarnitina y se utiliza como patrén
interno la carnitina deuterada (*Hy-carnitina).

Acidos organicos en orina
Segun la muestra utilizada, se analizan por métodos
diferentes:

1. Muestra liquida: se analiza por espectrometria de ga-
ses-masas (GC-MS).

2. Muestra impregnada en papel: por MS/MS segin el
método’.

Estudios de neuroimagen
En el momento del diagnéstico, en todos ellos se reali-
26 TC y/o RM cerebral.

Ajuste dietético

Se llevé a cabo utilizando una base informatica de con-
feccion propia que, tras la pesada de alimentos, permite
obtener el calculo en 24 h de las calorias, las proteinas
naturales y totales, la lisina, el triptéfano, los lipidos y los
glicidos referidos a su peso.

Valoracion antropométrica
Se determiné con los percentiles de peso, longitud y
perimetro de craneo.

Evaluacion del desarrollo cognitivo y psicomotor

Se empled la Escala de Brunet-Lézine en la nina de
2 anos, la Escala de MSCA (Escala McCarthy de aptitudes
y psicomotricidad) en los ninos de edad preescolar y la
Escala WISC-R (Escala de inteligencia de Wechler para
ninos revisada) si se realiz6 a partir de los 7 anos. La pun-
tuacion del indice general cognitivo y/o cociente de de-
sarrollo estd en el rango normal a partir de 85.

Estudio molecular del gen de
la glutaril-CoA-deshidrogenasa

El ADN gendmico se obtuvo a partir de sangre fresca
siguiendo métodos estandar. Todos los exones del gen y
las regiones intronicas flanqueantes fueron secuenciadas
tras la amplificacion de la proteina C reactiva (PCR)!°.

RESULTADOS

Los pacientes 1y 2 fueron diagnosticados por el criba-
do neonatal a los 11 y 19 dias de vida, y ambos se en-
contraban asintomdticos; Unicamente uno de ellos, el pa-
ciente 2, presentaba macrocefalia (tabla 1). El paciente
1 present6 un valor de glutarilcarnitina en sangre de
0,48 wM y en orina de 43,07 mmol/mol creatinina; en los
acidos organicos urinarios destacaba la presencia de glu-
tarico (412 mmol/mol creatinina) y 3-hidroxiglutarico
(238 mmol/mol creatinina), correspondiente bioquimica-
mente a un perfil de AG-I; el estudio molecular mostré
las mutaciones R88C/Y398C. En el paciente 2 se observo
un valor de glutarilcarnitina de 0,58 ul en sangre y de
17,55 mmol/mol creatinina en orina, mostrando los 4ci-

TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Pacientes 1 2 3 4 5

Sexo M I M M M

Edad actual 6 anos 5a 9 meses 1 ano 8 a 2 meses 18 anos

Edad al diagnéstico 11 dias 19 dias 8 meses 14 meses 13 a 10 meses

Presentacion clinica Asintomatico Macrocefalia Crisis encefalopatica Crisis encefalopatica Paralisis cerebral
disténica grave

Neuroimagen

al desarrollo 1 1 1,2,3 1,2 1,3, 4
Genotipo R88C/Y398C S305L/R227P R227P/R227P Y398C/Y398C R372L/R402W

—

ganglios basales; 3: desmielinizacion cerebral bilateral; 4: atrofia cerebral difusa.

: aumento del espacio subaracnoideo frontotemporal con apertura de las cisuras silvianas en relacion con atrofia selectiva en dicha region; 2: hipersenal en los
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dos organicos una ligera elevacion de 3-hidroxiglutarico
(18 mmol/mol creatinina) y el estudio molecular, las mu-
taciones S305L/R227P.

La RM cerebral mostré en estos pacientes un aumento
del espacio subaracnoideo a nivel frontotemporal con
apertura de las cisuras de Silvio, sin otros hallazgos valo-
rables. Ambos fueron controlados evolutivamente duran-
te 6 anos, recibiendo tratamiento dietético restringido en
lisina con suplemento de carnitina y riboflavina. El pa-
ciente 1 presenté un episodio de descompensacion a los
2 anos coincidente con un rechazo de la toma e hipoglu-
cemia. En el momento actual (tabla 2) ambos se encuen-
tran asintomdticos, siguen una escolarizacion adecuada a
su edad y sus cocientes de desarrollo se hallan dentro de
los limites normales.

El tercer paciente, cribado para esta patologia durante
el periodo neonatal y con un valor de glutarilcarnitina
dentro del rango de normalidad, fue diagnosticado de
AG-I a los 8 meses de vida tras un episodio encefalopati-
co agudo y con hallazgos en la RM cerebral caracteristi-
cos; los dcidos orgdnicos realizados al diagndstico evi-
denciaron solo un ligerisimo aumento del acido glutarico
(17 mmol/mol creatinina) y 3-hidroxiglutarico (18 mmol/
mol creatinina). No obstante, la glutarilcarnitina en orina
(7,22 mmol/mol creatinina) se encontraba muy aumenta-
da (valores presentados en la tabla como 3b). El analisis
en ese momento de la orina recogida durante el periodo
neonatal mostré un aumento significativo de la glutaril-
carnitina en orina (18,17 mmol/mol creatinina) (tabla 3).
Este paciente es homocigoto para la mutacion R227P. Re-
cibe tratamiento dietético, riboflavina, carnicor, baclofe-

TABLA 2. Seguimiento evolutivo. Situacion actual

CD y/o CI Sintomatologia

1 105 Libre de sintomas

2 85 Libre de sintomas

3 - Distonia de extremidades inferiores,
coreoatetosis Discinesias orolinguales

4 102 Notable mejoria. S6lo movimientos disténicos
aislados

5 - Tetraparesia espdstica grave. Convulsiones

CD: cociente de desarrollo (escala de McCarthy); CI: cociente de inteligencia
(escala de Wechler modificada).

no, y tras un seguimiento de 3 meses, presenta discine-
sias orolinguales, distonia de las extremidades superiores
y algunos movimientos coreoatetosicos.

Los casos 4 y 5 fueron de diagnéstico tardio; no se rea-
lizaba el cribado neonatal expandido en el momento de
su nacimiento. El paciente 4, diagnosticado a los 14 me-
ses tras una crisis encefalopatica aguda y una RM cerebral
caracteristica, después de una evolucion de 6 anos pre-
senta una buena recuperacioén, con marcha normal, sin
coreoatetosis ni distonias, y tan solo presenta alguna sa-
cudida de la extremidad superior a nivel proximal. Los
valores del dcido glutarico y 3-OH glutarico al diagnosti-
co fueron de 23 y 68,8 mmol/mol creatinina, respectiva-
mente, y se detectaron las mutaciones Y398C/Y398C. Re-
cibe tratamiento dietético, carnitina y baclofeno. Esta
escolarizado y en la Escala de Wechler su cociente inte-
lectual es de 102. El paciente 5 no fue diagnosticado has-
ta los 13 anos después de varios episodios de descom-
pensacion metabodlica, su afectacion neuroldgica, y esta
afectado de una tetraparesia espdstica distonica grave,
ademas de conllevar una grave repercusion nutricional.
Los valores del acido glutarico (177 mmol/mol creatinina)
y 3-OH glutarico (elevacion, sin cuantificar) que posee-
mos de este paciente corresponden al momento de ini-
cio del seguimiento en nuestra Unidad de Trastornos Me-
tabolicos. Es portador de las mutaciones R372L/R402W.

DiscusiON

Otros autores ya senalaron previamente la mejoria en el
prondstico de la AG-I detectada mediante cribado neona-
tal y tratada precozmente, antes del cldsico inicio encefa-
lopéticol1"13. En concordancia con ello, los diagnostica-
dos y tratados precozmente en nuestro hospital (casos 1y
2) presentan una buena evolucion y estan asintomaticos,
lo cual ratifica las experiencias antes referidas. Por el con-
trario, en aquellos pacientes en los que el diagndstico y la
intervencion fueron tardios, tras crisis encefalopaticas,
pueden presentar una afectacion neurologica persisten-
tel 1415 i bien no se descarta una mejorfa tras la instau-
racion del tratamiento. Tal es la experiencia del caso 3,
con recuperacion de su motilidad pero con persistencia
de la afectacion extrapiramidal en grado leve.

El diagnéstico de esta entidad, atin con la disponibilidad
de MS/MS para el cribado, conlleva en ocasiones falsos

TABLA 3. Perfil bioquimico de los pacientes con aciduria glutarica

Rango de referencia 1 2 3a* 3b* 4 5
Glutarilcarnitina en sangre (M) <0,13 0,48 0,58 0,13 0,120 0,25 1,66
Glutarilcarnitina en orina (mmol/mol creatinina) <1,90 43,07 17,55 18,17 7,22 13,8 -
Acido glutarico (mmol/mol creatinina) 2-10 412 86 — 17 23 177
3-OH-glutarico (mmol/mol creatinina) 2,15 238 267 - 18 68,8 Alto sin cuantificar

*3a: valores en el cribado neonatal.
*3b: valores al diagndstico.
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negativos, ya que el valor de la glutarilcarnitina en sangre
—analito utilizado para la deteccion— puede encontrarse
dentro del rango de normalidad si es bajo en excretores
(glutdrico en orina < 100 mmol/mol de creatinina)210.16-18,
El paciente 3, con cifras de glutarilcarnitina de 0,13 wM en
la muestra de sangre de cribado a los 4 dias de vida, cons-
tituye un ejemplo de esta eventualidad. Asi, el perfil de
acidos organicos (acido glutarico < 100 mmol/ mol creati-
nina) y la mutacion R227P/R227P'%1° permiten catalogar-
lo como “bajo excretor”, y es la demostracion de una ele-
vada concentracion de glutarilcarnitina en orina la que
orient6 en este caso el diagnostico definitivo, al confir-
marse dicho hallazgo en el anilisis retrospectivo de la
muestra de orina del cribado neonatal.

No obstante, no todas las presentaciones son homogé-
neas. El paciente 2 present6d un valor de acido glutari-
co < 100 mmol/mol creatinina y la mutacion R227L en he-
terocigosis, lo cual parece sugerir, desde el punto de vista
bioquimico, un perfil de “bajo excretor”. A pesar de ello, el
valor de la glutarilcarnitina en sangre en el momento de la
deteccion neonatal estaba muy por encima del rango de re-
ferencia (0,58 wM). Tanto este paciente como todos los de-
mas presentados en este trabajo tenian un valor de glutaril-
carnitina en orina 4 veces superior al rango de normalidad.

De acuerdo con estos datos, y en concordancia por lo
apuntado por Tortorelli et al?®, creemos que la glutaril-
carnitina en la orina constituye un excelente marcador
para la deteccion precoz neonatal de esta enfermedad,
permitiendo ampliar el espectro de deteccion a los pa-
cientes “excretores bajos”?!. Teniendo en mente los datos
que avalan una buena evolucion neurologica en relacion
con una deteccion y un tratamiento precoces, el objeti-
vo final debe ser la optimizacion de los recursos de cri-
bado neonatal.

En nuestra comunidad auténoma, a todos los recién
nacidos se les realiza sistemdticamente una toma de
muestra de orina en papel junto a la de sangre. Como
parte de un programa mas ambicioso que, con la finali-
dad de mejorar la sensibilidad y la especificidad, preten-
de la ampliacion universal a todos los recién nacidos del
cribado para AG-I en orina, por el momento se lleva a
cabo el andlisis selectivo de glutarilcarnitina en orina en
aquellos casos que muestran un valor elevado de glutaril-
carnitina en la sangre.
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