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ABSTRACT

Introduction: aminoacidopathies are a group of inborn errors of metabolism caused by defects in
metabolic pathways involving amino acids. Quantification of serum amino acids is necessary for the
diagnosis of these defects.

Objective: to analized the serum amino acid profile in patients with clinical manifestations of
aminoacidopathies.

Methods: an observational, descriptive, prospective case series study was carried out. 32 pediatric
patients of both sexes with clinical manifestation of aminoacidopathies from 9 provinces of the country
treated in specialized Clinical Genetics clinics were included. The samples were sent to the
Biochemical Genetics Laboratory of the National Center for Medical Genetics in the period between
January 2023 and June 2024. Ten serum amino acids were quantified by a High-Performance Reverse-
Phase Liquid Chromatography method and pre-column derivatization with o-phthaldehyde
implemented in the Laboratory.

Results: in the sample studied, the male sex predominated and the largest number of cases was
contributed by the province of Havana. 53 % of the patients corresponded to the age group of 1 to 6
years. Neurological alterations and metabolic acidosis were the mains reasons for requesting a serum
aminogram. In 59 % of the cases (19/32), significant alterations in the amino acid profile were
identified, which allowed the identification of several types of aminoacidopathies as a possible
diagnosis of the cases studied.

Conclusions: the analysis of the serum amino acid profile is essential for the diagnosis of
aminoacidopathies in patients with clinical alterations suggestive of these entities.

Keywords: Aminoacidopathies; Amino Acid Profiles; HPLC-RP; Clinical Manifestations; Biochemical
Diagnosis.
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RESUMEN

Introduccion: las aminoacidopatias constituyen un grupo de errores innatos del metabolismo causados
por defectos en las vias metabolicas que involucran a los aminoacidos. La cuantificacion de aminoacidos
séricos es fundamental para el diagnostico de estos defectos.

Objetivo: analizar el perfil aminoacidos séricos en pacientes con sospecha clinica de aminoacidopatias.
Métodos: se realizo un estudio de tipo observacional, descriptivo, prospectivo de serie de casos. Fueron
incluidos 32 pacientes pediatricos de ambos sexos, con sospecha clinica de aminoacidopatia,
procedentes de 9 provincias del pais atendidos en consultas especializadas de Genética Clinica. Las
muestras fueron enviadas al Laboratorio de Genética Bioquimica del Centro Nacional de Genética
Médica en el periodo comprendido entre enero 2023 a junio 2024. Fueron cuantificados 10 aminoacidos
séricos por un método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Inversa y derivatizacion
pre-columna con o-ftaldehido implementado en el Laboratorio.

Resultados: en la muestra estudiada predomino el sexo masculino y la mayor cantidad de casos fue
aportada por la provincia La Habana. El 53 % de los pacientes correspondio al grupo etario de 1 a 6
anos. Las alteraciones neurologicas y la acidosis metabolica fueron los principales motivos de indicacion
para solicitar la realizacion del aminograma sérico. En el 59 % de los casos (19/32) se identificaron
alteraciones significativas del perfil de aminoacidos, lo que permitio la identificacion de varios tipos
de aminoacidopatias como diagnostico presuntivo en los casos estudiados.

Conclusiones: el analisis del perfil de aminoacidos séricos resulta esencial para el diagnostico de
aminoacidopatias en aquellos pacientes con alteraciones clinicas sugestivas de estas entidades.

Palabras clave: Aminoacidopatias; Perfil de Aminoacidos; HPLC-RP; Manifestaciones Clinicas;
Diagnostico Bioguimico.

INTRODUCCION

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son trastornos bioquimicos de origen genético en los que se
producen disfunciones enzimaticas involucradas en alguna via metabolica de caracter especifico. En la
actualidad se han descrito alrededor de 500 EIM, dentro de los cuales se encuentran las
aminoacidopatias.'
Las aminoacidopatias son enfermedades ocasionadas por alteraciones en el metabolismo de los
aminoacidos. Estan genéticamente determinados y en su gran mayoria se heredan de forma autosomica
recesiva. Se han descrito mas de 70 defectos de este tipo. Sus efectos clinicos se manifiestan como una
enfermedad aguda en el nifo, caracterizado por alteraciones en el neurodesarrollo y/o retraso en el
crecimiento. Aunque estas entidades se consideran enfermedades raras por su baja incidencia, sin un
manejo terapéutico adecuado pueden resultar potencialmente mortales.?
Ante la sospecha clinica de estos trastornos se deben realizar primeramente examenes de rutina tales
como: cuadro hematico, glicemia, amoniaco sérico, transaminasas, lactato sérico, ureoanalisis de
electrolitos y gases arteriales (calculo del anion Gap). En el caso de que estas pruebas aporten resultados
asociados a estas enfermedades, se procede a realizar pruebas cualitativas y semi-cualitativas mas
selectivas como son las pruebas metabdlicas en orina (PMO) y la cromatografia en capa delgada (TLC).
Finalmente, se debe confirmar el diagnostico de estas entidades, obteniendo el perfil de aminoacidos en
fluidos biologicos, mediante el empleo de métodos cromatograficos mas sensibles, como la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion en Fase Inversa (HPLC-RP).3
En este sentido, los métodos que emplean la derivatizacion precolumna y postcolumna de aminoacidos,
combinados con el HPLC-RP han adquirido una importancia creciente.*® Estos tienen las ventajas de
disminuir los tiempos de analisis, mejorar la sensibilidad, la flexibilidad y reducir los costos de
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instrumentacion y mantenimiento, por lo que se mantienen como una importante alternativa para el
estudio de los EIM de los aminoacidos.

En Cuba, el Centro Nacional de Genética Médica actualmente desarrolla un proyecto que tiene como
proposito la introduccion de métodos para el analisis y cuantificacion de los aminoacidos mas relevantes
en el estudio de las aminoacidopatias. Dentro de este proyecto, una de las estrategias se basa en la
obtencion de los perfiles de aminoacidos en pacientes con sospecha clinica de estos trastornos.
Tomando como punto de partida los antecedentes expuestos, el objetivo general del presente trabajo es
analizar el perfil de aminoacidos séricos en una serie de pacientes con sospecha clinica de
aminoacidopatias.

METODOS

La presente investigacion se desarrollo en el laboratorio de Genética Bioquimica del Centro Nacional de
Genética Médica (CNGM) durante el periodo comprendido entre enero 2023 a junio 2024.
Se trata de un estudio observacional, descriptivo, prospectivo de serie de casos, que incluyé 32 pacientes
con sospecha clinica de EIM relacionado con los aminoacidos, en edades pediatricas y de ambos sexos.
La inclusion de los pacientes se realizd como parte de unas de las tareas de investigacion de un proyecto
que lleva a cabo el laboratorio. De esta forma, fueron recibidas muestras de pacientes de 9 provincias
del pais y en todos los casos se pidi6 consentimiento de sus tutores legales para la recoleccion y analisis
de las muestras.
Para la seleccion de la muestra en estudio se tuvieron en cuenta los datos clinicos aportados en la
indicacion de estudio metabolico, los resultados de las PMO en orina y en algunos casos los resultados del
perfil de acidos organicos en orina.
Las muestras de suero de los participantes fueron remitidas desde los servicios de Genética Clinica de
hospitales y centros provinciales que conforman la Red Nacional de Genética Médica. Las que fueron
enviadas al laboratorio en condiciones de conservacion adecuadas para su posterior procesamiento.
Una vez en el laboratorio, a todas las muestras se les realizé un pre-tratamiento que consistio en la
desproteinizacion con acetonitrilo, en relacion 2:1 (v:v). Posteriormente de haber estado almacenadas a
-20 °C overnigth, las mismas fueron centrifugadas a 10000 r.p.m. durante 15 minutos con el proposito de
separar los aminoacidos libres de la proteina precipitada. Posteriormente, se extrajeron 100 pL del
sobrenadante cuidadosamente. Luego en los tubos de inyeccion de HPLC fueron afadidos 10 pL de blanco
reactivo (Acetonitrilo), patrones y/o muestras desproteinizadas, 500 pL de metanol, 200 yL de buffer
borato y 100 pL de reactivo derivatizante para ser analizados.
Condiciones cromatogrdficas
El analisis de las muestras se realizo en un equipo de HPLC (Shimadzu) compuesto por: una bomba
cuaternaria LC-20AT, un autoinyector SIL-20A, detector de fluorescencia RF-10AXL y un horno CTO-20AC.
El método cromatografico empleado fue descrito por Liu® y Babu et al.” Al que se le introdujeron cambios
en la composicion de la fase movil y el método de elucion para la determinacion de las concentraciones
séricas de los aminoacidos: glicina (Gly), arginina (Arg), leucina (Leu), isoleucina (lle), alanina (Ala),
valina (Val), histidina (His), Ornitina (Orn), citrulina (Cit) y glutamina (Gln). La separacion cromatografica
se llevo a cabo en una columna Lichrosorb RP-18 (Supelco) de 250 mm de longitud y 5um de tamano de
particula. Se utilizé un método isocratico en fase inversa con derivatizacion precolumna, siendo el o-
ftaldehido (OPA) el reactivo derivatizante. Para separar Leu, Ile, Val y Orn se utilizd en una proporcion
de fase movil 60:40 (v/v) mientras que para los aminoacidos Gln, Gly, His, Cit, Ala y Arg se empled la
composicion 90:10 (v/v). El flujo de la fase movil fue 1 ml/min, para los primeros 4 aminoacidos y 1,2
ml/min para el resto. La temperatura de la columna se controlé a 40°C y el volumen de inyeccion fue de
20 pl. La deteccion se realizd a una longitud de onda de excitacion 330 nm y de emision de 440 nm. La
adquisicion y procesamiento de las senales cromatograficas se realizo con el programa LCSolution ver.
1.25 SP 3, 2011.
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Los resultados de la cuantificacion de los 10 aminoacidos se expresaron en pmol/L. Los datos se presentan
como medias +/- desviacion estandar y se calcularon los valores minimos y maximos. Para el analisis del
aminograma, los valores obtenidos en los pacientes se clasificaron en tres categorias: bajos, altos o
normales, teniendo en cuenta los valores de referencia internacionales reportados en la literatura para
métodos de HPLC-RP similares al empleado en la presente investigacion.®

Esta investigacion se disefid y ejecuto segun los principios éticos para la investigacion médica con seres
humanos, establecidos en la Declaracion de Helsinki.® La investigacion de la cual se derivan estos
resultados fue aprobada por los érganos cientificos: Comité de Etica de las investigaciones y Consejo
Cientifico del Centro Nacional de Genética Médica.

RESULTADOS

Se estudiaron un total de 32 pacientes con sospecha clinica de aminoacidopatias, de ellos; 20 del sexo
masculino (62.5 %) y 12 del femenino (37.5 %). La mayor proporcion de pacientes correspondieron al grupo
etario de los preescolares (1-6 afos), con 53%, seguido por el grupo de los lactantes con un 25 % del total
de casos. En menor porcentaje eran escolares (7 a 12 anos, 19 %) y solo el 3% estaba entre los 13 y los 18
anos.
Fueron recibidas muestras de 9 de las 15 provincias, siendo la provincia de La Habana la que aporto la
mayor cantidad de casos con 11 casos.
Los principales datos clinicos aportados en el modelo de indicacion por el cual se sospechaba la presencia
de una aminoacidopatia se resumen en la figura 1.

Figura 1. Principales sintomatologias reportadas en el modelo de indicacion de estudio
metabdlico en los pacientes incluidos en el estudio. TDAH: trastorno de atencion e hiperactividad;
TEA: Trastornos del espectro autista. Fuente: Modelos de indicacion de estudio metabélico.
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Fuente: elaboracion propia.

Se destaca que la prueba del cloruro férrico resulté positiva en el 40.6 % de los casos. Mientras que,
los resultados del perfil de acidos organicos en orina arrojaron que 2 pacientes mostraron aumento de
acido lactico, en 3 pacientes se detecto la presencia de cuerpos cetonicos y 1 paciente presenté aumento
de los niveles de glicerol.

La tabla 1 resume los resultados de la cuantificacion de aminoacidos en los pacientes, con los valores
expresados como media, desviacion estandar (DE) y rango (valor minimo - valor maximo). También se
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refleja los valores de referencia internacionales de cada aminoacido y las alteraciones encontradas en
los pacientes. El perfil de aminoacidos presento alteraciones significativas en el 59 % (19/32) de los casos
estudiados.

Tabla 1. Perfil de aminoacidos séricos en la serie de casos estudiada (n=32).

Aminoacido Media + DE Bango Valores . de Bajo | Normal Elevado
Min/Max referencia®

Valina 144,2 + 59,6 33,5-322,6 140 - 350 12 19 1
Isoleucina 103,7 + 68,8 11,5 - 331,1 30-130 4 19 9
Leucina 145,6 + 296,6 29,2 - 1657,4 60 - 230 9 20 3
Ornitina 109,7+ 104,5 18,5 - 460,4 20-135 1 22 9
Citrulina 20,3 + 39,5 0,0 - 237,9 8-47 13 16 3
Glutamina 393,5 + 285,5 0,0 -1302,5 396-746 22 5 5
Arginina 218,7 + 246,7 13,2 - 1156,6 40-160 5 17 10
Alanina 455,9 + 408,8 137,9 - 1814,7 240-600 11 16 5
Glicina 449,0 + 408,1 144,2 - 1987,4 140-490 - 26 6
Histidina 102,1 + 98,8 16,3 - 437,4 50-130 7 18 7

Fuente: elaboracién propia.
En la tabla 2 se agrupan las manifestaciones clinicas mas relevantes que presentaron 12 de los casos con
el perfil alterado. En estos casos en particular se realizo un analisis integrado de los datos clinicos, la
edad, el sexo, los resultados de las PMO en orina y/o el perfil de acidos organicos, en conjunto con los
valores de aminoacidos en suero, lo que permitié sugerir un diagnostico presuntivo en el 66 % de los casos
analizados (8/12).

Tabla 2. Resumen de la integracion de los resultados del aminograma con las manifestaciones
clinicas mas relevantes de 12 pacientes de la serie de casos estudiada.

Valores séricos aminoacidos (pmol/L)
Aspectos clinicos val le | Leu | Om | Gln | Gly | His | Git | Ala | A
relevantes Pte
Acidosis P40 | 140,8 | 57,5 72,2 26,8 | 180,4f |2475 |67,3 |54t [259,7 | 85,3
Metabdlica P45 | 158,3 | 57,0 125,0 | 460,4° | 291,0t | 326,1 [58,2 |4,9t | 240,1 27,7t
Convulsiones P10 [163,5 |[2305° 78,8 64,1 | 338,0f [202,9 |111,4 [31,1 |[468,9 | 236,1°
P46 | 267,9 | 62,3 186,6 154,7° | 859,9° |254,5 |61,4 |10,5 | 2858t | 188,0°
Acidosis P11 [ 123,2 [ 1435 | 56,4t 97,7 | 0,0t 4050 |53,4 |6,0f |250,9t |118,3
Metabolica + P17 [123,7 |[197,77 | 82,4 435,9° | 59,61 | 221,6 | 17,1 6,8 | 143,3t | 73,5
Convulsiones P44 | 153,7 | 105,1 133,2 | 42,6 |291,0t |342,1 |137,6° | 0,0t | 1319,5° | 16,81
Sintomatologia P1 |[322,6° |331,1° |1657,4° |139,8 | 746,6 |1987,4 |352,7° | 78,5° | 1814,7° | 931,6°
sugestiva de *
amineacidopatia | P3 | 274,4 |[173,77 |1025,7° | 139,0 | 233,21 | 1424,1 | 437,4° | 39,8 | 1239,6° | 1156,6
de tipo MSUD * *
P31 | 662,0° | 78,8 448 3* | 2124, | 5411,6° | 757,8° | 462,4° | 87,4° | 423,8 | 36,8t
9°
Signos clinicos P43 | 120,1 118,7 124,3 74,8 | 926,5° |150,8 |73,4 |25t |137,9t | 29,5t
tipo “intoxicacion” | p54 | 179,0 | 47,0 122,3 42,1 |351,1t |224,8 |27,6 |04t |98,1t 68,4

Leyenda: * Valores elevados; T Valores bajos. Pte: Paciente; MSUD: Enfermedad de la orina de
jarabe de arce. Todas las concentraciones estan expresadas en umol/L.
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En este sentido fueron identificados 3 tres pacientes con Enfermedad de la orina de jarabe de arce (MSUD
del inglés, Maple Syrup Urine Disease), diagnostico apoyado en la marcada elevacion de los niveles de
leucina, valina e isoleucina, asi como las relaciones entre estos aminoacidos. En los 6 pacientes que
manifestaron como principal sospecha de aminoacidopatias, la acidosis metabdlica, se aprecian bajos
niveles de glutamina y citrulina. Por otro lado, en los dos pacientes que presentaban sintomas de
intoxicacion, se sospecha la presencia de desordenes en el ciclo de la urea dados los cambios observados
en el perfil de los aminoacidos involucrados en la ureogénesis.

Por otro lado, los cambios en el perfil de aminoacidos en los casos que presentaban convulsiones, apuntan
a la posible presencia de acidurias organicas, como diagndstico presuntivo en los mismos. Adicionalmente,
estos presentaron afectaciones del ciclo de la urea secundaria a la presencia de acidos organicos. Se
sefala que estos casos presentaron como caracteristica comun bajos niveles séricos de glutamina.

Se resalta que en uno de estos casos hay un aumento significativo de la arginina, lo que unido a los
cambios en los niveles de ornitina y glutamina en suero, se sugiere como diagnodstico presuntivo la
Arginemia, trastorno del ciclo de la urea, donde se reporta este patron caracteristico en el aminograma.
Por otra parte, en otros 6 casos con el perfil alterado, se aprecio que presentaban como principal motivo
de indicacion del estudio, alteraciones generales en el neurodesarrollo. De manera particular, en 3 de
estos casos es probable que presenten una aminoacidopatia, atendiendo a las modificaciones halladas en
el perfil (ver tabla 3). En este sentido, al analizar el perfil se encontré que 4 de ellos mostraron bajos
niveles plasmaticos de los aminoacidos ramificados (BCAA).

Adicionalmente en 3 pacientes con afectaciones en el neurodesarrollo se registraron niveles elevados de
glutamina, glicina, alanina y arginina, indicativo de afectaciones en el ciclo de la urea, secundaria a la
presencia de acidos organicos.

De igual manera, uno de los casos presenta un aumento significativo de isoleucina lo cual pudiera estar
asociado a una deficiencia en la enzima 2-metilbutiril-CoA deshidrogenasa.

Tabla 3. Aminograma sérico de 6 pacientes con Retraso del neurodesarrollo.

Cod Pte Valores séricos aminoacidos

Val lle Leu Orn Gln Gly His Cit Ala Arg
P22 209,4 | 224,4* | 84,8 29,9 280,91 226,2 29,1t | 7,1% 347,2 137,8
P23 99,8t 114,6 | 44,9t | 18,5t | 1302,5* | 1027,0* | 366,3* | 47,2* | 1037,7* | 402,9*
P24 1261 120,7 | 96,9 43,2 813,9* 1595,0* | 279,1* | 25,0 | 1643,1* | 384,4*
P29 157,5 64,3 90,2 | 262,6* | 383,87 221,5 79,6 10,6 255,4 489,6*
P35 127,61 67,4 | 29,6t | 65,2 389,71 236,9 77,9 6,61 261,3 76,3
P39 137,01 77,2 86,2 48,4 395,07 294,8 73,7 7,3t 245,7 172,6

Leyenda: * Valores elevados; T Valores bajos. Todas las concentraciones estan expresadas en

pmol/L.

En uno de los casos el analisis del perfil de acidos organicos arrojo un incremento del glicerol, mientras
que el aminograma mostro alteraciones en los niveles de valina, citrulina y glutamina, los que se
encontraban por debajo de los valores de referencia, mientras que se aprecid6 un aumento en las
concentraciones de isoleucina. Los niveles elevados de ornitina y bajos niveles de citrulina, sugieren que
este paciente también presenta trastornos proximales o mitocondriales en el ciclo de la urea.
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CONCLUSIONES

El analisis del perfil de aminoacidos séricos ha demostrado ser una herramienta clave para el diagnostico
presuntivo de las aminoacidopatias en pacientes pediatricos con manifestaciones clinicas sugestivas de
estos trastornos. Este estudio resalta la importancia de implementar metodologias avanzadas como la
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa (HPLC-RP) para la cuantificacion precisa de
aminoacidos, lo que permite identificar alteraciones metabolicas significativas y orientar un manejo
clinico adecuado.

En la serie de casos analizada, se observo un predominio de pacientes en edades preescolares, con un
ligero predominio del sexo masculino. Este hallazgo coincide con patrones de presentacion descritos en
la literatura, aunque la mayoria de las aminoacidopatias tienen un patron de herencia autosomico
recesivo y no presentan diferencias significativas entre sexos. La inclusion de pacientes de diversas
provincias refleja la relevancia de contar con una red nacional de referencia para el diagndstico y manejo
de estos trastornos metabdlicos.

El estudio evidencio que el 59 % de los casos presentd alteraciones significativas en el perfil de
aminoacidos, lo que permitié identificar varios tipos de aminoacidopatias. Entre estas, destacan la
enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (MSUD), trastornos del ciclo de la urea y acidurias
organicas, los cuales son potencialmente mortales si no se diagnostican y tratan oportunamente. En estos
casos, se identificaron patrones bioquimicos caracteristicos como niveles elevados de leucina, valina e
isoleucina, bajos niveles de citrulina y glutamina, y alteraciones en otros aminoacidos clave, lo que
facilito la correlacion clinico-bioquimica necesaria para un diagnostico presuntivo.

Ademas, se observd que las manifestaciones clinicas mas frecuentes incluyeron convulsiones, acidosis
metabodlica, retraso en el neurodesarrollo y sintomas sugestivos de intoxicacion metabolica. Estas
manifestaciones estan directamente relacionadas con la acumulacion de metabolitos toxicos y
alteraciones enzimaticas que afectan procesos esenciales como la sintesis de proteinas, la
neurotransmision y el metabolismo energético.

El estudio también pone de manifiesto limitaciones como la falta de determinaciones de amoniaco en
algunos pacientes, lo que podria complementar el diagndstico en casos con alteraciones del ciclo de la
urea. Asimismo, la integracion de los datos clinicos con los perfiles bioquimicos y las pruebas
complementarias resalta la necesidad de enfoques multidisciplinarios para un manejo efectivo.

La cuantificacion de aminoacidos séricos no solo permite una aproximacion diagnostica en pacientes con
sospecha de aminoacidopatias, sino que también representa un pilar fundamental en el disefio de
estrategias terapéuticas y preventivas. Este trabajo refuerza la necesidad de fortalecer las capacidades
diagnosticas en el ambito nacional y de realizar investigaciones futuras que amplien el conocimiento
sobre estas enfermedades raras, pero de alto impacto clinico.
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