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Resum 
 
Els errors congènits del metabolisme són malalties d’origen genètic amb una baixa 

prevalença dins de la població general. Aquestes malalties solen estar causades per 

mutacions en gens que provoquen un mal funcionament de diversos enzims o 

cofactors que controlen alguna ruta metabòlica de l’organisme. Moltes d’aquestes 

malalties poden presentar símptomes neurològics que poden comprometre el correcte 

desenvolupament del sistema nerviós central (SNC), particularment durant el període 

neonatal i la infància. Tot i la seva baixa prevalença, cada any es descriuen nous 

desordres i fenotips, motiu pel qual cal seguir investigant en nous biomarcadors. 

Les monoamines, com la dopamina i la serotonina, són neurotransmissors que 

intervenen en el correcte desenvolupament de les funcions motores, perceptives, 

cognitives i emocionals del SNC. Diverses condicions genètiques i ambientals han 

demostrat que afecten de manera primària el metabolisme d’ambdós 

neurotransmissors o bé d’aquells cofactors essencials per la correcta biosíntesis de la 

dopamina i serotonina. La detecció quantitativa de metabòlits de la dopamina i 

serotonina (àcid homovaníl·lic (HVA), i àcid 5-hidroxiindolacètic (5-HIAA), 

respectivament), així com dels seus cofactors (vitamina B6 i tetrahidrobiopterina), en 

líquid cefaloraquidi (LCR) es considera una important prova bioquímica pel diagnòstic i 

seguiment de les malalties mencionades anteriorment.  

El LCR és un fluid biològic que s’obté mitjançant una punció lumbar, intervenció 

invasiva que ha de realitzar personal especialitzat i seguint un estricte protocol 

estandarditzat. Els pacients amb dèficit de dopamina i serotonina d’origen genètic 

reben tractament amb precursors d’aquests neurotransmissors. El correcte seguiment 

del tractament es fa per puncions lumbars successives fent que els pacients s’hagin de 

sotmetre varies vegades a una punció lumbar. Seria de gran utilitat poder trobar un 

biomarcador relacionat amb la dopamina i/o serotonina, que no estigués influenciat 

per factors externs,  que fos un reflex del que succeeix al SNC i que pogués determinar-

se en d’altres fluids biològics menys invasius, com l’orina. Per això vam avaluar la 

utilitat de la melatonina en orina, una hormona sintetitzada per la glàndula pineal 

(localitzada al cervell) a partir de la serotonina cerebral. Una vegada és sintetitzada, és 



 

 

alliberada a la sang perquè pugui ser metabolitzada i posteriorment eliminada per 

orina com a 6-sulfatoximelatonina (aMT6s).  

D’altra banda, tot i que l’obtenció del LCR es realitza mitjançant un procediment 

protocol·litzat, pot està subjecte a alteracions preanalítiques, com ara la contaminació 

hemàtica per punció traumàtica. Està descrit que aquesta contaminació hemàtica té 

efectes sobre la concentració de glucosa i de proteïnes en el LCR, però no hi ha estudis 

on es descrigui l’efecte en d’altres biomarcadors que s’analitzen en LCR per l’estudi de 

patologies neurometabòliques.  

Tenint en compte aquests antecedents en aquesta tesi hem desenvolupat 3 objectius: 

1. Avaluar l’efecte de la contaminació hemàtica en mostres de LCR a l’hora de realitzar i 

interpretar les anàlisis que realitzem al laboratori: aminoàcids, metabòlits dels 

neurotransmissors, 5-metiltetrahidrofolat, vitamina B6, pterines (neopterina i biopterina) i 

tiamina. Els resultats es van publicar a la revista “Fluids and Barriers of CNS” sota el títol 

Effect of blood contamination of cerebrospinal fluid on amino acids, biogenic amines, 

pterins and vitamins (2019). 

2. Establir valors de referència  de l’aMT6s (metabòlit de la melatonina) en orina en població 

sana, per tal d’avaluar si pot ser un bon biomarcador perifèric de l’estat de la serotonina 

cerebral en pacients amb mutacions patològiques de gens relacionats en la biosíntesis de 

la serotonina. Els resultats d’aquest estudi es van publicar a la revista “Scientific Reports” 

sota el títol Urinary sulphatoxymelatonin as a biomarker of serotonin status in biogenic 

amine-deficient patients (2017). 

3. Avaluar retrospectivament el fenotip clínic i els perfils bioquímics d'amines biògenes en 

LCR de pacients diagnosticats genèticament d’una malaltia mitocondrial. Els resultats 

d’aquest estudi es van publicar a la revista “Journal of Inherited Metabolism Diseases” sota 

el títol Cerebrospinal fluid monoamines, pterins, and folate in patients with mitochondrial 

diseases: systematic review and hospital experience (2018). 

Paral·lelament a això vam poder publicar un protocol estandarditzat de l’anàlisi de les 

monoamines i els seus cofactors en LCR per HPLC a la revista “Nature Protocols” 

(Analysis of human cerebrospinal fluid monoamines and related cofactors by HPLC. 

2017). 
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3OMD 3-ortometildopa 

5HIAA Àcid 5-hidroxiindolacètic 

5HTP 5-hidroxitriptòfan 

5MTHF 5-metiltetrahidrofolat 

AADC l-aminoàcid aromàtic descarboxilasa 

adGTPCH GTPCH autosòmica dominant 

ADN Àcid desoxiribonucleic 

ALDH7A1 α-aminoadípic-semialdehid deshidrogenasa 

aMT6 Sulfatoximelatonina 

arGTPCH  GTPCH autosòmica recessiva 

ATP Adenosina trifosfat 

BH2 Dihidrobiopterina 

BH4 Tetrahidrobiopterina 

BHE Barrera hematoencefàlica 

COMT Catecol-O-metiltransferasa 

DAT1 Transportador de dopamina tipus 1 

DBH Dopamina-β-hidroxilasa 

DFC Dèficiència de folat cerebral 

DHFR Dihidrofolat reductasa 

DHPR Dihidropteridina reductasa 

ECM Errors congènits del metabolisme 

ED Detecció electroquímica 

FD Detecció de fluorescència 

FOLR1 Receptor 1 del folat 

FRα Receptor alfa del folat 

GABA Àcid gamma-aminobutíric 

GDH Complexe de la glicina descarboxilasa 

GTP Guanosina trifosfat 

GTPCH-I GTPciclohidrolasa-I 

HIOMT  5-hidroxiindol-O-metil transferasa 

HPLC Cromatografia líquida d'alta resolució 
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HVA Àcid homovanílic 

IMAO Inhibidors de la MAO 

ISRS Inhibidors de la recaptació de serotonina 

KSS Síndrome de Kearns Sayre 

LCR Líquid cefalorraquidi 

L-DOPA Dihidroxifenilalanina  

MAO-A Monoaminooxidasa A 

MHPG Metoxihidroxifenilglicol 

mtDNA ADN mitocondrial 

MTHFR Metilè-tetrahidrofolat reductasa 

NGS Seqüenciació massiva de nova generació 

OAT3 Transportador orgànic aniònic tipus 3 

P6C Piperideïna-6-carboxilat 

PCD Pterina 4-alfa carbinolamina deshidratasa 

PCFT Transportador del folat acoblat a protons 

PKU Fenilcetonúria 

PLK Piridoxal quinasa 

PLP Piridoxal fosfat 

PNPO Piridox(am)ine 5’-fosfat oxidasa  

PTPS 6-piruvoyltetrahidropterina sintasa 

SAM S-adenosilmetionina 

SNAT Serotonina-N-acetil transferasa 

SNC Sistema nerviós central 

SR Sepiapterina reductasa 

TDP Tiamina difosfat 

TH Tirosina hidroxilasa 

TMP Tiamina monofosfat 

TPH Triptofan hidroxilasa 

UHPLC-MS/MS Ultra-HPLC acoblada a espectrometria de masses en tàndem 

VMAT2 Transportador de monoamina vesicular tipus 2 

VR Valors de referència 
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Les monoamines, dopamina i serotonina, són neurotransmissors amb un paper 

fonamental en les funcions cerebrals motores, perceptives, cognitives i emocionals, i 

en altres com ara la regulació del to vascular, la temperatura, part de la funció 

endocrina i la deglució (Ng J et al., 2015). Les vies metabòliques per a la seva síntesi i 

les malalties associades a defectes genètics es mostren a la figura 1 i a la taula 1. 

S'ha demostrat que diverses condicions genètiques i ambientals afecten el 

metabolisme de la dopamina i la serotonina o als seus cofactors (pterines i piridoxal 

fosfat (PLP)) que són essencials per a la biosíntesi adequada d'aquests 

neurotransmissors (Ng J et al., 2015). Les deficiències dels enzims l-aminoàcid aromàtic 

descarboxilasa (AADC) i de tirosina hidroxilasa (TH) són dues malalties genètiques ben 

conegudes causants de deficiències de dopamina i serotonina (Figura 1 i Taula 1). La 

detecció quantitativa de monoamines i els seus cofactors en líquid cefalorraquidi (LCR) 

es pot utilitzar com a indicador de la biosíntesi de dopamina i serotonina i del seu 

metabolisme cerebral, i es considera un marcador diagnòstic important per a algunes 

de les afeccions que descriurem a continuació. 

L'estat dels sistemes de dopamina i serotonina i, el seu metabolisme al sistema nerviós 

central (SNC), es pot estudiar mesurant els nivells d'àcid homovanílic (HVA) i àcid 5-

hidroxiindoleacètic (5-HIAA), respectivament (Heales SJ et al., 2008; Blau N & Beat T, 

2008). La detecció d'altres metabòlits de dopamina i serotonina es pot fer en el mateix 

cromatograma, cosa que permet una investigació més completa de l'estat de les 

monoamines en una sola anàlisi (Heales SJ et al 2008; Blau N & Beat T, 2008). Aquests 

metabòlits són la 3-ortometildopa (3-OMD) i el metoxihidroxifenilglicol (MHPG) per a 

la via de la dopamina, i el 5-hidroxitriptòfan (5HTP) per a la via de la serotonina (Figura 

1).  
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Figura 1. Vies metabòliques dels neurotransmissors, pterines, GABA i vitamina B6 (Figura 

extreta de Batllori M et al., 2016. Veure Annex 1). 
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A més, l’avaluació quantitativa de les concentracions en LCR de cofactors que són 

essencials per a la síntesi de monoamines pot proporcionar informació diagnòstica 

important. Les pterines (neopterina, biopterina, dihidrobiopterina (BH2) i 

tetrahidrobiopterina (BH4)) són, per exemple, biomarcadors útils per a la investigació 

de trastorns genètics associats al metabolisme de la BH4. L'anàlisi de la neopterina és, 

a més a més, un molt bon biomarcador per identificar les afeccions inflamatòries i 

immunes del SNC (Molero-Luis M et al., 2013). La determinació de la concentració de 

PLP en LCR proporciona informació sobre les diverses condicions genètiques i 

ambientals que condueixen a una deficiència de PLP cerebral (Footitt EJ et al., 2011) 

que, en conseqüència, afecta la biosíntesi de dopamina i serotonina, i d’altres 

neurotransmissors com el GABA.  

Després d’una avaluació clínica i l’establiment d’hipòtesis diagnòstiques inicials, la 

investigació de la majoria de les afeccions neurometabòliques que es descriuen en 

aquesta tesi depenen de l’anàlisi de biomarcadors específics en LCR. En general, els 

biomarcadors dels fluids biològics perifèrics (sang i orina) no són adequats per al 

diagnòstic de moltes d’aquestes afeccions. La Taula 1 presenta els biomarcadors en 

LCR més rellevants i les seves concentracions esperades en fluids biològics segons les 

diferents malalties revisades. 

 

Taula 1. Biomarcadors en LCR, malalties associades i els seus perfils bioquímics esperats en 
diferents fluids biològics. (Adaptada de Batllori M et al., 2016. Veure Annex 1). 
CSF marker Associated disease 

OMIM*/gene 
Biochemical profile 

Glucose GLUT1 deficiency 
138140/SLC2A1 

CSF: ↓ glucose, ↓ or normal lactate 
↓ CSF/plasma glucose ratio 

Serine Serine deficiency 
606879/PHGDH 
610936/PSAT1 
172480/PSPH 

CSF: ↓ Ser and Gly 
Plasma: ↓ Ser (with or without  
↓ Gly) 

Glycine Classic NKH 
238300/ GLDC 
238310/AMT 
238330/ GCSH 

CSF: ↑↑ Gly 
Plasma: ↑↑ Gly 
↑ CSF/plasma Gly ratio  
Urine: ↑↑ Gly 

Variant NKH 
607031/LIAS 
609588/GLRX5 
613183/BOLA3 
608100/NFU1 

CSF: ↑ Gly, lactate and Ala 
Plasma: ↑ Gly 
Urine: ↑ Gly 
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615316/IBA57 

Biogenic amines 
(HVA and 5HIAA) 

TH deficiency 
191290/TH  

CSF: ↓ HVA and HVA/5HIAA ratio 

AADC deficiency  
107930/DDC 

CSF: ↓↓ HVA and 5HIAA. ↑↑ 3OMD and 5HTP  
Urine: ↑ vanillactate 

MAO A deficiency 
309850/MAO-A 

CSF: ↓↓ 5HIAA and HVA 

DBH deficiency 
609312/DBH 

CSF: ↑ HVA, HVA/5HIAA ratio, ↓ MHPG* 
Urine: ↓↓ norepinephrine and epinephrine.  
↑ Dopamine 

DAT1 deficiency 
126455/SLC6A3 

CSF: ↑ HVA and HVA/5HIAA ratio 

Pterins  
(NP, BP and BH4) 

Dominant GTPCH 
deficiency 
600225/GCH 

CSF: ↓ NP, BP, BH4, HVA and 5HIAA 
 

Recessive GTPCH 
deficiency 
600225/GCH 

CSF: ↓↓ NP, BP, BH4, HVA and 5HIAA 
Plasma: ↑ Phe 
Urine: ↓ BP and NP 

PTPS deficiency 
612719/PTS 

CSF: ↑ NP. ↓↓ BP, BH4, HVA and 5HIAA 
Plasma: ↑ Phe 
Urine: ↓ BP. ↑ NP 

SR deficiency 
182125/SRD 

CSF: ↑ BP and SP. Normal NP. ↓ BH4, HVA and 
5HIAA 
Urine: ↑ SP 

PCD deficiency 
126090/PCBD1 

CSF: ↑ Primapterin. ↓ BH4, HVA and 5HIAA 
Plasma: ↑ Phe 
Urine: ↑ Primapterin 

DHPR deficiency  
612676/QDPR 

CSF: ↑ BP. Normal NP. ↓ BH4, HVA and 5HIAA  
Plasma: ↑ Phe 
Dried blood spot: ↓ DHPR activity 

Free-GABA GABA-T deficiency  
137150/ABAT 

CSF: ↑↑ Free-GABA, homocarnosine and beta-
alanine  

SSADH deficiency 
610045/ALDH5A1 

CSF: ↑ Free-GABA Plasma and urine: ↑↑ GHB 

5-MTHF Folate receptor-alpha 
deficiency 
136430/FOLR1 

CSF: ↓↓ 5MTHF and total folate  
↓↓ CSF 5MTHF/Plasma folate ratio 
Plasma: Normal total folate 

PCFT deficiency 
611672/SLC46A1 
 

CSF: ↓↓ 5MTHF and total folate  
↓ CSF 5MTHF/plasma folate ratio 
Plasma: ↓↓ total folate. 

MTHFR deficiency 
607093/MTHFR 

CSF: ↓↓ 5MTHF. Normal or ↑ total folate  
Normal CSF 5MTHF/Plasma folate ratio 
Plasma: Normal total folate. Severe 
hyperhomocysteinemia 

DHFR deficiency 
126060/DHFR 

CSF: ↓↓ 5MTHF, Normal CSF 5MTHF/plasma 
folate ratio 
Plasma: Normal total folate and Hcys 

PLP PNPO deficiency 
603287/PNPO 

CSF: ↓ PLP, 5HIAA and HVA. ↑ 3OMD and 
5HTP. ↑ Gly, Ser and Thr 
Normal CSF/plasma PLP ratio 
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Plasma: ↑ Gly, Ser and Thr 
Urine: ↑ vanillactate 

Antiquitin deficiency 
107323/ALDH7A1 

CSF: ↓ PLP, 5HIAA and HVA. ↑ 3OMD, 5HTP 
and X Compound. ↓ GABA. ↑ Gly, Ser and Thr. 
↑ AASA and pipecolic acid  
↓ CSF/ plasma PLP ratio 
Plasma:  ↑ AASA and pipecolic acid 
Urine: ↑ AASA and pipecolic acid 

Thiamine isoforms 
 

hTHTR2 deficiency 
606152/SLC19A3 

CSF: ↓↓ free-thiamine. ↑ lactic acid 
Plasma: ↑ branched amino acids  
Urine: ↑ 2–oxoglutarate 

TPK1 deficiency 
606370/TPK1 

CSF*: ↑ free-thiamine and ↓ TDP 
Blood, muscle and fibroblasts: ↑ free-thiamine 
and ↓ TDP 

*Resultats esperats. ↑: concentracions augmentades respecte els valors de referència 
estratificats per edat; ↓: concentració disminuïda respecte els valors de referència estratificats 
per edat. 
 

Actualment hi ha molts biomarcadors que es poden analitzar en mostres de LCR, però 

en comparació amb altres matrius, com la sang i l’orina, hi ha poques indicacions per 

realitzar la recollida i anàlisi de mostres de LCR. Per tant, no sempre és necessari 

analitzar de forma rutinària el LCR perquè diverses afeccions neurometabòliques es 

poden diagnosticar en fluids perifèrics. En aquesta tesi, revisarem diferents 

biomarcadors (metabòlits, vitamines i cofactors) en LCR i destacarem punts crítics en 

referència a l’anàlisi de laboratori i la interpretació de dades. 

En aquests tipus d’estudis, els aspectes biomèdics, preanalítics i analítics poden ser 

crucials per poder realitzar una correcta interpretació dels perfils. A continuació 

revisarem l’estat actual d’aquests factors: 

 

1. Aspectes biomèdics 
 

S'ha demostrat que les investigacions metabolòmiques del LCR són una eina important 

per estudiar vies neurometabòliques específiques, les malalties relacionades i per 

explorar el transport metabòlic de la sang al SNC (Batllori M et al., 2016). Les 

deficiències dels enzims relacionats amb aquestes vies causen diferents malalties 

neurogenètiques. La llista d’aquestes malalties i dels metabòlits que es poden analitzar 

pel seu diagnòstic bioquímic l’hem detallada anteriorment a la taula 1. A continuació 

ens centrarem en descriure aquells defectes relacionats amb el metabolisme de les 

amines biògenes i pterines, el folat cerebral i la vitamina B6. 
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1.1. Amines biògenes i pterines 
 

Les amines biògenes comprenen un grup de compostos químicament relacionats que 

estan estretament relacionats amb els neurotransmissors dopamina i serotonina. La 

Figura 1 mostra les vies metabòliques de la biosíntesi de dopamina i serotonina i el seu 

cofactor BH4. Els aminoàcids tirosina i triptòfan són els precursors de la dopamina i la 

serotonina, respectivament. Després d’un pas enzimàtic limitant, que és catalitzat per 

dues hidroxilases dependents de BH4, se sintetitzen la dihidroxifenilalanina (L-DOPA) i 

5HTP. A continuació i, després d’un pas comú de descarboxilació, catalitzat per la 

AADC (el cofactor del qual és la forma activa de la vitamina B6), es formen els 

neurotransmissors dopamina i serotonina. Finalment, diversos passos catabòlics 

condueixen a la generació dels metabòlits estables finals, l’HVA i l'5HIAA, que 

constitueixen els biomarcadors més útils pel diagnòstic de trastorns relacionats amb la 

dopamina i la serotonina. 

La BH4 se sintetitza a partir de guanosina trifosfat (GTP) en una via metabòlica que 

implica els enzims GTPciclohidrolasa-I (GTPCH-I), 6-piruvoyltetrahidropterina sintasa 

(PTPS) i sepiapterin reductasa (SR). La via de recuperació de la BH4 també és important 

i inclou els enzims pterina 4-alfa carbinolamina deshidratasa (PCD) i dihidropteridina 

reductasa (DHPR) (Figura 1). L'anàlisi de pterines en LCR es pot utilitzar per identificar 

les diferents condicions genètiques que afecten tant la síntesi com el reciclatge del 

cofactor actiu BH4. 

Malalties associades 

Es descriuran deu trastorns del metabolisme de les amines biògenes i pterines més dos 

trastorns relacionats amb el transport (Ng J et al., 2015) de la dopamina i serotonina.  

Respecte a les malalties genètiques relacionades amb el metabolisme de les amines 

biògenes, dos trastorns afecten específicament la biosíntesi de dopamina i altres 

catecolamines:  

- la deficiència de tirosina hidroxilasa (TH; OMIM * 191290) afecta la síntesi de L-

DOPA, provocant un dèficit de dopamina i una malaltia neurològica amb signes 

extrapiramidals (Lüdecke B et al., 1996);  

- la deficiència de dopamina-β-hidroxilasa (DBH; OMIM * 609312) afecta la 

biosíntesi de catecolamines (adrenalina i noradrenalina), i es manifesta amb 
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hipotensió ortostàtica severa i una insuficiència del sistema nerviós simpàtic 

(Mann in’t Veld AJ et al., 1987). 

Uns altres dos trastorns del metabolisme de les amines biògenes impliquen tant el 

metabolisme de la dopamina com el de la serotonina: 

- la deficiència de l-aminoàcid aromàtic descarboxilasa (AADC; OMIM * 107930) 

provoca una deficiència combinada de dopamina i serotonina, que condueix a 

un quadre clínic complex que inclou hipotonia muscular, crisis oculogíries, 

trastorns del moviment i trets autònoms (sudoració excessiva i inestabilitat de 

la temperatura) (Hyland K et al; 1992);  

- la deficiència de monoaminooxidasa A lligada al cromosoma X (MAO-A; OMIM 

* 309850), és l’únic defecte del catabolisme de les monoamines, que provoca 

trastorns greus i aïllats del comportament (Brunner HG et al., 1993). 

Abans de mencionar les malalties associades a la BH4, cal remarcar que aquest cofactor 

és necessari al fetge per a la conversió de fenilalanina en tirosina en una reacció 

catalitzada per la fenilalanina hidroxilasa. Dels sis defectes de la biosíntesi de la BH4, 

quatre cursen amb valors elevats de fenilalanina en sang i, per tant, són malalties 

cribrades en el programa de detecció neonatal en mostra de sang seca del taló del 

nounat. Aquestes quatre entitats són les deficiències dels enzims trifosfat de 

guanosina ciclohidrolasa 1 (GTPCH-I; OMIM * 600225), 6-piruvoyltetrahidropterina 

sintasa (PTPS; OMIM * 612719), pterina 4-alfa carbinolamina deshidratasa (PCD; 

OMIM * 126090) i dihidropteridina reductasa (DHPR; OMIM * 612676), heretades 

recessivament (Ng J et al., 2015; Korman SH et al., 2002). Aquests defectes també 

presenten alteracions en l'estat de les amines biògenes al SNC, ja que, la TH i la TPH 

depenen de la BH4. Aquestes malalties no es tractaran en aquesta tesi. D’altra banda, 

les dues entitats que cursen amb valors normals de fenilalanina i que, per tant, no són 

detectables en els programes de cribratge neonatal, són la forma dominant del dèficit 

de l’enzim trifosfat de guanosina ciclohidrolasa 1 (GTPCH-I; OMIM * 600225) (Ichinose 

H et al; 1994) i la forma recessiva de la deficiència de sepiapterina reductasa (SR; 

OMIM * 182125) (Friedman J et al., 2012). Ambdues malalties causen principalment 

trastorns del moviment a causa de la deficiència de dopamina, amb diferents graus 

d'alteracions clíniques relacionades amb la serotonina.  
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Recentment s’han descrit dues afeccions genètiques que afecten el funcionament del 

transport sinàptic: la deficiència del transportador de dopamina 1 (DAT1; OMIM * 

126455) (Kurian MA et al., 2009) i el defecte del transportador de monoamina 

vesicular tipus 2 (VMAT2; OMIM * 193001) (Rilstonne JJ et al., 2013), que causen una 

distonia Parkinsoniana precoç. El DAT1 elimina la dopamina de l’espai sinàptic, la qual 

cosa finalitza la seva acció sobre els receptors postsinàptics i presinàptics. VMAT2 

trasllada la dopamina i la serotonina a vesícules sinàptiques i és essencial per al seu 

alliberament a la fissura sinàptica. 

La identificació precoç d’aquestes malalties pot ser fonamental perquè algunes 

presenten bons resultats clínics després del tractament amb precursors de 

neurotransmissors (L-DOPA i 5HTP) o agonistes de neurotransmissors. 

Interpretació de resultats 

En general, l’anàlisi d’amines biògenes en fluids perifèrics com l’orina no és adequat 

pel diagnòstic d’aquests trastorns genètics i només es pot detectar un perfil anormal 

d’àcids orgànics (augment de l’àcid vanil·làctic) en alguns pacients amb deficiències 

d’AADC i vitamina B6. El LCR ha estat identificat com la mostra biològica més adequada 

per al diagnòstic de la majoria dels trastorns d’amines biògenes i dels dos defectes de 

pterines que no presenten fenilcetonúria (PKU). 

La Taula 1 indica el valor diagnòstic de les amines biògenes i pterines en LCR per a les 

diferents condicions genètiques comentades anteriorment. 

Cal una recollida protocol·litzada del LCR quan es duu a terme una punció lumbar per a 

poder realitzar una anàlisi fiable de les amines biògenes. Això és degut al fet que la 

concentració d’alguns metabòlits és més alta en les darreres fraccions del LCR en 

comparació amb les mostres inicialment recollides (gradient rostrocaudal) i és 

important comparar els valors del pacient amb els valors de referència que li 

corresponguin per edat i que han estat establerts amb la mateixa fracció de LCR. A 

més, la lisi d’eritròcits provoca l’oxidació de metabòlits; per tant, les mostres 

contaminades amb sang han de ser centrifugades immediatament i el sobrenedant 

transparent de LCR s’ha de transferir a un nou tub. L’emmagatzematge de mostres ha 

de ser a –80 °C fins a la realització de la tècnica analítica.  

Les condicions preanalítiques per a l’anàlisi de pterines també s'han de tenir molt 

presents. Per a la mesura de neopterina, biopterina i sepiapterina, la pràctica més 
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habitual inclou l'estabilització de mostres de LCR amb diòxid de manganès o iode i 

protegir la mostra de la llum (Burlina A et al., 2014). S'han descrit diversos protocols 

per a la investigació d'aquests factors preanalítics (Ormazabal A et al., 2005 i Hyland K 

et al., 1993). 

Les concentracions en LCR d’HVA i 5HIAA es poden utilitzar com a marcadors indirectes 

del funcionament de les vies metabòliques de la dopamina i la serotonina al SNC, 

respectivament. L'anàlisi de 3OMD i MHPG com a metabòlits de dopamina i 

noradrenalina i el 5HTP com a metabòlit precursor de la serotonina (Figura 1), 

permeten el diagnòstic diferencial de trastorns de les amines biògenes (Taula 1). Els 

defectes en la biosíntesi d’amines biògenes indiquen una disminució d'HVA en LCR i/o 

de 5HIAA (deficiència de TH, AADC i BH4 (Taula 1)), així com un augment substancial 

dels precursors (3OMD i 5HTP) en la deficiència d’AADC. Un defecte de DBH acostuma 

a presentar valors d’HVA elevats (Figura 1), mentre que un defecte de MAO-A presenta 

nivells de HVA i 5HIAA en LCR marcadament baixos. La deficiència de DAT1 també 

presenta concentracions augmentades d'HVA en LCR a causa d’una degradació 

accelerada de la dopamina a l’espai sinàptic, mentre que un defecte de VMAT2 no 

presenta un perfil d’amines biògenes clarament alterat en LCR. Per tant, les variacions 

dels valors d’HVA no sempre són predictives de la deficiència de dopamina perquè els 

valors d’HVA baixos i alts (per exemple, en les deficiències de TH i DAT1) són indicatius 

de neurotransmissió amb deficiència de dopamina. En canvi, els valors extremadament 

baixos de HVA i 5HIAA en LCR poden indicar "intoxicació" per dopamina i serotonina 

com a conseqüència d'un deteriorament del catabolisme de les amines biogèniques, 

com ara la deficiència de MAO-A (Figura 1). 

L'anàlisi de les pterines en orina es realitza en tots els pacients amb nivells augmentats 

de fenilalanina en sang detectats a través dels programes de cribratge neonatal per 

confirmar el diagnòstic diferencial de PKU; aquesta anàlisi inclou la determinació de 

neopterina, biopterina i primapterina (Wijemanne S et al., 2015 i Opladen T et al., 

2012). Pel que fa al LCR, es poden determinar la neopterina, la biopterina i la 

sepiapterina que són biomarcadors útils per al diagnòstic diferencial de trastorns 

genètics relacionats amb el metabolisme de BH4 en pacients que presenten valors 

normals de fenilalanina en sang (SR i la forma dominant de defectes GTPCH-I) (Figura 

1). La deficiència de GTPCH-I presenta una disminució parcial dels valors de neopterina 
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i biopterina, mentre que la deficiència de SR presenta un augment de la biopterina en 

LCR secundari a l’augment de la degradació de BH4 i a l’augment de la concentració de 

sepiapterina. Els pacients amb dèficit de SR no presenten PKU perquè a nivell perifèric, 

a través de dues reductases diferents i de la dihidrofolat reductasa (DHFR) (Figura 1), 

poden seguir una via alternativa per sintetitzar la BH4 necessària a nivell hepàtic.  

De manera similar a la resta de biomarcadors, les alteracions de les concentracions 

d’amines biògenes i pterines en LCR són causades principalment per esdeveniments 

secundaris, ja que les malalties genètiques primàries que condueixen a deficiències de 

dopamina i serotonina són extremadament rares. Per tant, les concentracions 

alterades de HVA i 5HIAA (augment o disminució de les concentracions en LCR) s'han 

associat de forma secundària amb diversos trastorns neurològics (genètics o 

ambientals) (De Grandis E et al., 2010 i Molero-Luis M et al., 2013). S’ha descrit un 

augment de la concentració de neopterina en LCR secundari a un increment en la seva 

síntesi provocat per l'activació de citocines, com l’interferó-alfa. Aquest fet és una eina 

important a l'hora d'identificar malalties inflamatòries o autoimmunes que afecten el 

SNC (Molero-Luis M et al., 2013) i s’ha descrit la neopterina com a biomarcador 

d’aquestes malalties (Molero-Luis M et al., 2020). 

La confirmació diagnòstica de les condicions genètiques que condueixen a deficiències 

de dopamina i serotonina s’aconsegueix mitjançant les anàlisis genètiques dels gens 

candidats. També es poden analitzar les activitats enzimàtiques, que donen suport al 

diagnòstic inicial, especialment quan les dades de les anàlisis moleculars no són 

concloents. En alguns casos, si la sospita diagnòstica va molt encaminada a una 

malaltia concreta, l’estudi genètic es fa de manera individual, mitjançant seqüenciació 

de Sanger. Però en la majoria de casos la sospita diagnòstica no és tant acurada i és 

més eficient estudiar tots els gens implicats en una ruta metabòlica per seqüenciació 

massiva de nova generació (NGS), ja que permet un diagnòstic més ràpid. Utilitzant 

l’exoma sencer i la seqüenciació del genoma, s’han identificat nous gens que causen 

una alteració de l’estat de les monoamines (Hovarth GA et al., 2016). L’enorme 

complexitat de la transmissió sinàptica, en què participen centenars de proteïnes amb 

diferents funcions, suggereix fermament que la seqüenciació massiva de grans sèries 

de pacients amb malalties neurològiques no diagnosticades conduirà al descobriment 

de nous gens implicats en la neurotransmissió i de noves malalties. 
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1.2. Folat 
 

El folat és una vitamina B hidrosoluble que es troba principalment al SNC com a 

5MTHF. El 5MTHF és el donant de metils més important de l’organisme i participa en 

més de 100 reaccions de metilació a través de la S-adenosilmetionina (SAM). Entre 

aquestes reaccions, el folat és fonamental per a l’estabilitat de la mielina, el recanvi de 

dopamina i serotonina, la síntesi de purines i el metabolisme dels aminoàcids (com ara 

l’homocisteïna, la metionina, la serina i la glicina) (Ormazabal A et al; 2015 i Watkins D 

et al; 2012). 

 

Figura 2. Representació esquemàtica del metabolisme del folat i del seu transport a través de 

la BHE. (Adaptada de Batllori et al., 2016. Veure annex 1). 

 
 
DHF, dihidrofolat; DHFR, dihidrofolatreductasa; THF, tetrahidrofolat; SHMT, serina-hidroximetiltransferasa; MTHF, 
metiltetrahidrofolat; MTHFR, MTHF reductasa; MS, metioninasintasa; SAM, S-adenosilmetionina. 

 
Els requeriments de folat que necessita l'organisme s’han d’obtenir íntegrament de 

fonts dietètiques, ja que, les cèl·lules dels mamífers no poden sintetitzar-lo de novo. La 

deficiència perifèrica de folat s’ha relacionat amb anèmia megaloblàstica, retard de 

creixement, defectes congènits al naixement, complicacions de l’embaràs, osteoporosi, 

càncer i diverses malalties neurodegeneratives i psiquiàtriques (Hyland K et al., 2010). 

Malalties associades 

La deficiència de folat cerebral (DFC) és una malaltia descrita relativament recent, que 

es caracteritza per una baixa concentració de 5MTHF al LCR amb un metabolisme del 

folat perifèric normal. Aquesta afecció presenta diversos símptomes neurològics, 

inclosos trastorns de la substància blanca, retard en el desenvolupament, epilèpsia, 



Introducció____________________________________________________________________ 

36 
 

irritabilitat, hipotonia, discinèsia, autisme, espasticitat, atàxia, distonia, esquizofrènia 

catatònica, demència o mioclonus (Watkins D et al., 2012 i Gordon N., 2009). La DFC 

s'ha associat tant amb condicions genètiques primàries (defectes del transport de folat 

a través de la BHE i defectes de la via metabòlica del folat) com secundàries. 

- Defectes associats a condicions genètiques primàries: 

Pel que fa als defectes del transport del 5MTHF cap al SNC es produeix principalment 

en les cèl·lules epitelials del plexe coroide a través del receptor alfa del folat d’alta 

afinitat (FRα) en un procés dependent de l’adenosina trifosfat (ATP). Aquest procés 

condueix a un augment de la concentració del 5MTHF en LCR de 1.5 vegades superior 

respecte a la que podem trobar en plasma (Watkins D et al., 2012). Les mutacions en el 

gen del receptor 1 del folat (FOLR1), que codifica pel receptor alfa del folat (OMIM * 

136430), causen deficiències en el transport del folat cerebral (Steinfeld R et al; 2009 i 

Pérez-Dueñas B et al., 2010). L’altra condició genètica que afecta el transport de folat 

en diversos teixits, inclòs el cervell, és la deficiència del transportador de folat acoblat 

a protons (PCFT; OMIM * 611672). Aquesta condició genètica dóna lloc a una malaltia 

d'aparició precoç que provoca una malabsorció hereditària de folat donant lloc a una 

deficiència de folat tant a nivell perifèric com central (Serrano M et al., 2012). 

Ambdues condicions provoquen que dins del SNC hi hagi, freqüentment, 

desmielinització i calcificacions intracranials, combinades amb retard en el 

desenvolupament, retard mental, convulsions i alteracions motores. Bioquímicament, 

el tret distintiu d'aquestes dues patologies és que la ratio de folat LCR/sèrum està 

baixa independentment de què hi hagi presència o absència de deficiència de folat 

perifèric. El tractament d’aquests pacients amb àcid folínic pot millorar parcialment el 

quadre clínic (Pérez-Dueñas B et al., 2010). 

Entre les alteracions del metabolisme del folat, les deficiències més profundes de 

5MTHF en LCR es produeixen en la forma greu de deficiència de metilè-tetrahidrofolat 

reductasa (MTHFR; OMIM * 607093) i en la deficiència de dihidrofolat reductasa 

(DHFR; OMIM * 126060). En totes dues patologies, bioquímicament, els pacients 

presenten concentracions normals de folat en sèrum associades a una deficiència 

severa de 5MTHF cerebral, similar a la que s’observa en les alteracions genètiques que 

afecten els transportadors de folat (Pérez-Dueñas B et al., 2010). 

- Defectes associats a condicions adquirides i genètiques secundàries: 
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L'alteració del transport de folat cerebral també és la causa d'alguns casos de DFC. S'ha 

descrit que la presència d'autoanticossos contra el receptor d'alta afinitat del folat és 

una de les principals causes d'aquesta deficiència (Ramaekers VT et al., 2002). En la 

síndrome de Kearn Sayre  (KSS; OMIM # 530000), l’acumulació de còpies d’ADN 

mitocondrial mutades a l’epiteli del plexe coroide s’ha descrit com la causa d’una 

alteració del transport de folat (Casado M et al., 2014; Pineda M et al., 2006; Serrano 

M et al., 2010 i Garcia-Cazorla A et al., 2008). Altres afeccions associades al DFC 

inclouen la deficiència de DHPR, defectes en la biosíntesi de serina, síndrome de Rett, 

síndrome d’Aicardi-Goutiere's, altres malalties mitocondrials, síndrome 

d'hipomielinització amb atròfia dels ganglis basals i esquizofrènia catatònica (Watkins 

D et al., 2012 i Pineda M et al., 2006). En molts casos de DFC, l’etiologia subjacent és 

desconeguda (Pérez-Dueñas B et al., 2011).  

 

Centrant-nos una mica més en les malalties mitocondrials, aquestes, conformen un 

grup heterogeni de trastorns genètics resultants de mutacions en gens mitocondrials 

(mtDNA) o gens nuclears, que condueixen a una disfunció del procés de fosforilació 

oxidativa mitocondrial i altres vies relacionades amb el metabolisme energètic. S'ha 

suggerit que els defectes del metabolisme energètic poden afectar el sistema dels 

neurotransmissors (Garcia-Cazorla A et al., 2008a, b) perquè les sinapsis requereixen 

grans quantitats d'energia mitocòndria-dependents (Ly CV i Verstreken P, 2006). Se sap 

que la sinapsi implica un alt consum d'energia i que els mitocondris proporcionen fins 

al 90% de l'ATP necessari per mantenir el potencial de la membrana sinàptica (Ly CV i 

Verstreken P, 2006). Aquest mateix sistema també sembla alimentar nombrosos 

passos del cicle que segueixen les vesícules, com ara escissió, pèrdua del recobriment, 

recàrrega de neurotransmissors i transport vesicular al terminal sinàptic (Murthy VN i 

De Camilli P, 2003). Per tant, sembla plausible que es pugui observar un estat de 

neurotransmissors alterats en aquest grup de malalties. Alguns pacients amb malalties 

mitocondrials han presentat trets clínics de parkinsonisme i altres trastorns del 

moviment (Garcia-Cazorla A et al., 2008a, b; Ghaoui R i Sue CM, 2018; Kuster A et al., 

2018; Tzoulis C et al., 2016). Més consistent és l’associació entre la deficiència de folat 

cerebral i els trastorns mitocondrials, sent el plexe coroide l’òrgan diana d’aquesta 

associació (Tanji K et al., 2000).  
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El 5-metiltetrahidrofolat (5MTHF) és un cofactor essencial per a les reaccions de 

metilació al cervell i altres òrgans mitjançant la SAM. Participa, per exemple, en el 

catabolisme de la dopamina fins al seu metabòlit final HVA. La deficiència de folat 

cerebral (definida com a valors baixos de 5MTHF en LCR tenint el folat perifèric 

normal) s’ha descrit associada a diferents condicions neurogenètiques i ambientals 

(Pérez-Dueñas et al. 2011) i específicament a alguns trastorns mitocondrials (Garcia-

Cazorla A et al., 2008a) tals com la KSS. 

 

Figura 3. Representació esquemàtica de les vies relacionades amb el metabolisme de la 
dopamina i la serotonina juntament amb els sistemes de transport a través del plexe 
coroide d'aquestes i del folat.  

 

A la figura anterior, es mostren el transportador del folat del plexe coroide (receptor 

alfa del folat; FRα) i el transportador  de monoamines (transportador orgànic aniònic 

tipus 3; OAT3). Per controlar l’homeòstasi del LCR i garantir una correcta nutrició i 

protecció del SNC, s’ha descrit un sistema de transport molt complex entre els costats 

apical i basolateral de les cèl·lules epitelials del plexe coroide (Spector R, 2010; Spector 

R i Johanson CE, 2010). El plexe coroide controla la quantitat i la composició del LCR 

secretant molècules cap al LCR i excretant-ne d’altres des del LCR cap a la circulació 

sanguínia (Orešković D et al., 2017). Cal destacar dues característiques addicionals: (1) 
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el plexe coroide està enriquit en mitocondris perquè els sistemes de transport actius 

que consumeixen ATP són els responsables de l’entrada de folat cap al LCR i de 

l’excreció de monoamines des del LCR cap a la sang (Alebouyeh M et al., 2003; Mori S 

et al., 2003), i (2) s’ha suggerit que l’acumulació de mitocondris mutats al plexe coroide 

dels pacients amb KSS provoca un fracàs en l’absorció i transport i/o secreció de 

proteïnes, folats i monoamines (Tanji K et al., 2000). Per tant, la manca d’ATP a causa 

de mitocondris mutats no pot proporcionar l’energia necessària per transportar 

molècules contra gradient al LCR. Així i tot, aquesta teoria sobre la manca d’energia no 

explica plenament el dèficit de folat observat en pacients amb KSS ni en els dèficits que 

s'observen en altres malalties mitocondrials (Garcia-Cazorla A et al., 2008a, b). D’altra 

banda, es creu que l’acumulació d’aquests mitocondris mutats al plexe coroide pot 

contribuir a una destrucció anatòmica que impedeix el transport correcte de molècules 

a través del plexe. S'ha descrit que, en pacients amb KSS, hi ha una correlació entre les 

concentracions de 5MTHF i els nivells d'expressió de FRα (Grapp M et al., 2013). Altres 

mecanismes com l’augment de la generació d’espècies reactives d’oxigen i/o la pèrdua 

d’antioxidants del LCR poden ser factors addicionals a tenir en compte pel que fa al 

desenvolupament d’una deficiència central de 5MTHF en trastorns mitocondrials 

(Aylett SB et al., 2013). 

 

Interpretació de resultats 

El diagnòstic dels DFC requereix la determinació de la concentració de 5MTHF en LCR i 

una avaluació del folat perifèric i els seus metabòlits relacionats (metionina, 

homocisteïna, serina, glicina i vitamina B12). En el cas del folat no hi ha requeriments 

especials referents a l'obtenció de la mostra. L'anàlisi del 5MTHF es realitza 

normalment en laboratoris especialitzats mitjançant HPLC amb detector de 

fluorescència o electroquímic o bé, per cromatografia líquida acoblada a 

espectrometria de masses en tàndem (LC-MS o LC-MS/MS) (Verbeek MM et al., 2008 i 

Akiyama T et al., 2015). Tanmateix, també és important i ha resultat d'utilitat en el 

cribratge de DFC, la determinació del folat total (que inclou 5MTHF) en el LCR 

mitjançant analitzadors automatitzats disponibles en els laboratoris clínics de rutina 

(Verbeek MM et al., 2008 i Ormazabal A et al., 2011). A més, la major part del folat de 

l'organisme es troba en forma de 5MTHF; per tant, aquest enfocament és una bona 
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eina per a una investigació de primera línia en la detecció de problemes en el  

transport de folat al SNC, que posteriorment es pot confirmar mitjançant l’anàlisi 

específica de 5MTHF. Per tant, la possibilitat d’utilitzar un procediment ràpid i 

automatitzat per accelerar aquest procés diagnòstic és molt útil, ja que, en alguns 

casos, aquestes malalties són tractables. 

Les deficiències profundes de 5MTHF en LCR (menys de 10 nmol/L) les trobem en 

pacients que pateixen malalties genètiques que provoquen una alteració en el 

transport a través de la BHE o també en les alteracions genètiques del metabolisme del 

folat. Per altra banda, en les altres formes secundàries de DFC, les concentracions de 

5MTHF, en general, es troben més moderadament disminuïdes. Pel que fa als pacients 

amb defectes en el transport, també presenten una deficiència profunda del folat total 

en LCR, cosa que suggereix que el transport alterat afecta a totes les formes de folat 

(Akiyama T et al., 2015). Respecte a les alteracions metabòliques del cicle del folat, 

com ara la deficiència de MTHFR, les concentracions totals de folat en LCR poden ser 

elevades o normals, cosa que reflecteix una biosíntesi i captura de folat en altres 

formes metabòliques-inactives d'aquesta vitamina. Pel que fa als pacients amb un 

dèficit lleu de folat cerebral, s’ha suggerit que pot ser un esdeveniment secundari i una 

troballa recurrent en molts pacients neuropediàtrics. En aquest sentit, la determinació 

simultània del folat en sèrum és més que recomanable per a una millor interpretació 

del DFC, ja que, un estat de folat sanguini subòptim podrà explicar la major part dels 

casos que presenten concentracions parcialment baixes de 5MTHF en LCR (Verbeek 

MM et al., 2008 i Akiyama T et al., 2015). L’anàlisi genètica confirmarà l’etiologia del 

DFC. Una investigació clínica exhaustiva dels pacients és molt important perquè hi ha 

altres condicions genètiques no relacionades, tals com, els trastorns mitocondrials 

abans esmentat i altres d’ambientals que poden provocar DFC. 

 

1.3. Vitamin B6 
 

La vitamina B6 és present en una àmplia varietat d’aliments, com ara carn, productes 

lactis, patates, mongetes, fruits secs i diverses fruites i verdures (Bender DA, 2005). La 

forma biològicament activa de la vitamina B6 és el piridoxal fosfat (PLP), que actua com 

a coenzim en més de cent passos enzimàtics diferents. Està estretament relacionat 
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amb la biosíntesi de dopamina, serotonina i GABA (Figura 1). La piridoxal quinasa (PLK) 

converteix la vitamina B6 en els corresponents vitàmers fosforilats, mentre que la 

piridox(am)ine 5’-fosfat oxidasa (PNPO) la converteix en PLP. Per entrar a les cèl·lules i 

travessar la BHE, les vitamines B6 han de ser desfosforilades per una  fosfatasa alcalina 

associada a la membrana i posteriorment tornar a ser fosforilades a l’interior de les 

cèl·lules (Clayton P, 2006); Di Salvo ML et al., 2011).  

 

Figura 4. Absorció i metabolisme de la vitamina B6. Figura modificada de Clayton P, 
2006. 

 

 

Malalties associades 

Les formes clàssiques de deficiència de vitamina B6 que causen convulsions sensibles a 

piridoxina o PLP, s’han associat amb dues malalties genètiques: deficiències de PNPO 

(OMIM * 603287) i dèficit d'antiquitina (OMIM * 107323). En la deficiència de PNPO 

(Figura 1), l'alteració de la biosíntesi de PLP condueix a una disminució dels nivells de 

PLP tant en plasma com en LCR en la majoria dels casos, constituint el principal 

biomarcador de la malaltia. Es caracteritza per una bona resposta terapèutica a 

l'administració de dosis farmacològiques de PLP (Baxter P 2001). La deficiència 

d’antiquitina s’ha associat a l’epilèpsia clàssica dependent de piridoxina i és causada 
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per una deficiència en l'α-aminoadípic-semialdehid deshidrogenasa (ALDH7A1). 

L’antiquitina funciona com una deshidrogenasa de la via de degradació de la lisina i la 

seva deficiència provoca l’acumulació d’àcid pipecòlic, semialdehid α-aminoadípic i 

piperideïna-6-carboxilat (P6C). Aquest últim es condensa químicament amb el PLP, fet 

que provoca un segrest de la vitamina i una deficiència funcional de PLP (Shin YS et al., 

1984).  

A part d’aquestes dues formes clàssiques també s’han descrit trastorns que afecten la 

importació de PLP al cervell (deficiència de fosfatasa alcalina i els defectes en la síntesi 

d’ancoratge de glicosilfosfatidilinositol), un trastorn d’una proteïna intracel·lular d’unió 

al PLP (PLPBP, anteriorment anomenada PROSC) i la hiperprolinèmia tipus II, un altre 

trastorn on s’acumulen metabòlits que inactiven el PLP. Els pacients amb aquestes 

malalties poden respondre ràpidament i controlar les convulsions després de 

l’administració de piridoxina i/o PLP, tot i que dependran de per vida de l’administració 

de dosis suprafisiològiques de vitamina B6 (Wilson MP et al., 2019). 

 

Interpretació de resultats 

El PLP és el metabòlit que s’hauria d’analitzar en lloc de determinar la vitamina B6 

total. No hi ha factors preanalítics rellevants respecte a la recollida del LCR més enllà 

de l'emmagatzematge de mostres a -80 °C. El PLP és cofactor dels enzims implicats en 

el metabolisme de diversos neurotransmissors, com la dopamina, la serotonina i el 

GABA. Un d’aquests enzims és l’AADC, que converteix L-DOPA i 5HTP en dopamina i 

serotonina respectivament (Figura 1). Per tant, en els trastorns de piridoxina, el perfil 

metabòlic dels neurotransmissors en LCR és similar al que observem en la deficiència 

primària d'AADC amb una disminució de HVA i 5HIAA i augment de 3OMD (Rodan LH 

et al., 2015). A més, i a través del mateix mecanisme, es preveu que les concentracions 

de GABA en LCR siguin baixes quan hi ha un estat deficient de PLP. Els aminoàcids en 

LCR també poden presentar augments de glicina, serina i treonina perquè els enzims 

serina i treonina deshidratasa i el complex de la glicina descarboxilasa (GDC) són 

dependents de PLP. En la deficiència de PNPO, aquestes alteracions analítiques també 

es poden identificar en mostres de plasma (Shin YS et al., 1984). 

Els pacients amb deficiència d’antiquitina normalment no presenten evidències 

bioquímiques de deficiència de PLP en sang; no obstant això, poden presentar una 
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reducció de les concentracions de PLP en LCR. Això implica que el PLP sembla que 

s'exhaureix abans al SNC i, conseqüentment, la proporció de PLP entre el LCR i el 

plasma pot representar un marcador adjuvant en el diagnòstic (Shin YS et al., 1984). 

Per tant, es pot utilitzar la determinació simultània de PLP en plasma i LCR per distingir 

la deficiència de PNPO de la d’antiquitina. A més, en la deficiència d’antiquitina, 

s’identifica habitualment la presència d’un compost desconegut (compost X) que 

apareix si es realitza en paral·lel una anàlisi d’amines biògenes en LCR mitjançant HPLC. 

En el perfil d’aminoàcids d’aquests pacients s’observa també un augment de la 

concentració d’àcid pipecòlic tant en LCR com en plasma i orina. 

De manera similar a altres trastorns relacionats amb les vitamines, la deficiència 

secundària de PLP pot associar-se a altres afeccions, com la hiperprolinèmia tipus II 

(OMIM * 606811), la mucopolisacaridosi tipus III (OMIM * 607664, * 6097001, * 

605270 i * 610453) i altres malalties. Les proves genètiques són necessàries per 

confirmar la base molecular de les diferents malalties potencialment associades a la 

deficiència de PLP. 

 

1.4. Biomarcadors perifèrics 

 

Tal com s’ha comentat anteriorment, hi ha una carència de biomarcadors perifèrics 

que permetin la monitorització del tractament d’aquestes malalties sense necessitat 

de fer puncions lumbars successives. Un dels marcadors secundaris que ens van 

semblar interessant va ser la melatonina en orina, que ha estat prèviament utilitzada 

per a l’estudi d’altres malalties. 

La melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) és secretada per la glàndula pineal i es 

sintetitza a partir de la serotonina. La síntesi de melatonina està regulada per dos 

enzims específics: la serotonina-N-acetil-transferasa (SNAT, EC 2.3.1.5), enzim limitant, 

i la 5-hidroxiindol-O-metil transferasa (HIOMT, EC 2.1.1.4), que transfereix un grup 

metil de SAM al 2-hidroxil de N-acetilserotonina (Figura 5). Posteriorment, la 

melatonina s’allibera de la glàndula pineal i entra a la circulació. Altres fonts de 

melatonina són la retina, l'intestí, la pell, les plaquetes i la medul·la òssia, però la seva 

contribució a la melatonina en circulació és menys rellevant que la de la glàndula 

pineal (Claustrat B i Leston J, 2015). 
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Figura 5. Via de síntesi i degradació de la melatonina 

La melatonina es metabolitza al fetge a 6-hidroximelatonina mitjançant el citocrom 

CYP1A2 (EC 1.14.14.1) i s’excreta en orina com a sulfatoximelatonina (aMT6) i, en 

menor mesura, com a glucurònid conjugat (Claustrat B i Leston J, 2015). L’excreció en 

orina de aMT6 es correlaciona estretament amb el perfil de melatonina plasmàtica 

(Claustrat B i Leston J, 2015; Arendt J et al., 1985) i és un bon indicador de la secreció 

de melatonina de la glàndula pineal (Pääkkönen T et al., 2006). Per tant, s'ha suggerit 

que la determinació de aMT6 en orina pot ser un bon biomarcador de l'estat de la 

serotonina cerebral. Yano et al. van descriure que les concentracions de melatonina en 

sang i de aMT6 en orina poden servir com a biomarcadors que reflecteixen la síntesi de 

serotonina cerebral en pacients amb PKU. 

Tal com ja s'ha descrit anteriorment, hi ha diverses alteracions genètiques que afecten 

la biosíntesi de la serotonina i la dopamina en el SNC i que es troben representades en 

la Figura 1. La presentació clínica d’aquests trastorns inclou símptomes relacionats 
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amb disfunció autonòmica, que es manifesten com sudoració, desregulació de la 

temperatura, hipersalivació, congestió nasal i signes psiquiàtrics (Ng J et al., 2015), 

com ara mal comportament i trets autistes. Els trastorns del moviment són causats 

principalment per la desregulació de la dopamina, que inclou trastorns de la marxa, 

distonia, discinèsia, parkinsonisme, tremolors, crisis oculogíries, ptosi palpebral i 

hipotonia axial (Pearl PL et al., 2005 i Assmann B et al., 2003). No obstant això, els 

símptomes que es creu que estan relacionats amb la deficiència de serotonina són més 

difícils d’avaluar clínicament. 

Per poder determinar la deficiència de serotonina en aquestes condicions, l’anàlisi de 

l’àcid 5-HIAA en LCR és el marcador més adequat (Hyland K, 2008). A més, la majoria 

dels pacients que presenten aquests trastorns acostumen a seguir diferents protocols 

de tractament per restaurar els nivells de serotonina (i dopamina) cerebrals. Per 

avaluar la resposta bioquímica al tractament, els pacients sovint se sotmeten a una 

punció lumbar per determinar l’estat de la serotonina cerebral mitjançant la 

quantificació de 5HIAA. 

 

2. Aspectes preanalítics 

 

El LCR és un fluid biològic produït principalment pel plexe coroide, que constitueix la 

interfície entre els vasos sanguinis i el LCR (Hladky SB et al., 2016; Spector R, 2010). La 

composició del LCR també està controlada per la BHE, que separa la sang del 

parènquima cerebral (Redzic Z, 2011). Ambdues estructures proporcionen substrats 

per al metabolisme de les cèl·lules cerebrals i eliminen els residus corresponents 

(Hladky SB et al., 2016; Nedergaard M., 2013; Akaishi T et al., 2019). En general, la BHE 

restringeix considerablement l’afluència de la majoria de molècules, inclosos els 

aminoàcids i altres compostos (Mann GE et al., 2003). 

Els aminoàcids, amb poques excepcions (per exemple, la glutamina), mostren valors 

més baixos en el LCR en comparació amb els del plasma (Kornhuber ME et al., 1986; 

Duran M, 2008). Per a altres metabòlits, les vies biosintètiques estan 

compartimentades al cervell i es poden observar concentracions similars en LCR i en 

sang, ja que no hi ha transport d'aquestes substàncies des de la sang fins al LCR; aquest 

és el cas de les amines biògenes i pterines (Coppus AW et al., 2007; Mori S et al., 
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2003). En canvi, algunes vitamines han de ser transportades al cervell a través de 

barreres del SNC per transportadors específics i hi ha diferències importants entre les 

concentracions de vitamines en el LCR respecte al plasma (Steinfeld R et al., 2009; 

Ortigoza-Escobar D et al., 2016). Mentre que el folat és una de les poques molècules 

més concentrades en el LCR en comparació amb el plasma, altres vitamines com la 

tiamina (vitamina B1) i la piridoxina presenten la situació inversa,  valors més baixos en 

el LCR respecte al plasma (Ortigoza-Escobar JD et al., 2016; Footitt EJ et al., 2011). 

 

El primer pas crític cap a l'estudi dels compostos esmentats és el procediment de 

recollida de mostres de LCR. Per a la majoria de les malalties que es mostren a la taula 

1, les anàlisis de mostres de sang o d'orina no són fiables per determinar l'estat de la 

dopamina i la serotonina cerebrals, ja que les concentracions en aquests fluids poden 

reflectir una síntesi perifèrica emmascarant així, la central. La recollida de mostres de 

LCR ha de ser realitzada per un metge expert i és obligatòria l'estricta adhesió a un 

protocol preanalític per obtenir resultats fiables (Ormazabal A et al., 2005; Hyland K et 

al., 1993). 

En les darreres dècades, s’han utilitzat enfocaments metabolòmics dirigits per a 

l’estudi d’aquestes afeccions neurogenètiques (Ormazabal A et al., 2017). A causa de 

les importants diferències en les concentracions de metabòlits entre la sang i el LCR, la 

contaminació del LCR amb sang pot causar efectes dramàtics en les concentracions 

mesurades de la majoria dels metabòlits esmentats (Akiyama T et al., 2014; MacNeil AL 

et al., 2018; Srinivasan L et al., 2013; McFarlin KE et al., 1990). El LCR es recull 

mitjançant un mètode invasiu que consisteix a fer una punció lumbar. Atès que la 

contaminació sanguínia/plasmàtica es pot observar amb freqüència per diferents 

causes (punxades lumbars traumàtiques, alteració de la permeabilitat de la BHE o 

sagnat intraventricular) (Tan R et al., 2017; Krueger M et al., 2019; Klebe D et al., 

2019), s’ha de minimitzar al màxim una interpretació errònia dels perfils metabòlics 

per evitar una nova punció lumbar o donar un diagnòstic erroni. 

Hi ha múltiples factors que influeixen en la concentració de neurotransmissors en LCR i 

que han de ser controlats. Per aquest motiu, l’obtenció de les mostres de LCR s’ha de 

realitzar seguint un protocol estandarditzat (Ormazabal A et al., 2005). 
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3. Aspectes analítics 
 

3.1. Visió general dels procediments 

Per a la separació cromatogràfica dels biomarcadors que es presenten aquí, s’utilitzen 

diferents mètodes d’HPLC: la separació cromatogràfica de parell iònic es basa en la 

modificació d’una columna de fase inversa per poder separar els compostos ionitzats. 

L'HPLC en fase inversa permet la separació de compostos per interaccions 

hidrofòbiques amb la fase estacionària de la columna. Pel que fa a la detecció, s’utilitza 

la detecció electroquímica (ED) per quantificar els compostos redox actius aplicant un 

potencial i mesurant el corrent elèctric produït, que és proporcional a la concentració 

de l’anàlit. La detecció de fluorescència (FD) s'utilitza per a la quantificació de 

compostos que presenten fluorescència nativa (anàlisi de pterines) i també d'altres 

que  no la presenten i només són quantificables després de sotmetre's a un procés de 

derivatització (anàlisi de PLP). En la FD, el compost s'excita a una longitud d’ona 

(excitació) i es mesura a una altra longitud d’ona (emissió). 

Per a la quantificació de monoamines en LCR, el gold standard és l'HPLC de parell iònic 

amb detecció electroquímica (HPLC-ED), perquè permet una separació i quantificació 

altament sensibles d'aquests compostos (Heales SJ, 2008; Hyland K et al., 1993). 

Per a l'anàlisi de pterines en LCR, l'HPLC amb FD (HPLC-FD) permet una quantificació 

ràpida de les pterines en les seves formes oxidades (neopterina, biopterina, 

primapterina i sepiapterina) i també és molt útil per a l'estimació de la biosíntesi i 

metabolisme de la pterina activa (BH4) (Blau N i Beat T, 2008). L'HPLC-ED-FD en sèrie 

permet fer la quantificació de la neopterina total, BH4 i el seu precursor, BH2. Aquest 

mètode en sèrie permet la quantificació simultània de compostos electroactius (BH4) i 

fluorescents (BH2 i neopterina).  

I per últim, per l’anàlisi de PLP, l'HPLC-FD ofereix una aproximació d’alta sensibilitat 

(Bates CJ et al., 1999; Ormazabal A et al., 2008). 

3.2. Aplicacions dels mètodes 

Les aplicacions més habituals dels mètodes esmentats anteriorment inclouen el 



Introducció____________________________________________________________________ 

48 
 

diagnòstic de malalties genètiques primàries que donen lloc a deficiències de 

neurotransmissors i altres malalties neurològiques greus, d’inici precoç que poden 

estar associades a alteracions en les vies metabòliques de la dopamina i la serotonina 

cerebrals (Molero-Luis M et al., 2013; García-Cazorla A et al., 2007). Les tècniques 

descrites també poden ser adequades per a la quantificació de monoamines, com la 

dopamina i la serotonina i compostos relacionats, en models animals i models 

cel·lulars experimentals després de fer una extracció i purificació d’aquelles mostres 

d’interès. Una manera és la  precipitació d’àcid sobre gel, centrifugació i filtració de 

sobrenedant, tal com s’ha descrit en varis treballs (Fukushima T i Nixon JC 1980., 

Soblosky JS et al., 1998; Allen GF et al., 2013). Els procediments de microdiàlisi cerebral 

també permeten determinar els nivells de monoamines i altres molècules en el líquid 

de teixits intersticials (Chefer VI et al., 2009). Fukushima et al. han publicat diversos 

treballs on estudien la BH4 i els seus metabòlits per HPLC amb FD en diferents teixits 

de rata (pineal, fetge, suprarenal, cervell i sang), demostrant que la mateixa 

metodologia també és útil per a mostres humanes (sang i orina) (García-Cazorla A et 

a.l, 2007). 

Respecte a les aplicacions de les pterines, a banda de la identificació de causes 

genètiques primàries, la quantificació de neopterina en LCR és de gran utilitat per 

l’estudi de processos immuno-inflamatoris cerebrals (Molero et al., 2013). L’anàlisi de 

PLP pot detectar un estat subòptim de vitamina B6 ja sigui degut a deficiències 

nutricionals, augment del reciclatge, augment de segrest de B6 per la formació 

d'adductes químics o altres condicions ambientals i genètiques que promouen la seva 

deficiència (Footitt EJ et al., 2011; Stockler S et al., 2011; Ruiz A et al., 2008) 

 

3.3. Comparació amb altres mètodes d’ús més freqüent 

Els mètodes descrits aquí s’han utilitzat habitualment per estudiar les amines biògenes 

i les pterines en LCR. Tanmateix, els mètodes d'ultra-HPLC acoblats a espectrometria 

de masses en tàndem (UHPLC-MS/MS) s’utilitzen cada cop més en investigacions 

bioanalítiques, per la seva sensibilitat, especificitat i eficàcia en diferents materials 

biològics (Kovac A et al., 2014). 
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L’estudi metabòlic dirigit és una bona aproximació a tenir en compte en les estratègies 

diagnòstiques basades en HPLC, i en un futur, s'espera que apareguin noves 

aplicacions pel diagnòstic humà. Kovac A et al., van desenvolupar un mètode de LC-

MS/MS per avaluar 5-hidroxitriptamina, 5HIAA, HVA, noradrenalina, adrenalina, 

dopamina, glutamat, àcid γ-aminobutíric, àcid 3,4-dihidroxifenilacètic i histamina en el 

LCR d'un model de rata. Santos-Fandila et al., van descriure una anàlisi de 

neurotransmissors, metabòlits i derivats en microdialitzats de rates per UHPLC-MS/MS. 

La tecnologia de LC-MS/MS també s'ha utilitzat per a l'anàlisi de pterines i permet la 

detecció simultània de BH4, BH2 i biopterina en mostres d'orina, extractes cel·lulars i 

cervell de rata (Kim HR et al., 2012; Fismen L et al., 2012; Jiménez Girón A et al., 2012). 

No obstant això, segons els autors abans esmentats, per a la quantificació de pterines, 

la detecció per MS/MS és menys sensible que la FD. Per a la detecció de PLP, s'han 

publicat mètodes per UHPLC-MS/MS (Van der Ham M et al., 2012; Footitt EJ et al., 

2013) que permeten la identificació de set isoformes diferents de la vitamina B6 en 

mostres de LCR humà, encara que aquest procediment no s'usa de manera rutinària 

per a la quantificació de PLP en fluids biològics. Recentment, s'ha desenvolupat un 

mètode per HPLC-FD (Akiyama T et al., 2016) per a la mesura simultània de metabòlits 

de monoamines, i de 5-metiltetrahidrofolat (5MTHF, la forma activa del folat), en LCR. 

En conjunt, la informació metodològica presentada en aquest treball pot ser de gran 

ajuda per a laboratoris tant de recerca clínica com de recerca bàsica. 
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Els errors congènits del metabolisme (ECM) són malalties d’origen genètic amb una 

baixa prevalença dins de la població general. Moltes d’aquestes malalties poden 

presentar símptomes neurològics (malalties neurometabòliques) que poden 

comprometre el correcte desenvolupament del SNC. La dopamina i la serotonina són 

neurotransmissors que intervenen en el correcte desenvolupament del SNC i, per tant, 

la detecció quantitativa en LCR dels seus metabòlits àcids homovaníl·lic (HVA) i 5-

hidroxiindolacètic (5HIAA) i dels seus cofactors (piridoxal fosfat (vitamina B6) i 

tetrahidrobiopterina (BH4)) es considera una important prova bioquímica pel 

diagnòstic i seguiment d’aquestes malalties. 

En aquesta tesi hem investigat el procés complet de l’aplicació de biomarcadors en 

malalties neuropediàtriques. Primer ens hem centrat a estudiar la influència de 

diferents variables preanalítiques en la interpretació de resultats i en els aspectes 

merament analítics de la determinació quantitativa de les monoamines i els seus 

cofactors. També hem desenvolupat un component més biomèdic que va consistir en 

la validació de la melatonina com biomarcador per a l’estudi en fluids perifèrics del 

metabolisme central de la serotonina i l’estudi de biomarcadors en pacients amb 

malalties del metabolisme energètic mitocondrial. 





  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

HIPÒTESI 



  

 

 



______________________________________________________________________Hipòtesi 

57 
 

L’estudi dels defectes de la neurotransmissió en pacients neuropediàtrics és una eina 

fonamental pel diagnòstic de certes malalties neurometabòliques. Tot i que aquests 

estudis s’han anat realitzant en dècades passades en laboratoris especialitzats, hem 

cregut rellevant efectuar una anàlisi profunda de les condicions preanalítiques, 

analítiques i postanalítiques per una correcta interpretació dels resultats. Aquesta 

activitat d’estandardització ens aportarà nous coneixements sobre les condicions 

òptimes per l’anàlisi i interpretació d’aquestes biomolècules. 

En relació amb els aspectes biomèdics d’aquest treball la nostra posició com a centre 

de referència per l’estudi d’aquestes malalties ens permetrà validar  nous 

biomarcadors en pacients amb defectes genètics de la neurotransmissió i en altres 

malalties neuropediàtriques.  
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L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral és aprofundir en les tècniques d’anàlisi i en 

la investigació de nous biomarcadors de l’estat de la dopamina i la serotonina en 

pacients neuropediàtrics amb malalties neurometabòliques. 

Els objectius específics són els següents: 

1. Estudi preanalític per avaluar la influència de la contaminació hemàtica en les 

mostres de líquid cefalorraquidi a l’hora de realitzar estudis metabolòmics dirigit. 

2. Descriure els protocols analítics basats en cromatografia líquida d’alta resolució 

(HPLC) per a la quantificació d’amines biògenes i els seus cofactors en líquid 

cefalorraquidi. 

3. Avaluar la melatonina com a biomarcador perifèric de l’estat de la serotonina 

central en pacients amb defectes enzimàtics de la síntesi d’amines biògenes. 

4. Avaluar retrospectivament el fenotip clínic i els perfils bioquímics d’amines 

biògenes i cofactors relacionats en líquid cefalorraquidi de pacients diagnosticats 

genèticament d’una malaltia mitocondrial. 

 



   

 

 

 

 



  

 

   

 

 

 

 

 

PACIENTS, MATERIALS I MÈTODES 



 

 



_____________________________________________________Pacients, materials i mètodes 

65 
  

1. Pacients i controls: mostres biològiques 
 

1.1 Mostres per a l’estudi preanalític de contaminació hemática 
 

Per iniciar aquest estudi primer vam obtenir un pool de LCR de mostres romanents i 

anonimitzades. Per realitzar aquest pool van utilitzar-se mostres de LCR de pacients 

que havien vingut a urgències de l’hospital per sospita de meningitis i, després 

d’excloure aquesta malaltia o qualsevol altra d’origen central, es va utilitzar l’excedent 

del LCR. D’aquest pool de líquid se’n fan diferents alíquotes i aquestes es 

contaminaran amb quantitats creixents de sang (interferent) de manera que 

obtindrem diverses alíquotes de LCR contaminades amb  concentracions creixents de 

sang. Els volums d’interferent es mostren a la taula següent: 

 

La sang s’extreu d’un voluntari/a sa en el moment de realitzar el protocol d’anàlisi. A la 

mostra de sang que s’utilitza com a interferent se li realitza un hemograma per 

conèixer la concentració d’hemoglobina. D’aquesta manera podrem calcular la 

concentració d’hemoglobina teòrica de cada alíquota de LCR contaminada. 

Un cop contaminades les alíquotes de LCR amb la quantitat de sang corresponent, les 

mostres les tractarem de dues maneres diferents: 

Condició A: mostres de LCR contaminades amb sang que es congelen a -80°C durant 1 

hora i es descongelen per provocar la lisi dels hematies. Un cop descongelades se’n fan 

noves alíquotes que es tornaran a congelar fins el dia l’anàlisi. 

Condició B: mostres de LCR contaminades amb sang que centrifuguem a 1500xg 

durant 10 min. En separem el sobrenedant, en fem alíquotes i el congelem fins el dia 

de l’anàlisi. 

Sang total (µL) 200 100 50 25 

Líquid cefalorraquidi (µL) 800 900 950 975 

% de contaminació amb sang 20% 10% 5% 2.5% 

Concentració d’albúmina (g/L) 9.2 4.6 2.3 1.15 

Concentració d’hemoglobina (g/dL) 2.9 1.45 0.72 0.35 
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1.2 Mostres per a la validació tècnica dels protocols d’anàlisi de neurotransmissors, 

pterines i PLP en LCR 

En la redacció del segon treball d'aquesta tesi no s'han utilitzat mostres de pacients, ni 

tampoc de població control.  Les mostres de pacients i els valors de referència ja varen 

ser publicades prèviament pel nostre grup (Ormazabal A et al., 2005; Ormazabal A et 

al., 2006 i Molero-Luis M et al., 2013). 

 

1.3 Població d’estudi per a l’anàlisi de la melatonina com a biomarcador perifèric de 

l’estat de la serotonina central 

• Població control 

La població control va constar de 65 individus (36 dones i 29 homes) d’edats 

compreses entre els 2-61 anys (mitjana aritmètica 10.0 anys). Tots van dormir en 

un ambient controlat d’il·luminació (foscor) i entre 8 i 11 hores.  

Criteris d’exclusió: 

- Tractaments farmacològics en el moment de l’estudi que poguessin afectar 

l’estat de la serotonina. 

- Evidència d’abús de drogues o alcohol. 

- Haver realitzat feines que impliquessin canvis de torns de treball. 
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- Haver fet algun viatge a través de 2 o més zones horàries en el mes precedent a 

l’estudi. 

- Mostres recollides fora de protocol (orina que no era de primera micció del 

matí, pèrdues durant la nit) 

• Població d’estudi amb malalties genètiques 

Es van estudiar 28 pacients amb defectes genètics que afectaven la via metabòlica de 

la serotonina (edats compreses entre 2 i 55 anys; mitjana aritmètica de 13.0 anys). 

Aquests 28 pacients es van classificar en dos grups: 

Grup 1: 18 pacients que no rebien cap tractament serotoninèrgic, o bé prenien L-

dopa/carbidopa (18 pacients), que és un precursor de la via de síntesis de dopamina 

i, per tant, un fàrmac que teòricament no afecta l'eix serotoninèrgic.  

El diagnòstic dels pacients d’aquest grup va ser: 14 pacients amb deficiència 

autosòmica dominant o recessiva de guanosina trifosfat ciclohidrolasa-I; 3 pacients 

amb deficiència de sepiapterina reductasa; i 1 cas amb deficiència de la 

descarboxilasa dels aminoàcids aromàtics.  

Grup 2: 11 pacients que rebien tractament serotoninèrgic amb precursors de la 

serotonina (5-hidroxitriptòfan, (5HTP)), inhibidors de la monoamino  oxidasa 

(IMAOs), inhibidors selectius de la recaptació de serotonina (ISRS), cofactor que 

promouen la síntesi de serotonina/melatonina (BH4, PLP i àcid folínic) o en 

tractament amb melatonina.  

El diagnòstic dels 11 pacients va ser: 5 casos amb deficiència de la descarboxilasa 

dels aminoàcids aromàtics; 1 pacient amb deficiència de sepiapterina reductasa; 3 

pacients amb deficiència de dihidropteridina reductasa; i 2 casos amb deficiència de 

6-piruvoyltetrahidropterin sintasa. 

Cal mencionar que la suma dels pacients dels dos grups d’estudi no és 28 (18 

pacients al grup 1 i 11 pacients al grup 2) ja que el pacient 18 va poder ser estudiat al 

moment del diagnòstic (grup 1 com a pacient 18) i dos mesos després de ser 

instaurat el tractament serotoninèrigc amb IMAO (grup 2 com a pacient 18 bis).  

 

- Mostres: tant per controls com per pacients es va recollir l’orina de primera hora del 

matí, es va centrifugar i es va guardar a -80 °C fins que es van analitzar.  
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En alguns pacients (en 13 dels 28) també disposem de les concentracions de 5HIAA en 

LCR. Alguns d’aquests resultats representen el valor al moment del diagnòstic, però la 

majoria varen ser realitzats per monitoritzar el tractament.  

 

1.4 Població de pacients diagnosticats genèticament d’una malaltia mitocondrial 

• Pacients 

En els últims dotze anys, s’han reclutat 29 pacients (edats compreses entre els 3 mesos 

i els 34 anys) afectats d’una malaltia mitocondrial confirmada genèticament. Totes les 

mutacions dels pacients (tant les nuclears com les d'ADN mitocondrial) estan 

publicades en el HGMD (human genome mutation database). En la taula següent es 

mostra l’edat, sexe i mutació genètica de cadascun d’ells: 

Patient Age  / sex 
Disease (OMIM) 

Gene(OMIM) 

1 9y / F KEARNS-SAYRE SYNDROME (#530000)  mtDNA deletion  

2 4y / F Mitochondrial DNA depletion syndrome 4A (Alpers type) (#203700) 
POLG (*174763) 

3 7y / M KEARNS-SAYRE SYNDROME (#530000).  mtDNA deletion  

4 3y / M Leigh syndrome (#256000).  MTTV (*590105) 

5 3y / F Leigh syndrome (#256000). MTATP6 (*516060) 

6 12y / M KEARNS-SAYRE SYNDROME (#530000).  mtDNA deletion  

7 22y / M KEARNS-SAYRE SYNDROME (#530000).  mtDNA deletion  

8 34y / F KEARNS-SAYRE SYNDROME (#530000).  mtDNA deletion  

9 1y / F Multiple mitochondrial dysfunctions syndrome 1 (#605711). NFU1 
(*608100) 

10 8y / M Leigh syndrome (#256000)/NARP SYNDROME MTATP6 (*516060) 

11 16y / M Thiamine metabolism dysfunction syndrome (#607483). SLC19A3 (*606152) 

12 11y / M MERRF syndrome (#545000). MTTK (*590060) 

13 13y / M CARDIOMYOPATHY WITH SKELETAL MYOPATHY. MTTL1 (*590050) 

14 2mo / F Fatal infantile lactic acidosis. KARS (*601421) 

15 3mo / F Combined oxidative phosphorylation deficiency 1 (#609060). 
GFM1(*606639) 

16 1y / M Mitochondrial DNA depletion syndrome 4A (Alpers type)(#203700)  
POLG (*174763) 

17 1y / F Mitochondrial DNA depletion syndrome 5 (encephalomyopathic with 
methylmalonic aciduria) (#612073). SUCLA2 (*603921) 

18 5mo / M Mitochondrial complex I deficiency (#252010) / Cockayne syndrome, type A 
(#216400). NDUFAF2(*609653) / ERCC8 (*649412) 

19 2mo / F Leigh syndrome (#256000). MTATP6 (*516060) 

20 1y / M Thiamine metabolism dysfunction syndrome (#607483). SLC19A3 (*606152) 
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21 11mo/ F Epileptic encephalopathy. 5q14.3 deletion (*612881) 

22 7y / M Pyruvate dehydrogenase E1-alpha deficiency (#312170). PDHA1 (*300502) 

23 1y / M PEARSON MARROW-PANCREAS SYNDROME (#557000). 
mtDNA deletion 

24 13y / F MELAS SYNDROME (#540000). MTTL1 (*590050)  

25 7y / F Pyruvate dehydrogenase E1-alpha deficiency (#312170). PDHA1 (*300502) 

26 13y / F Leigh syndrome(#256000)/NARP SYNDROME. MTATP6 (*516060) 

27 10y / M Pyruvate dehydrogenase E1-alpha deficiency (#312170). PDHA1 (*300502) 

28 13y / F Mitochondrial myopathy. MTTA (*590000) 

29 11y /M Pyruvate dehydrogenase E1-alpha deficiency (#312170). PDHA1 (*300502) 
 

Tanmateix, a tots els pacients se'ls han estudiat els neurotransmissors i el 5MTHF en 

LCR en el moment del diagnòstic.  Les dades genètiques, bioquímiques, clíniques i 

radiològiques dels 29 pacients estan recollides en el tercer article d’aquesta tesi. 

- Mostres: es van recollir mostres de sang, orina i LCR i, quan procedia, es van fer 

biòpsies de pell/múscul per poder establir el diagnòstic genètic.  

Les històries clíniques dels pacients procedents de l’HSJD van ser revisades i es va 

establir l’edat d’inici, el fenotip relacionat amb els gens i els signes i símptomes que 

determinen una neurotransmissió alterada: (1) deficiència de dopamina: 

parkinsonisme-distonia, discinèsia, hipotonia axial/ crisi oculogírica, ptosis, 

hipersalivació. (2) deficiència de serotonina: insomni, depressió, inestabilitat de la 

temperatura, motilitat gastrointestinal anormal. Aquesta classificació es va fer amb 

l’ajut d’un neuropediatre.  

Per a l’exploració neuroradiològica es van realitzar estudis d’imatge i d'espectroscòpia 

de ressonància magnètica,  classificant als pacients en 3 grups: (1) resultats normals; 

(2) trastorns de ganglis basals (la majoria es presenten com a síndrome de Leigh); (3) 

altres característiques (lesions en la substància blanca i cos callós i lesions 

isquèmiques). Aquesta classificació es va fer amb l’ajut d’un neuropediatre. 

 

1.5 Aspectes ètics 

L’estudi de pacients i controls es va realitzar d’acord amb la Declaració d’Helsinki de 

1964, revisada l’any 2013. Tant pels estudis bioquímics com genètics es va sol·licitar el 

consentiment informat dels pacients o dels tutors legals. El comitè d’ètica de l’Hospital 
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Sant Joan de Déu i, quan pertocava, dels altres hospitals participants, van aprovar els 

estudis realitzats.  

 

2. Mètodes analítics 
 

2.1 Mètodes analítics per l’estudi de la contaminació hemàtica 

a) Obtenció de la mostra. Criteris d’exclusió. 

Hi ha múltiples factors que influeixen en la concentració de neurotransmissors en LCR i 

que han de ser controlats. Per aquest motiu, l’obtenció de les mostres de LCR es va 

realitzar seguint un protocol estandarditzat (Ormazabal et al. 2005). 

La punció lumbar s’ha de realitzar de 7 h a 9 h del matí després de 8-10 hores de dejú 

del pacient. En pediatria s’estableix un dejú fisiològic (temps en què un nen pot estar 

sense menjar) de 3 a 4 hores en nounats, de 5 a 7 hores en lactants i de 8 hores en 

nens més grans. Si el pacient rep alguna medicació, aquesta serà administrada després 

de la punció lumbar. 

 Si, a part de LCR, s’ha d’extreure també sang, aquesta s’ha d’extreure uns 30 minuts 

abans de fer la punció lumbar per evitar la hiperglucèmia postpunció.  

En el LCR existeix un gradient rostrocaudal Per tant, és important seguir un ordre a 

l’hora de recollir la mostra en els diferents tubs per tal que els resultats seguin 

comparables:  

Primer tub (5 gotes): bioquímica (proteïnes, glucosa, hematies, leucòcits i lactat). 

Segon tub (10 gotes): amines biògenes (l’HVA i el 5HIAA representen respectivament el 

metabolisme de la dopamina i la serotonina) i tiamina. 

Tercer tub (10 gotes):  pterines, piridoxal fosfat i 5-metiltetrahidrofolat (5MTHF). 

Important recobrir el tub amb paper d’alumini perquè les pterines s’oxiden 

ràpidament). 

Quart tub (10 gotes): aminoàcids i GABA. 

Un cop obtinguda la mostra, els tubs s’introdueixen en gel i són immediatament 

traslladats al laboratori per ser emmagatzemats a -80 °C fins al moment d’analitzar-los. 

Les mostres de LCR que estiguin contaminades de sang per punció traumàtica, se 

centrifuguen i se separa el sobrenedant abans de congelar-les. Com que les mostres de 

LCR es consideren mostres de difícil obtenció i de gran valor diagnòstic, les puncions 
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hemàtiques s’aprofiten per a aquesta finalitat i només es demana nova mostra si els 

resultats no es poden interpretar. Si la contaminació hemàtica és franca, es recomana 

repetir la prova al cap d’uns dies. En qualsevol cas, per aquesta tesi, s’han descartat 

totes les puncions hemàtiques o no recollides segons el protocol esmentat.  

b) Anàlisis automatitzades en LCR (glucosa, proteïnes, làctic i albúmina) 

La determinació de glucosa, proteïnes, àcid làctic i albúmina en LCR, es van 

realitzar per espectrofotometria en l’analitzador automàtic Arquitect C8000 

(Abbott Laboratories, IL, USA). 

c) Anàlisi de neurotransmissors, pterines i piridoxal fosfat en LCR.  

La metodologia d’anàlisi de neurotransmissors (cromatografia líquida d’alta 

resolució (HPLC) amb detector electroquímic), pterines (HPLC amb detector 

electroquímic i de fluorescència) i piridoxal fosfat (HPLC amb detector de 

fluorescència) estan descrits de forma exhaustiva en el segon treball d’aquesta tesi. 

Per aquest motiu la seva metodologia no es detalla aquí sinó que es descriu en 

l’article.  

d) Anàlisi d’aminoàcids, folat i tiamina en LCR 

• Anàlisi d’aminoàcids 

L’anàlisi d’aminoàcids en LCR es va realitzar per cromatografia líquida amb detector 

espectrofotométric de masses en tàndem (UPLC-MS/MS) utilitzant el kit de 

derivatització AccQ-Tag Derivatization Kit (Waters ref. 186003836) i fent la separació 

cromatogràfica en una columna CORTECS C18 2.1 × 150, 1.6 μm (Waters). Aquest 

mètode ha estat publicat pel nostre grup (Casado M et al., 2017. Metabolomics veure 

annex 2) 

 

• Anàlisi de 5MTHF 

La determinació de 5MTHF en LCR es va realitzar per cromatografia líquida en fase 

reversa amb detector de fluorescència (Waters, MA, USA) utilitzant una longitud d’ona 

excitació i emissió de 295 i 355 nm, respectivament i fent la separació cromatogràfica 

en una columna Nucleosil 120 C18 de 5 µm 15x0.4 (Teknokroma). El mètode ha estat 

publicat pel nostre grup (Ormazabal A et al., 2006).  
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• Anàlisi de tiamina 

L’anàlisi de tiamina en LCR es va realitzar per HPLC amb detector de fluorescència 

(Waters, MA, USA), derivatitzant (ferricianur potàssic 10 mM en NaOH al 15%) i 

columna cromatogràfica Nucleosil 100 C18 5 μm, 25 x 0.4 mm (Teknokroma) (Ortigoza-

Escobar JD & Molero-Luis M et al., 2016)  

 

2.2 Mètodes analítics del protocol d’anàlisi dels neurotransmissors  

El segon article de la tesi és un article purament metodològic i és allà on es detalla 

profundament i exhaustiva la metodologia de l’anàlisi dels neurotransmissors en LCR. 

 

2.3 Mètodes per a l’anàlisi de la melatonina en orina 

L’anàlisi de l’aMT6s (metabòlit de la melatonina) en orina es va realitzar per duplicat 

mitjançant un kit d’ELISA competitiu (IBL; ref RE54021) i la densitat òptica es va 

mesurar amb un fotòmetre (ATOM S.A. Barcelona, Spain) a 450 nm i a 630 nm. La 

concentració de creatinina es va determinar a l’analitzador Arquitect C8000 (Abbott 

Laboratories, IL, USA) per espectrofotometria automatitzada. Els resultats es van 

expressar en  μmol aMT6s/mol creatinina. 

Per determinar l’aMT6s en orina prèviament es van diluir les mostres d’orina, els 

calibradors i els controls en tampó d’assaig (1:50) i es va preparar el tampó de rentat 

(dilució en aigua (1:20)). 

Procediment analític: 

- Carregar a la placa d’ELISA 50 μL de les dilucions de les mostres, els calibradors 

i els controls.  

- Preparar l’enzim conjugat (dilució 1:41 en tampó d’assaig) i pipetejar-ne 50 μL a 

cada pou de la placa d’ELISA.  

- Pipetejar 50 μL de l’antisèrum de sulfat de melatonina. 

- Cobrir la placa amb un adhesiu protector i incubar 2 hores a temperatura 

ambient i en agitació suau. 

- Descartar el líquid dels pouets i fer 4 rentats de la placa amb el tampó de 

rentat. 

- Afegir 100 μL de substrat a cada pouet i incubar 30 minuts a temperatura 

ambient i en agitació suau. 
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- Aturar la reacció afegint 100 μL de la solució de STOP. 

- Mesurar la densitat òptica a 450 nm i a 630 nm. 

 

a) Estudis preanalítics: 

- Per estudiar els canvis d'excreció urinària de la melatonina relacionats amb el 

temps de mostreig, es van analitzar les concentracions de l’aMT6s en mostres 

d’orina de primera i segona micció del matí en 10 persones sanes (interval d'edat: 

4-33 anys). 

- Per estudiar les variacions intraindividuals de l'excreció de l'aMT6s urinari, es va 

analitzar la seva concentració en tres voluntaris sans durant 7 dies consecutius. 

- Per avaluar la imprecisió de l'assaig (intraassaig i interassaig), es van calcular els 

coeficients de variació (CV = desviació estàndard / valor mitjà aMT6s * 100) en 10 

replicats. 

Després d'aquests estudis metrològics, es van establir els valors de referència utilitzant 

l’orina de primera micció del matí, tal com havien fet altres grups prèviament descrits 

en la literatura. 

Els resultats es refereixen a la creatinina per evitar errors de dilució/concentració de la 

mostra i per tal que els resultats puguin ser comparables entres sí. S’entreguen com a 

μmol aMT6s/mol creatinina. 

 

b) Avaluació clínica dels pacients 

Els pacients van ser avaluats al servei de Neurologia de l’HSJD. Els responsables 

d’aquestes avaluacions van ser neuropediatres experts en aquestes malalties. 

Les avaluacions van iniciar-se per una anamnesi seguida d’una exploració clínica, 

principalment enfocada a l’estat neurològic del pacient. Les dades clíniques 

enregistrades per dur a terme l’estudi van ser l’estudi de neuroimatge per ressonància 

magnètica (RM) amb les seves múltiples opcions (T1, T2, Flair, difusió de masses i 

espectroscòpia quan va ser procedent) per mitjà d’un aparell d’1-5 Tesles (Signa 

EchoSpeed System, GE Medical Systems). 

Amb totes aquestes dades i amb l’anàlisi de la història clínica de tots els pacients es va 

poder dirigir millor l’estudi genètic i arribar així al seu diagnòstic.  
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2.4 Estudis moleculars pel diagnòstic genètic de malalties mitocondrials 

Els pacients mitocondrials s’han anat reclutant al llarg de dotze anys i, per aquest 

motiu, s’han utilitzat diferents aproximacions clíniques i tècniques per establir el 

diagnòstic genètic. Les mutacions de l’ADN mitocondrial (mtDNA) es van estudiar 

mitjançant procediments específics prèviament descrits (O’Callaghan MM et al., 2015; 

Montiel-Sosa JF et al., 2013) tals com, Sanger, Southern-blot i PCR a temps real. 

L’estudi de les mutacions de l’ADN nuclear es va realitzar per Sanger, en funció de  

quin gen dirigia la sospita diagnòstica o, en els últims 4 anys, per seqüenciació de nova 

generació (NGS), mitjançant panells personalitzats (Yubero D et al., 2016) o comercials 

(panell de seqüenciació TruSight One, Illumina ) en els seqüenciadors MiSeq o 

NextSeq500 (Illumina). Es van realitzar estudis de progenitors per avaluar el model 

d'herència i establir el diagnòstic molecular. 

 

3. Mètodes estadístics 
 

3.1.  Validació dels procediments analítics i valors de referència 
 

Els diferents procediments analítics utilitzats en aquesta tesi van ser validats i 

estandarditzats segons els requeriments de garantia de la qualitat del laboratori. Els 

diferents procediments,  així com els valors de referència establerts per cada 

metodologia, han estat publicats en diverses revistes científiques (Ormazabal A et al., 

2005, 2006 i 2008, Moyano D et al., 1998, Casado M et al., 2017). Tanmateix, totes les 

proves metodològiques esmentades a les seccions anteriors han estat certificades per 

AENOR (Associació Espanyola de Normalització i Certificació). Les anàlisis de 

neurotransmissors, pterines, 5MTHF i aminoàcids han estat acreditades per ENAC 

(Entitat Nacional d’Acreditació) seguint els criteris de les normes ISO 15189. Aquesta 

acreditació suposa el màxim grau de competència tècnica dels laboratoris de la nostra 

regió.  

3.2. Anàlisi estadística 

Totes les variables clíniques i bioquímiques han estat recollides en una base de dades 

(Microsoft Excel). 

Pels estudis estadístics s’han aplicat bàsicament les proves següents: 

- Per a l’estudi de distribució de dades: prova de Kolmogorov-Smirnov. 
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- Per a la comparació de variables qualitatives: prova de Chi-quadrat. 

- Per a la comparació de variables quantitatives: 

Variables paramètriques: 

• Prova T de Student per a la comparació de mitjanes. 

 Variables no paramètriques: 

• Prova de Wilcoxon per a dades aparellades. 

• Prova U de Mann-Whitney per a dades no aparellades. 

- Proves de correlació simple: 

• Prova de Pearson per a variables paramètriques. 

• Prova de Spearman per a variables no paramètriques. 

Els detalls de cada una d’aquestes proves figuren en cada un dels articles publicats.  

Els càlculs estadístics es van realitzar amb el programa SPSS 23.0. Es va considerar 

significatiu un valor de p<0.05. 
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la redacció de tots els articles derivats d’aquesta tesi. Totes les publicacions que 

consten aquí formen part del nucli de la present tesi, i no seran utilitzades en altres 

tesis doctorals. 

 

PUBLICACIÓ 1. Effect of blood contamination of cerebrospinal fluid on amino 

acids, biogenic amines, pterins and vitamins. Batllori M, Casado M, Sierra C, Salgado 
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Molero-Luis M, Artuch R. Fluids Barriers CNS. 2019 Nov 14;16(1):34. 

La doctoranda, Marta Batllori, ha contribuït en la recollida i preparació de les mostres 

tenint en compte les diferents condicions preestablertes en el protocol per poder 

realitzar tota la part experimental, ha contribuït en la ideació del protocol de 

contaminació de mostres i posteriorment ha participat en la interpretació dels 

resultats i en l’escriptura del manuscrit. 

 

PUBLICACIÓ 2. Analysis of human cerebrospinal fluid monoamines and their 

cofactors by HPLC. Batllori M, Molero-Luis M, Ormazabal A, Casado M, Sierra C, García-

Cazorla A, Kurian M, Pope S, Heales SJ, Artuch R. Nat Protoc. 2017 Nov;12(11):2359-

2375. 

La doctoranda ha participat en la recopilació d’informació, cromatogrames i elaboració 

de taules i figures del protocol i ha participat en l’escriptura de tots els protocols 

descrits en el manuscrit. 

 

PUBLICACIÓ 3. Urinary sulphatoxymelatonin as a biomarker of serotonin status 

in biogenic amine-deficient patients. Batllori M, Molero-Luis M, Arrabal L, Heras JL, 

Fernandez-Ramos JA, Gutiérrez-Solana LG, Ibáñez-Micó S, Domingo R, Campistol J, 



Resultats______________________________________________________________________ 

80 
 

Ormazabal A, Sedel F, Opladen T, Zouvelou B, Pons R, Garcia-Cazorla A, Lopez-Laso E, 

Artuch R. Sci Rep. 2017 Nov 7;7(1):14675. 

La doctoranda ha estat responsable de part del treball experimental. Comparteix 

coautoria amb la segona signant que és codirectora d’aquesta tesi. Ha contribuït en la 

fase de reclutament de pacients de centres externs, ha estat responsable dels estudis 

preanalítics del treball i de la part experimental. Ha participat en la posada a punt i la 

validació de la tècnica i en l’anàlisi estadístic per a l’establiment de valors de 

referència. Ha intervingut en la interpretació dels resultats, la realització de taules i 

figures i en la redacció del manuscrit. 

 

PUBLICACIÓ 4. Cerebrospinal fluid monoamines, pterins, and folate in patients 

with mitochondrial diseases: systematic review and hospital experience. Batllori M, 

Molero-Luis M, Ormazabal A, Montero R, Sierra C, Ribes A, Montoya J, Ruiz-Pesini E, 

O'Callaghan M, Pias L, Nascimento A, Palau F, Armstrong J, Yubero D, Ortigoza-Escobar 

JD, García-Cazorla A, Artuch R. J Inherit Metab Dis. 2018 Nov;41(6):1147-1158. 

La doctoranda ha participat en l’elaboració de la base de dades de pacients i ha 

establert el contacte amb els neuropediatres implicats en aquesta revisió. Ha participat 

en l’anàlisi estadística i ha realitzat les taules i figures del treball participant activament 

en la redacció del manuscrit. 

 

  

 

 

Aida Ormazabal   Marta Molero 

 

Esplugues de Llobregat, 18 de desembre de 2020 
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OBJECTIU 1: Avaluació de la influència de la contaminació hemàtica en mostres de 

líquid cefalorraquidi a l’hora de realitzar estudis metabolòmics dirigits. 

 

PUBLICACIÓ 1: 

Títol: Effect of blood contamination of cerebrospinal fluid on amino acids, biogenic 

amines, pterins and vitamins   

Autors: Marta Batllori, Mercedes Casado, Cristina Sierra, Marta Molero, Maria del 

Carmen Salgado, Laura Martí, Joan Maynou, Guerau Fernandez, Angels Garcia-Cazorla, 

Aida Ormazabal, Rafael Artuch. 

Referència: Fluids Barriers CNS. 2019 Nov 14;16(1):34. 

 

Resum: 

La investigació dels defectes de la neurotransmissió es fonamenta en l’anàlisi 

bioquímica del LCR. Tot i que aquest tipus de mostra biològica, a priori, és de fàcil 

maneig perquè presenta poques interferències en comparació amb altres tipus de 

fluids (com el plasma o l’orina), el principal problema que pot presentar és la 

contaminació hemàtica deguda a puncions traumàtiques, hemorràgia intraventricular 

o alteracions en la permeabilitat de la barrera hematoencefàlica.  

La mostra de LCR s’obté mitjançant una punció lumbar, una prova invasiva que ha de 

realitzar personal especialitzat i seguint un estricte protocol estandarditzat. Està 

descrit que la contaminació hemàtica del LCR té efectes sobre la concentració de 

glucosa i de proteïnes, però no hi ha estudis on es descrigui l’efecte en altres 

biomarcadors que s’analitzen en LCR per l’estudi de patologies neurometabòliques. En 

aquest context, l’objectiu principal d’aquest treball ha estat avaluar fins a quin punt la 

contaminació hemàtica pot afectar a la interpretació dels diferents perfils bioquímics 

tenint en compte que els metabòlits d’estudi analitzats tenen concentracions en sang 

molt diferents respecte al LCR.  

Aquests biomarcadors són els aminoàcids, metabòlits de la dopamina i la serotonina 

(HVA i 5-HIAA), metabòlits de la tetrahidrobiopterina (biopterina i neopterina) i 

cofactors vitamínics (5-metiltetrahidrofolat, vitamina B6 i tiamina). 
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Síntesi de resultats: 
A les mostres de LCR contaminades amb la màxima concentració de sang utilitzada 

(20%, dilució 1:5) l’aspartat, el glutamat, la taurina, l’ornitina, la glicina i la citrulina van 

tenir valors més alts quan es lisaven els eritròcits (condició A) respecte a quan se 

centrifugava i separava el sobrenedant abans de la congelació (condició B). El PLP, 5-

MTHF i tiamina també van seguir aquesta tendència. Contràriament, l’arginina, el 5-

HIAA i l’HVA van tenir valors més baixos quan es lisaven  els eritròcits en les mostres de 

LCR, mentre que la resta de metabòlits estudiats van tenir concentracions similars en 

les dues condicions. La dilució 1:40 de la condició A (eritròcits lisats) va mostrar 

percentatges de variació moderadament superiors al 10% per a la majoria dels 

metabòlits. Tanmateix, en la condició B (eritròcits eliminats del LCR), només alguns 

aminoàcids, la tiamina i el PLP van tenir valors superiors al 10% en comparació amb les 

concentracions de la mostra de LCR no contaminada. Com era d’esperar, l’albúmina va 

augmentar en funció del grau de contaminació en les dues condicions. Respecte, a la 

tiamina difosfat, una forma intracel·lular de tiamina, només es va incrementar en les 

mostres de la condició A (eritròcits lisats). Mentre que la majoria de metabòlits van 

mostrar augments en les concentracions quan s'afegia sang a les mostres de LCR, 

l'arginina, el 5-HIAA i l'HVA van disminuir. Les concentracions de pterines i glutamina 

no van variar en les diferents condicions de contaminació. 
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Material suplementari 
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OBJECTIU 2: Descripció de protocols analítics basats en cromatografia líquida d’alta 

resolució (HPLC) per a quantificar amines biògenes i els seus cofactors en líquid 

cefalorraquidi.  

 

PUBLICACIÓ 2: 

Títol: Analysis of human cerebrospinal fluid monoamines and their cofactors by HPLC 

Autors: Marta Batllori, Marta Molero-Luis, Aida Ormazabal, Mercedes Casado, Cristina 

Sierra, Angels García-Cazorla, Manju Kurian, Simon Pope, Simon J Heales & Rafael 

Artuch. 

Referència: Nat Protoc. 2017 Nov;12(11):2359-2375. 

 

Resum: 

Els procediments per l’anàlisi de monoamines i els seus cofactors s’han anat 

desenvolupant durant les últimes dècades i s’utilitzen en els laboratoris de referència. 

La majoria es basen en procediments de cromatografia per HPLC amb diferents 

sistemes de detecció, principalment electroquímica i de fluorescència, altament 

sensibles i específics. Tot i el creixent desenvolupament de les tècniques 

metabolòmiques encara hi ha poca experiència en aquest tipus d’anàlisi. 

L’objectiu principal d’aquest treball ha estat realitzar una avaluació exhaustiva de les 

condicions analítiques per a l’anàlisi d’aquests metabòlits destacant els aspectes crítics 

dels processos. Aquests protocols descrits, a part de desenvolupar activitats 

diagnòstiques, permeten també dur a terme activitats d’investigació en l’anàlisi de 

dopamina i serotonina i metabòlits relacionats. 

 

Síntesi de resultats: 

Els procediments descrits en aquest protocol proporcionen mètodes adequats per 

determinar la concentració de monoamines i els seus cofactors (les pterines i PLP) en 

mostres de LCR. Els cromatogrames de l’article permeten una identificació ràpida de 

les condicions genètiques primàries o secundàries que condueixen a alteracions de la 

dopamina i la serotonina, tal com s’ha descrit anteriorment en altres articles. També es 
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demostra que es poden determinar els metabòlits actius de la dopamina i la 

serotonina en cervell.  

Addicionalment també es detallen els punts crítics i els problemes que més 

habitualment poden aparèixer quan es duen a terme aquests procediments analítics i 

com resoldre’ls.  
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OBJECTIU 3: Avaluació de la melatonina com a biomarcador perifèric de l’estat de la 

serotonina central en pacients amb defectes enzimàtics de les amines biògenes. 

 

PUBLICACIÓ 3: 

Títol: Urinary sulphatoxymelatonin as a biomarker of serotonin status in biogenic 

amine-deficient patients. 

Autors: Marta Batllori, Marta Molero-Luis, Luisa Arrabal, Javier de las Heras, Joaquín-

Alejandro Fernandez-Ramos, Luis González Gutiérrez-Solana, Salvador Ibáñez-Micó, 

Rosario Domingo, Jaume Campistol, Aida Ormazabal, Frederic Sedel, Thomas Opladen, 

Basiliki Zouvelou, Roser Pons, Angels Garcia-Cazorla, Eduardo Lopez-Laso, Rafael 

Artuch. 

Referència: Scientific reports. 2017 Nov 7;7(1):14675. 

 

Resum: 

Un dels principals problemes de l’estudi dels defectes genètics de la neurotransmissió 

és l’absència de biomarcadors perifèrics fiables tant pel diagnòstic com per la 

monitorització del tractament. De fet, els protocols diagnòstics són molt clars en 

aquest aspecte i remarquen la necessitat d’una anàlisi en LCR. Respecte a la 

monitorització del tractament no hi ha un consens clar respecte a la freqüència 

d’aquesta monitorització. 

Per a realitzar el seguiment d’aquests pacients, l’única opció que existeix actualment 

és la realització de puncions lumbars de repetició. Sí que existeix algun marcador 

perifèric del metabolisme de la dopamina (prolactina), tot i que a la pràctica, 

presenten gran variabilitat intra i inter individual. Fins a la realització d’aquest estudi, 

no hi ha hagut cap marcador perifèric que pogués suposar una alternativa al LCR per a 

l’avaluació del metabolisme de la serotonina en pacients efectes de defectes 

enzimàtics de les amines biògenes. 

L’estreta relació entre la síntesi de melatonina i la serotonina és coneguda de fa temps 

i, aprofitant que la melatonina ja havia estat utilitzada en algun estudi previ com a 

metabòlit per a la monitorització d’altres malalties, l’objectiu va ser fer una avaluació 

d’aquest biomarcador en pacients amb defectes genètics de la neurotransmissió que 

impliquessin un defecte en la síntesi de serotonina. 
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Síntesi de resultats: 

Aspectes preanalítics  

La primera mostra d’orina del matí va mostrar les concentracions més elevades de 

sulfatoximelatonina (aMT6s), que van caure notablement a la segona mostra del matí 

(reducció mitjana del 68,7%). La variació intraindividual estudiada en els tres voluntaris 

va mostrar uns CV del 14,5%, 15,1% i 9,9%, respectivament durant una setmana de 

seguiment. 

Establiment de valors de referència (n = 65):  

Es va observar una correlació negativa entre les concentracions de aMT6s en la 

primera mostra d’orina del matí i l’edat dels pacients. Els valors de referència de la 

nostra població es van estratificar en tres grups diferents en funció de l’edat. 

Pacients amb defectes genètics sense tractament serotoninèrgic 

Es va observar una freqüència elevada de deficiència de melatonina especialment en 

les formes greus: GTPCH autosòmica recessiva (arGTPCH), sepiapterina reductasa (SR) i 

deficiència de la descarboxilasa d’aminoàcids aromàtics (AADC). En canvi, només 2 

casos dels 13 amb defecte de GTPCH autosòmic dominant (adGTPCH), la forma més 

lleu de defectes, van mostrar una deficiència de melatonina.  

Pacients amb defectes genètics i amb tractament serotoninèrgic 

Vam estudiar cinc pacients amb deficiència de AADC, un amb deficiència de SR, tres 

amb deficiència de dihidropterinreductasa (DHPR) i dos amb deficiència de PTPS amb 

tractament de fàrmacs estimuladors de la síntesi de serotonina o inhibidors de la seva 

recaptació o degradació. En funció de la malaltia i, probablement, del perfil genètic 

dels pacients, els resultats van ser diferents: (1) En els pacients amb deficiència de 

AADC el tractament no normalitzava les concentracions de melatonina, excepte en un 

cas. No obstant això, sí que es va observar en un altre pacient, que després d’estar 3 

mesos en tractament amb IMAOs,  les concentracions de aMT6s augmentaven, encara 

que no arribaven a valors normals. (2) Pel que fa als pacients amb defectes relacionats 

amb les pterines, alguns van mostrar una disminució de l’excreció aMT6s tot i rebre 

tractament amb 5HTP. Entre ells, el pacient amb deficiència de SR i el pacient amb 

deficiència de PTPS van mostrar una excreció de aMT6s notablement reduïda (90,7% i 

81,5%, respectivament), mentre que els pacients amb deficiència de DHPR i un dels 

pacients amb deficiència de PTPS van presentar valors normals aMT6s. 
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OBJECTIU 4: Avaluació retrospectiva del fenotip clínic i perfils bioquímics d'amines 

biògenes en líquid cefalorraquidi de pacients diagnosticats genèticament d’una 

malaltia mitocondrial. 

 

PUBLICACIÓ 4: 

Títol: Cerebrospinal fluid monoamines, pterins, and folate in patients with 

mitochondrial diseases: systematic review and hospital experience. 

Autors: Marta Batllori, Marta Molero-Luis, Aida Ormazabal, Raquel Montero, Cristina 

Sierra, Antonia Ribes, Julio Montoya, Eduardo Ruiz-Pesini, Mar O’Callaghan, Leticia 

Pias, Andrés Nascimento, Francesc Palau, Judith Armstrong, Delia Yubero, Juan D. 

Ortigoza-Escobar, Angels García-Cazorla, Rafael Artuch. 

Referència: J Inherit Metab Dis. 2018 Nov;41(6):1147-1158. 

 

Resum: 

Les malalties mitocondrials són un grup de trastorns neurometabòlics amb diferents 

mecanismes fisiopatològics que acaben conduint principalment a un dèficit energètic. 

Tenint en compte que la neurotransmissió és un procés biològic amb elevada demanda 

energètica i que no és infreqüent observar fenotips clínics relacionats amb trastorns en 

la neurotransmissió, principalment dopaminèrgica, podria ser que aquest procés es 

veiés afectat en pacients amb malalties mitocondrials. Per altra banda, les malalties 

mitocondrials encara presenten actualment, importants dificultats diagnòstiques 

motiu pel qual pensem que la realització d’una anàlisi metabolòmica en LCR podria 

aportar informació en l’estudi d’aquests pacients tant des d’un punt de vista de 

diagnòstic com de tractament. 

Per tant, i tenint en compte la manca de treballs científics en pacients amb malalties 

mitocondrials vam creure oportú avaluar, tant des del punt de vista bioquímic com 

fenotípic, una cohort llarga de pacients amb diagnòstic genètic de malaltia 

mitocondrial. 
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Síntesi de resultats: 

Alteracions en els valors d’HVA i 5-HIAA 

En vuit de 29 pacients, la concentració d'HVA en LCR va ser alta; en 5 pacients, va ser 

baixa, i en els 16 pacients restants, els valors de HVA van ser normals. Els vuit casos 

amb valors elevats d’HVA tenien síndromes associades a mutacions en el mtDNA (cinc 

delecions del mtDNA, dues mutacions puntuals) i un presentava mutacions 

bial·lèliques al gen POLG, que comportaven la depleció del mtDNA.  

En tres pacients amb síndromes de deleció/depleció del mtDNA, tant el 5-HIAA com 

l'HVA van estar simultàniament elevats.  

En sis dels 29 pacients, el 5HIAA estava disminuït i, en tres d’ells, concomitantment 

amb l’HVA. En els vint pacients restants, el 5-HIAA va ser normal. 

Clínicament, cinc dels 29 casos van presentar predominantment signes dopaminèrgics. 

Aquests cinc casos presentaven mutacions en gens nuclears. No hi va haver una 

associació significativa entre les alteracions en les concentracions d’HVA i la presència 

d’un quadre clínic predominantment de disfunció dopaminèrgica. Des del punt de vista 

radiològic no va haver-hi una associació entre l’afectació dels ganglis basals i el fenotip 

clínic, ni tampoc amb les concentracions de l’HVA. Alguns pacients amb alteracions en 

els nivells dels neurotransmissors van presentar una ressonància cerebral normal. 

El pacient 11, que presentava mutacions en SLC19A3, tenia valors baixos d'HVA en LCR 

i troballes anormals de 18F-FDOPA (fluorodihidroxifenilalanina) en el PET (bilateral, 

asimètric (esquerra> dreta) i una depleció irregular i greu dopaminèrgica a l’estriat) i, 

després de rebre tractament amb L-dopa, presenta una millora parcial dels signes 

clínics de distonia-parkinsonisme. L'administració de L-dopa es va indicar a una dosi de 

4 mg / kg / dia (2 g / dia). Durant el període d'administració, van aparèixer moviments 

involuntaris (tics del cap) i, per tant, la dosi de L-dopa es va augmentar molt 

lentament. Va rebre L-dopa durant deu mesos. 

Deficiència cerebral de folat amb valors elevats d’HVA en LCR 

Els pacients amb valors elevats de lactat en LCR no van mostrar una associació 

significativa ni amb l’HVA ni amb un fenotip clínic concret. No es van detectar fenotips 

clínics específics atribuïbles a la deficiència de serotonina i no es van poder demostrar 

associacions entre l’estat de 5HIAA i el fenotip clínic o radiològic. Només dos pacients 

van presentar una depressió relacionada a una deficiència serotoninèrgica. Respecte a 
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les pterines, no va haver-hi cap associació entre els valors de la neopterina i biopterina 

i les concentracions de les monoamines. Quatre dels 29 estudiats van presentar valors 

de neopterina superiors a 61 nmol/L, que és el cut-off prèviament establert per events 

inflamatoris.  

Hi va haver una associació estadísticament significativa entre concentracions elevades 

d’HVA i baixes de folat (X2-square=10.916, p=0.001) i elevades de proteïnes en LCR (X2-

square=10.429, p=0.001). Set dels vuit pacients amb valors elevats d’HVA en LCR van 

mostrar dèficit de folat cerebral i nivells elevats de proteïnes en LCR. Cinc d’ells van 

presentar delecions en el mtDNA associades a Síndrome de Kearn-Sayre; un, una 

mutació puntual en el gen ATPase6 del mtDNA i un altre una mutació del genPOLG. 

Tres pacients d’aquests van presentar valors de 5-HIAA francament elevats. Quatre 

dels 21 pacients estudiats van mostrar una lleugera deficiència de folat cerebral sense 

associació a valors elevats d’HVA. 
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Els defectes genètics de la neurotransmissió han estat estudiats per diferents grups 

durant les últimes dècades. La principal conclusió de tots aquests grups investigadors 

és que el diagnòstic encara recau en la realització de proves bioquímiques 

especialitzades en LCR, tot i que l’arribada de les tècniques diagnòstiques per NGS està 

canviant el paradigma diagnòstic molt ràpidament. La utilització del LCR ha demostrat 

ser la mostra més adequada pel diagnòstic de moltes d’aquestes patologies pel fet que 

s’ha vist que l’anàlisi dels biomarcadors d’aquestes patologies en perifèria (per 

exemple sang o orina) no són representatives del SNC, ja que presenten 

concentracions dins els límits de la normalitat. A més a més, les tècniques 

bioquímiques aplicades que s’utilitzen per fer les anàlisis es podrien considerar proves 

“clàssiques” perquè utilitzen HPLC amb detecció electroquímica i de fluorescència, 

metodologia molt emprada i amb un llarg recorregut en els laboratoris especialitzats 

en diagnòstic de malalties que afecten la neurotransmissió. 
Aquesta primera reflexió ens deixa en un atzucac, però que alhora ens ofereix 

diferents camins. Un dels reptes que és necessari resoldre és la validació bioquímica de 

biomarcadors en fluids biològics perifèrics per al diagnòstic i sobretot pel monitoratge 

terapèutic d’aquestes patologies cròniques. Actualment, la literatura al respecte és 

escassa, fet que fa pensar que les investigacions futures aniran en aquesta direcció. 

Aquests tipus d’investigacions seran especialment rentables amb l’aplicació de les 

tècniques de metabolòmica que, tot i que s’estan utilitzant de forma extensiva en 

altres malalties hereditàries, l’experiència en el camp de la neurotransmissió és encara 

molt escassa. No obstant això, tenim clar que en un període breu de temps aquests 

sistemes metabolòmics substituiran els procediments més tradicionals. Aquest fet no 

desmereix la importància dels resultats obtinguts en aquesta tesi, ja que, mentre tot 

això no sigui possible, s’han de seguir tenint clares les condicions preanalítiques i 

analítiques perquè, tal com hem exposat i demostrat, poden afectar i molt la 

interpretació dels resultats.  

Per tant, en aquesta tesi, hem abordat els reptes de la investigació en biomarcadors de 

la neurotransmissió d’una manera holística començant per una investigació exhaustiva 

dels factors preanalítics i analítics relacionats amb aquests tipus d’anàlisi i, com a 

metàfora dels temps moderns, la recerca de nous biomarcadors que ens permeti fer 
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un control i monitoratge dels tractaments dels dèficits genètics rars del metabolisme 

de la serotonina. 

Per últim, per completar aquest procés d’investigació translacional, vam decidir 

investigar els resultats dels neurotransmissors en pacients que pateixen unes malalties 

extremadament greus que presenten encara molts interrogants diagnòstics i 

fisiopatològics com són les malalties mitocondrials. 
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1. Estudi preanalític per avaluar la influència de la contaminació hemàtica en les 

mostres de líquid cefalorraquidi a l’hora de realitzar les proves bàsiques d’un perfil 

metabòlic. 

L'anàlisi metabolòmic dirigit del LCR ha demostrat ser una bona eina analítica per a 

l'estudi de vies neurometabòliques específiques i malalties relacionades i per explorar 

el transport de diversos metabòlits des de la sang al SNC. Diverses condicions 

neurogenètiques són causades per trastorns específics en aquests processos. A més, 

en aquestes malalties, la quantificació d'aquests metabòlits en sang / orina no és 

fiable, ja que generalment mostren resultats normals o fins i tot paradoxals 

(Wassenberg T et al., 2010). Això és especialment cert quan les vies metabòliques 

estudiades són altament actives en el cervell o en les malalties genètiques de transport 

de la BHE relacionades amb les vitamines i altres metabòlits. 

La contaminació del LCR amb sang és freqüent i ha estat reconeguda com un factor de 

confusió substancial a l’hora de realitzar una adequada interpretació dels resultats 

quantitatius quan s’analitzen aminoàcids i altres metabòlits en LCR (Aasebø E et al., 

2014 i Krishnamurthy V et al., 2019). No obstant això, la literatura sobre els efectes de 

la contaminació sanguínia en l’anàlisi d’amines biògenes, pterines i vitamines és 

escassa (Verbeek M.M. et al., 2008). Les principals causes de contaminació sanguínia 

del LCR són puncions lumbars traumàtiques o sagnat intratecal espontani, fets que es 

poden donar en diverses situacions, especialment en els nadons. A més, l'alteració de 

la permeabilitat de la BHE pot ocórrer en diferents condicions, com en l'asfíxia i 

l'epilèpsia (Tan R et al., 2017; Krueger M et al., 2019 i Klebe D et al., 2020). En aquest 

context i considerant que la punció lumbar és una intervenció invasiva, que és difícil de 

realitzar i que el volum final recol·lectat és sovint baix en pacients pediàtrics,  és 

important tenir una estimació de fins a quin punt la contaminació hemàtica del LCR 

ens pot conduir a una mala interpretació del perfil metabòlic.  

L’albúmina, una proteïna sintetitzada en el fetge, és un bon biomarcador secundari per 

determinar el nivell d'afectació de la permeabilitat de la BHE i també per avaluar el 

grau de contaminació sanguínia. No obstant això, atès que la seva concentració en 

sang supera àmpliament la del LCR (aproximadament 100 vegades), la seva 

concentració pot romandre elevada fins i tot en casos de contaminació mínima per 

glòbuls vermells / plasma (en el nostre estudi ja s'aprecia en dilucions 1:100-1:1000; 
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dades no mostrades). La determinació de la concentració d’hemoglobina és un 

marcador substitutiu alternatiu quan s’ha produït la lisi dels glòbuls vermells i, en el 

nostre estudi, concentracions que van des de 0,17 a 0,35 g/L d’hemoglobina poden ser 

un senyal d'alerta a l'hora de fer una interpretació prudent dels resultats (consultar 

taula 2 del primer article). 

Pel que fa als aminoàcids, diversos articles han indicat diferències entre la sang i el LCR 

(Duran M., 2008), però fins on nosaltres sabem, no s’han establert els límits precisos 

en què la contaminació per eritròcits pot provocar una mala interpretació dels perfils 

metabòlics. Mentre que els eritròcits lisats van afectar les concentracions de la majoria 

d’aminoàcids a la dilució d’1:40, la centrifugació de les mostres de LCR amb la 

posterior separació de la sang contaminant va resoldre el problema en la majoria dels 

casos. En qualsevol de les dues situacions, els aminoàcids que tenien valors més alts 

eren l’aspartat, el glutamat, la treonina, l’ornitina, la glicina i la citrulina. L’explicació 

d’això és que alguns d’aquests aminoàcids presenten una concentració més gran en els 

eritròcits en comparació amb el plasma (aspartat, glutamat i treonina) (Duran M., 

2008). 

Entre els altres aminoàcids, la glicina és la que té la proporció més gran plasma/LCR 

(Swanson MA et al., 2015). Pel que fa a l’ornitina, l’activitat de l’arginasa és alta en 

eritròcits i això explicaria la nostra observació que els valors d’arginina eren menors 

quan es produïa la lisi dels eritròcits mentre que els valors d’ornitina augmentaven, ja 

que, és el producte de la reacció catalitzada per l’arginasa (Duran M., 2008). Una 

vegada més, la centrifugació de les mostres va evitar tots aquests biaixos provocats 

per la contaminació. Per altra banda, en alguns aminoàcids no es va observar la 

correlació esperable tenint en compte els diferents factors de dilució. Una possible 

explicació és que alguns aminoàcids estan presents en LCR a concentracions molt 

baixes fisiològicament (propers als límits de quantificació) i per a altres aminoàcids, 

l’efecte matriu, habitual en la tecnologia UPLC-MS / MS, podria contribuir a aquestes 

diferències (Batllori M et al., 2017) 

Les amines biògenes i les pterines se sintetitzen perifèricament en alguns teixits, però 

també al cervell i no s’ha descrit cap transportador substancial entre la sang i el cervell 

(només els transportadors OAT3 eliminen el 5-HIAA i el HVA del LCR cap a la sang 

(Spector R., 2010)). Atès que les seves concentracions en sang són similars a les del LCR 
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(Coppus AW et al., 2007 i Mori S et al., 2003), no es van observar canvis significatius 

després de la contaminació del LCR amb sang. Curiosament, el 5-HIAA i el HVA van 

tenir valors més baixos quan es va produir la lisi de glòbuls vermells. L’autooxidació 

d’aquestes molècules per hemoglobina/radicals lliures és un mecanisme potencial que 

explica aquesta observació (Kato Y et al., 2016), i per tant, s’ha de tenir cura a  l’hora 

d’interpretar les dades quan el LCR no s’ha centrifugat abans de la congelació, ja que, 

els valors baixos de 5-HIAA i HVA són potencials biomarcadors de les deficiències de 

serotonina i dopamina i pot ser una indicació d’intervenció terapèutica (Ng J et al., 

2015). En qualsevol cas, la centrifugació i l’eliminació de glòbuls vermells abans de la 

congelació va corregir els resultats en comparació amb el LCR sense contaminar. 

Les vitamines van mostrar resultats inesperats, excepte el folat. Les diferents formes 

de folat (especialment 5-MTHF) estan altament concentrades en els glòbuls vermells 

en comparació amb el plasma i això explicaria la interferència positiva observada quan 

es va produir la lisi dels glòbuls vermells, però no després de l'eliminació dels glòbuls 

vermells. Només la tiamina i el PLP van augmentar els valors quan es van comparar les 

mostres de LCR contaminades en ambdues condicions experimentals a la dilució 1:40, 

amb mostres no contaminades, encara que va ser menys notable quan es van eliminar 

els glòbuls vermells per centrifugació. Aquests efectes es van minimitzar quan la 

dilució va arribar a 1:100 (dades no mostrades). Pel que fa a la tiamina, la conversió 

activa de tiamina lliure, TMP i TDP passa dins de les cèl·lules (els glòbuls vermells tenen 

una elevada activitat de tiamina fosfocinasa, que fosforila la tiamina per formar TDP, o 

la tiamina fosfatasa, que converteix TDP a TMP i tiamina) (Collie JTB et al., 2017). Això 

explicaria els resultats observats, valors pràcticament iguals en totes les dilucions, 

quan es va produir la lisi de glòbuls vermells. Aquests resultats es van minimitzar quan 

es van eliminar els glòbuls vermells per centrifugació. En qualsevol cas, els valors de 

tiamina són més alts en sang que en LCR i, per tant, els resultats s'han d'interpretar 

amb cautela quan es produeix contaminació per glòbuls vermells (Ortigoza-Escobar JD 

et al., 2016). 

La TDP, una isoforma de la tiamina estrictament intracel·lular (Collie JTB et al., 2017), 

seria un bon biomarcador substitutiu de la lisi dels eritròcits en mostres de LCR, ja que 

es van observar quantitats indetectables de TDP quan es van eliminar els eritròcits. 

Amb el PLP, les observacions eren similars i, encara que menys significatives, fins i tot 
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quan es van eliminar els glòbuls vermells del LCR, el PLP va mostrar concentracions 

més elevades en les mostres de LCR contaminades. Com amb la tiamina, una via 

metabòlica intracel·lular complexa explica la síntesi de les diferents isoformes 

relacionades amb la piridoxina (Footitt EJ et al., 2011). A més, algunes d’aquestes 

vitamines poden ser degradades per nucleòfils i radicals lliures derivats d’oxigen, ja 

que, el LCR té concentracions baixes d’altres molècules que poden reaccionar amb 

aquests compostos (Footitt EJ et al., 2011). Així, els resultats han de ser analitzats amb 

precaució respecte a aquestes dues vitamines, ja que, en trastorns relacionats amb la 

tiamina o la piridoxina que causen fenotips neurològics greus, els biomarcadors 

diagnòstics són nivells baixos de tiamina i PLP en LCR (Ortigoza-Escobar JD et al., 2016; 

Footitt EJ et al., 2011; Zeng WQ et al., 2005). 
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2. Descriure diversos protocols analítics basats en cromatografia líquida d’alta 

resolució (HPLC) per a la quantificació d’amines biògenes i els seus cofactors en líquid 

cefalorraquidi.  

Tal tal comcom hem desenvolupat en aquesta tesi, el primer pas crític per a l’anàlisi de 

les amines biògenes i els seus metabòlits i cofactors és el procediment de la recollida 

de les mostres de LCR, així com la seva correcta centrifugació i emmagatzematge un 

cop ha arribat al laboratori. Les condicions de recollida de la mostra són claus per a la 

correcta interpretació dels cromatogrames que es descriuen en aquest protocol.  

Per a l’anàlisi dels neurotransmissors i els seus cofactors s’han utilitzat HPLC amb 

diferents mètodes de separació cromatogràfica, així com diferents tipus de detecció en 

funció del tipus de molècula que estem estudiant. Així, per a la quantificació de 

monoamines en LCR s’ha descrit un protocol utilitzant un HPLC de parell iònic amb 

detecció electroquímica (HPLC-ED), el gold standard. Per a l’anàlisi de pterines s’ha 

descrit un procediment emprant un HPLC amb detector electroquímic i de 

fluorescència (HPLC-ED-FD) en sèrie que permet quantificar la neopterina total, la BH4 

i el seu precursor BH2. I, finalment, per a l’anàlisi del PLP s’ha descrit un protocol per 

HPLC amb detector de fluorescència (HPLC-FD). 

Aquestes tècniques s’han utilitzat freqüentment en els laboratoris de diagnòstic de 

malalties genètiques primàries que provoquen deficiències en la neurotransmissió i 

altres malalties greus d’inici precoç que poden estar relacionades amb alteracions en la 

via de la dopamina i la serotonina cerebrals. La informació metodològica presentada 

en aquest treball pot ser de gran ajuda tant per aquests tipus de laboratoris com 

també per laboratoris de recerca bàsica. 

Limitacions: un dels factors que cal tenir en compte són les limitacions pràctiques en la 

preparació de mostres. En primer lloc, de vegades, el volum de la mostra no és 

suficient per permetre totes les investigacions necessàries. A més, la contaminació del 

LCR amb sang després d'una punció lumbar traumàtica pot provocar l’autoxidació 

d’alguns compostos (tal com hem vist en el primer article d’aquesta tesi). Pel que fa als 

efectes de matriu, en LCR són menys importants que en sang o d’altres teixits, i s’ha 

descrit que s’associen principalment a procediments d’espectrometria de masses. 

Les principals limitacions d'aquest protocol estan relacionades amb el sistema HPLC-

ED. Tot i que HPLC-FD és robust i altament sensible, l'HPLC-ED requereix una 
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preparació i un procés d'equilibratge de l'equip òptims. Aquest procediment cal que el 

realitzin persones específicament formades, de manera que pot requerir temps. 

Aquestes qüestions i altres es tracten en el present protocol. L’establiment de valors 

de referència propis de cada laboratori és necessari i obligatori per a una interpretació 

adequada de les dades. Per establir-los es necessiten mostres de LCR procedents de 

controls pediàtrics “sans”, però són difícils d'obtenir fora de l'ambient hospitalari. Com 

que hi ha una forta correlació entre els nivells de monoamines, pterines i PLP i l’edat, 

es necessita un tamany de mostres de LCR elevat per a l’establiment de valors de 

referència, ja que s’han de definir diversos intervals en funció de l'edat. Vam aprofitar 

les puncions lumbars recollides als nostres hospitals per a diagnòstics de meningitis 

vírica i bacteriana. Un cop descartades aquestes malalties, vam utilitzar els excedents 

de les mostres com a mostres control per determinar nivells d’amines biogèniques, 

pterines i PLP. 

Nivell d’expertesa 

Aquests procediments analítics han de ser realitzats per professionals competents. El 

procediment més complicat és el que implica la detecció electroquímica i es recomana 

una formació especial per a aquells que gestionen el detector electroquímic. No 

obstant això, el pas crític consisteix en la interpretació de dades perquè es requereix 

un alt grau d’experiència per identificar les condicions genètiques esmentades a la 

taula 1 de la introducció d’aquesta tesi i per interpretar els nombrosos trastorns 

secundaris de la neurotransmissió, de les pterines i del PLP. Per tant, la interpretació 

de les dades s’ha de realitzar dins del context de la informació clínica proporcionada 

per un clínic expert en la matèria. 

Disseny experimental 

L’optimització de les determinacions d’amines biògenes, pterines i PLP es divideix en 

dues etapes: (1) factors preanalítics (protocol de recollida i emmagatzematge de 

mostres) i (2) factors analítics (optimització dels paràmetres de HPLC-ED i FD, i 

interpretació de dades). 

1. Factors preanalítics. El LCR és la mostra biològica ideal per diagnosticar la majoria 

de trastorns d’amines biògenes. Es requereix una recollida protocol·litzada de 

punció lumbar per a una anàlisi fiable de les monoamines, pterines i PLP. Com que 

hi ha un gradient rostrocaudal és important comparar els valors d'un pacient amb 
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els seus propis valors de referència, que s'estableixen utilitzant la mateixa fracció 

de LCR (Ormazabal A et al., 2005; Hyland K et al., 1993). 

Com que la lisi de glòbuls vermells provoca l’oxidació d'alguns metabòlits d’amines, 

les mostres contaminades amb sang han de ser centrifugades immediatament i el 

sobrenedant transparent de LCR s’ha de transferir a un nou tub. Per mesurar la 

neopterina, BH2 i BH4, la mostra de LCR ha d'estar protegida de la llum i 

emmagatzemada amb agents estabilitzadors, perquè les formes reduïdes són 

extremadament sensibles a la llum i l’oxigen (Blau N. & Beat T, 2008). Com que les 

mostres de LCR tenen menys compostos interferents en comparació amb altres 

matrius biològiques, com sang, plasma, extractes de teixits o orina, no es 

requereixen procediments extensius de purificació o extracció, i només es 

necessiten passos de dilució i filtració abans de l'anàlisi HPLC (Hyland K et al., 

1993). No obstant això, la columna de protecció i els filtres de grafit s'han de 

substituir periòdicament per garantir un bon rendiment analític. Les mostres s'han 

d'emmagatzemar sempre a -70 °C protegides de la llum (consultar taula 3 de 

l’article). 

2. Factors analítics. 

a.  Respecte a la quantificació de monoamines. L'HPLC-ED és el procediment 

més utilitzat per a la quantificació de monoamines. Aquest enfocament es 

basa en la separació per cromatografia de parells iònics, amb una fase 

mòbil que consisteix en un tampó citrat-acetat a un pH àcid que es 

complementa amb un agent de parells iònics (àcid heptanosulfònic o 

equivalent) (Ormazabal A et al., 2005; Hyland K et al., 1993). L’agent de 

parells iònics té un grup iònic al cap i una cua no polar. La cua no polar 

interactua fortament amb la columna C18, mentre que el grup iònic del cap 

es projecta cap a la fase mòbil. Aquesta modificació de columna genera una 

atracció entre l’agent de parells d’ions i els compostos ionitzats, cosa que 

permet la retenció i l’elució cromatogràfica. Les condicions crítiques de 

separació que poden canviar notablement el temps d’elució d’un compost 

inclouen el valor del pH de la fase mòbil i l’agent de parells iònics (Snyder LR 

et al., 2010). La detecció de monoamines es realitza mitjançant un detector 

electroquímic que s’utilitza per determinar el corrent generat entre dos 
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elèctrodes col·locats a la cel·la de detecció. Aquests elèctrodes són 

l'elèctrode de treball (E1), en què es genera el corrent, i l'elèctrode auxiliar 

(E2, o comptador), en què té lloc la reacció electrolítica complementària. El 

potencial entre els elèctrodes es manté constant, donant lloc a l'oxidació 

completa dels compostos d'interès analitzats. Un altre elèctrode, anomenat 

elèctrode de referència, s’utilitza per mantenir el potencial estable durant 

les mesures. Els paràmetres adequats són molt importants per aconseguir 

una oxidació completa de l'anàlit. El potencial adequat es pot determinar 

mesurant el corrent oxidatiu de l'anàlit (a una concentració constant) en un 

interval de potencials d'elèctrodes de treball. La representació gràfica del 

corrent generat enfront del potencial aplicat s’anomena voltamograma 

hidrodinàmic. Aconsellem recollir regularment un diagrama de 

voltamograma hidrodinàmic per a cada compost, ja que diferents variables 

poden influir en els resultats, inclosos factors com la composició de fase 

mòbil, el tipus i l’edat dels elèctrodes utilitzats i el deteriorament del filtre 

de grafit amb el temps (Snyder LR et al., 2010). El potencial aplicat a +450 

mV és normalment suficient per a una oxidació electroquímica adequada de 

les monoamines. Aquesta oxidació dóna lloc a un corrent que el detector 

pot detectar i és directament proporcional a la concentració de la 

monoamina. A la figura 2 de l’article es mostra un exemple de 

voltamograma hidrodinàmic per a 5HIAA i HVA. L’ideal seria escollir el 

corrent més baix que produeix la resposta analítica més alta a l’elèctrode, ja 

que això condueix a un senyal de fons inferior. Pel que fa a la composició 

dels elèctrodes, hem utilitzat elèctrodes porosos de grafit, ja que tenen una 

gran superfície. Això permet que l'eluent flueixi a través dels elèctrodes i, 

per tant, maximitzi l'àrea de contacte amb compostos electroactius, 

augmentant la sensibilitat de l'anàlisi. S'han de prendre precaucions 

especials per a l'estabilització, manteniment i neteja de les cèl·lules 

electroquímiques, tal com es descriuen a l’article. 

b. Respecte a la quantificació de pterines. L’HPLC amb detectors 

electroquímics i de fluorescència en línia és el mètode escollit per mesurar 

la neopterina, la BH2 i la BH4 en LCR en el mateix cromatograma. La 
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neopterina, la BH2 i BH4 se separen mitjançant HPLC de fase inversa. La BH4 

es mesura per detecció electroquímica, on és oxidada a l'E1 a quinonoide 

dihidrobiopterina i es redueix de nou a BH4 a l'E2. A continuació, el detector 

utilitza el corrent generat per aquesta reacció de reducció per determinar la 

concentració de BH4. La neopterina total (dihidroneopterina i neopterina) i 

BH2 es poden mesurar en la mateixa injecció mitjançant un detector de 

fluorescència. Una oxidació postcolumna de la dihidroneopterina i la BH2, 

mitjançant una cèl·lula condicionadora que utilitza un potencial òptim, 

oxida la dihidroneopterina a neopterina i la BH2 a biopterina. Com que la 

dihidroneopterina i la neopterina coelueixen, són detectades com un únic 

pic pel fluoròmetre (excitació = 360 nm; emissió = 440 nm), que 

proporciona una mesura total de neopterina. La BH2 es detecta i es mesura 

en el mateix cromatograma. A la figura 3 de l’article es mostra una 

representació esquemàtica de les cèl·lules electroquímiques. 

c. Respecte a la quantificació de PLP. La quantificació en LCR del PLP es 

realitza mitjançant HPLC amb FD, tal com s'ha descrit anteriorment (Bates 

CJ et al., 1999; Ormazabal A et al., 2008). La fase mòbil consisteix en un 

tampó fosfat. El PLP és derivatitzat amb cianur de sodi en condicions 

alcalines. Els detalls analítics d’aquests procediments es resumeixen a la 

taula 2 de l’article i els cromatogrames típics dels diferents procediments es 

mostren a les figures 4-6. 

 

Resolució de problemes 

La detecció electroquímica coulomètrica per HPLC és un procediment d’alta 

sensibilitat, ja que s’espera que els compostos analitzats s’oxidin al 100%. Els 

problemes analítics poden ser notables si no es compleixen estrictament els 

protocols de neteja i manteniment de cèl·lules. En els procediments descrits en 

aquest protocol, els problemes de rendiment més freqüents solen ser causats per 

la detecció electroquímica i no pels procediments de separació de HPLC. Aquests 

problemes solen produir-se quan l'agent de parells iònics i els valors de pH no es 

controlen estrictament. Els gasos dissolts i l’adsorció de compostos electroactius a 

l’elèctrode de grafit porós, la presència de compostos electroactius a la fase mòbil 
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o a la mostra o un manteniment deficient dels elèctrodes poden provocar senyals 

electroquímics baixos i corrents de fons inacceptablement elevats amb una línia de 

base sorollosa (tal com es descriu a Coulochem II. Manual d’operacions (ESA)). 

Quan el detector electroquímic es renta amb aigua-metanol-aigua (tal com es 

descriu al quadre 1 de l'article), el rendiment analític millora notablement. Aquest 

procediment de neteja és fàcil de realitzar i consisteix a rentar les cèl·lules amb 

aigua durant 30 min (4 mL/min), després amb metanol durant 30 min (4 mL/min) i 

finalment amb aigua durant 30 min (4 mL/min). És especialment útil com a primer 

procediment que s’ha de dur a terme quan els paràmetres analítics del DE no són 

bons. Si la cel·la del DE no funciona correctament, a la Taula 4 de l'article hi ha 

informació completa sobre la resolució de problemes i informació addicional de 

resolució de problemes per a la resta de procediments. 
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3. Avaluar la melatonina com a biomarcador perifèric de l’estat de la serotonina 

central en pacients amb defectes enzimàtics de les amines biògenes. 

Aquest és el primer article que va avaluar les concentracions urinàries de 

sulfatoximelatonina (aMT6) en pacients amb malalties genètiques que causen un 

efecte sever en la síntesi de serotonina cerebral. Pel que fa a les variables d'assaig, 

corroborem que la primera orina del matí va ser la mostra més adequada, ja que la 

major part de melatonina es metabolitza i s'excreta en l'orina com a aMT6s (Yano S et 

al., 2013). Per tant, qualsevol pèrdua d'orina durant la nit disminuiria notablement les 

concentracions de aMT6s (Gholipour T et al., 2015). Aquest fet explicaria l'inesperat 

valor baix de aMT6 observat en dos dels nostres pacients amb tractament 

serotoninèrgic, que probablement van tenir problemes en la recol·lecció de mostres 

d'orina (pacient 18, que tenia dos anys i pacient 23, perquè tenia problemes de 

continència urinària). 

Els nostres estudis analítics han demostrat que la variació intraindividual està en el 

rang de 9,9% a 15,1% (Fig. 2B de l’article). A més, les variacions metrològiques 

obtingudes també van ser raonables permetent una correcta interpretació dels 

resultats. Només el 10% dels pacients presentaven CV dels duplicats superiors al 15%, 

probablement deguts a fenòmens de reacció creuada ja coneguts i inherents a algunes 

tècniques de laboratori basades en mètodes immunològics (Benloucif S et al., 2008). 

Per tant, aquestes mostres no es van considerar en l'estudi i haurien de ser 

reanalitzades. 

Pel que fa als valors de referència, hem establert tres grups d’edat diferents (consultar 

la taula 3 de l’article). Els nostres resultats es poden explicar pel fet que la síntesi de 

melatonina assoleix la taxa més alta a l’edat de 3-6 anys, i després disminueix 

progressivament, fins a un 80%, a l’edat adulta (Claustrat B & Leston J, 2015). Aquests 

valors de referència són similars a altres grups (Rosen R et al., 2009), mostrant 

l’elevada reproductibilitat del mètode ELISA per quantificar aMT6s en diferents 

poblacions. 

Fixant-nos en els pacients sense tractament serotoninèrgic, es van estudiar 13 pacients 

amb dèficit d’adGTPCH i 11 d’ells van presentar valors normals d’aMT6. La deficiència 

d’adGTPCH és la malaltia més lleu entre les estudiades aquí, perquè els pacients 

presenten una reducció lleu-moderada en els biomarcadors de dopamina i serotonina 
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en LCR i fins i tot, en alguns casos, tenien valors normals. De fet, en el pacient 5 (el cas 

índex d’una família (López-Laso E et al., 2007)), les concentracions de 5HIAA en LCR 

eren normals en el moment del diagnòstic, cosa que suggereix una alteració mínima o 

nul·la de l’estat de serotonina cerebral. A més, la majoria dels nostres pacients amb 

deficiència d'adGTPCH tenien la mateixa mutació lleu (p.Q89X) del gen GCH1 que el 

pacient 5, i aquest fet explicaria que els casos d’adults d’aquesta cohort presenten un 

fenotip molt lleu (o fins i tot sense símptomes) tal com ja s'havia descrit anteriorment 

((López-Laso E et al., 2007; Opladen T et al., 2012). 

La deficiència de arGTPCH acostuma a presentar PKU i té un inici precoç amb un curs 

clínic més sever que la deficiència de adGTPCH (Opladen T et al., 2012). En un cas 

(pacient 14) amb dèficit de arGTPCH els nivells d'aMT6s en orina també van ser 

normals. Aquest pacient tenia també nivells normals de fenilalanina i un fenotip que 

s’assemblava a la forma dominant de deficiència de GTPCH, cosa que va suggerir una 

activitat residual elevada de l'enzim GTPCH. 

La deficiència de SR s’hereta de manera autosòmica recessiva. Els pacients presenten 

un trastorn motor que fluctua diürnament i, en la majoria dels casos, s’associa a un 

retard cognitiu i a una disfunció neurològica severa. Els tres pacients que es descriuen 

aquí són germans i van mostrar una important reducció dels nivells de aMT6s (60.3%, 

23.8% i 87.3%). En el cas índex (pacient 15), també va ser notable la reducció de 5HIAA 

en LCR en el moment del diagnòstic (taula 1 de l’article). Aquests tres pacients 

presentaven un fenotip lleu amb un debut tardà (Arrabal L et al., 2011). A més, només 

estaven en tractament amb L-dopa/carbidopa, ja que fa uns anys es va provar el 5HTP, 

però es va suspendre el tractament per efectes secundaris (vòmits i diarrea). Aquestes 

tres germanes van presentar una nova mutació en el gen SPR que afecta els processos 

de splicing i que es va informar com un canvi lleu (Arrabal L et al., 2011). En la 

deficiència de SR, tant la via de la dopamina com la de la serotonina solen afectar-se 

greument (Friedman J et al., 2012), i els nivells baixos d’aMT6 podrien ser un reflex del 

deteriorament de l’estat cerebral de la serotonina. 

El pacient 18, amb una forma greu de dèficit d'AADC (va debutar amb un any d’edat 

presentant hipotonia, crisis oculogíriques i distònies) va mostrar, com era d'esperar, un 

valor extremadament baix de aMT6s en orina, que correlacionava amb la dràstica 

reducció concomitant de les concentracions de 5HIAA en LCR. 
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S'ha descrit que, en cultius cel·lulars, la teràpia amb L-dopa pot ser tòxica per a les 

neurones serotoninèrgiques a través de mecanismes oxidatius que produeixen 

espècies de quinona altament reactives que redueixen les neurones serotoninèrgiques 

(Stansley BJ & Yamamoto BK, 2013). Aquests descobriments també s’han observat in 

vivo per mecanismes oxidatius similars que produeixen una disminució significativa de 

la serotonina i del metabolit 5HIAA (Stansley BJ & Yamamoto BK, 2015), a més a més 

d’afectar en el comportament i les funcions cognitives en models animals (Stansley BJ 

& Yamamoto BK, 2015). Tanmateix, no es van observar diferències quan es van 

comparar els valors de aMT6 en orina entre els pacients amb GTPCH sense tractament 

i els sotmesos a tractament amb L-dopa/carbidopa. És interessant veure que el 

tractament amb carbidopa (un inhibidor de l’activitat AADC perifèrica) no sembla 

afectar a l’excreció de aMT6s en orina, posant de manifest que la contribució de la 

melatonina perifèrica és menys rellevant que la de la glàndula pineal (Claustrat B & 

Leston J, 2015). 

Pel que fa als pacients sotmesos a un tractament serotoninèrgic, tres pacients amb 

deficiència d’AADC van mostrar concentracions baixes d’aMT6 malgrat el tractament 

serotoninèrgic. En el pacient 18, l’excreció urinària de aMT6s va augmentar després de 

3 mesos de teràpia amb inhibidors de la monoaminooxidasa (IMAO), cosa que 

suggereix que aquesta teràpia millora l’estat de la serotonina i la melatonina, tot i que 

el valor aMT6s es trobava encara per sota dels valors normals. Dos pacients (els 

pacients 19 i 20) amb un fenotip sever, amb valors  de 5HIAA en LCR extremadament 

baixos en el diagnòstic i que estaven en tractament amb IMAO i PLP, van mostrar una 

excreció baixa de aMT6s en orina, mentre que el pacient 21 amb un fenotip moderat i 

que també estava en teràpia amb IMAOs i PLP, mostrava valors normals de aMT6s 

urinaris. Una explicació d’aquestes dades és que l’AADC és la condició més greu que 

afecta l’estat de serotonina cerebral (Pons R et al., 2004) amb una capacitat molt 

reduïda de biosíntesi de serotonina i melatonina. Són necessaris més estudis per 

determinar si el tractament a llarg termini amb IMAOs pot normalitzar l’excreció de 

aMT6s en pacients amb AADC. El pacient 22 amb un fenotip lleu i que estava en 

tractament amb IMAOs, inhibidors selectius de la recaptació de la serotonina (ISRS) i 

melatonina, va mostrar valors més alts de aMT6s que els valors de referència. 
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Pel que fa a pacients amb defectes relacionats amb la BH4, el pacient 23 amb 

deficiència de SR va ser diagnosticat als vint-i-tres mesos d’edat i va presentar el 

fenotip típic amb retard psicomotor, hipotonia, atàxia i signes extrapiramidals (Arrabal 

L et al., 2011). En l'estudi de neurotransmissors en LCR va mostrar el patró de 

deficiència clàssica de SR amb una concentració de 5HIAA extremadament reduïda. 

L'anàlisi de aMT6s en orina, va mostrar valors molt baixos malgrat que el pacient 

estigués en tractament amb 5HTP que, previsiblement, hauria d'haver augmentat la 

síntesi de serotonina i melatonina (Figura 1 de l’article), ja que, n'és un precursor. Els 

seus pares van comentar problemes d’incontinència urinària nocturna, un fet que 

podria explicar els valors inesperadament baixos de aMT6s del pacient. 

Tots els pacients amb deficiència de DHPR tenien valors normals d'aMT6s en orina. Tot 

i que aquests pacients estaven sota diferents règims de tractament, tots ells rebien 

5HTP, el precursor de la serotonina. El pacient 24 també estava amb tractament des de 

feia molt temps amb ISRS, àcid fòlic i BH4. Als dotze mesos d'edat (quan ja estava sota 

aquest tractament), va presentar valors normals de 5HIAA en LCR. Als cinc anys d’edat, 

va mostrar valors elevats d’aMT6s en orina, cosa que suggereix que la combinació de 

tots aquests fàrmacs podria haver donat lloc a aquest resultat. De fet, s’ha suggerit 

que alguns fàrmacs ISRS poden augmentar els valors de melatonina plasmàtica (Kirecci 

SL et al., 2014). Els pacients 25 i 26 estaven només en tractament amb 5HTP, i tots dos 

van mostrar una excreció normal aMT6s, la qual cosa dóna suport a la hipòtesi que 

aquest precursor de la serotonina és eficaç per augmentar l’excreció urinària aMT6s. 

Tot i això, el tamany de mostra reduït de la nostra sèrie ens porta a animar el 

desenvolupament d’assajos clínics per confirmar o descartar aquesta hipòtesi. 

El pacient 27 amb una deficiència de PTPS es va diagnosticar a través d'un programa de 

cribatge neonatal. Amb un any d'edat, quan ja estava en tractament, seguia presentant 

valors reduïts de 5HIAA en LCR. Actualment, aquest pacient rep 5HTP, BH4 i folinat de 

calci com a medicaments serotoninèrgics. En l’última anàlisi de LCR va presentar 

concentracions normals de neurotransmissor, fet que suggereix una teràpia adequada. 

Els valors de aMT6s en orina també eren normals. Inesperadament, el pacient 28 tenia 

valors molt baixos de aMT6s tot i estar en tractament amb 5HTP i BH4. A més, s’havia 

sotmès a una anàlisi prèvia de neurotransmissors en LCR que mostrava resultats 

normals de 5HIAA. En aquest cas, el metge i la família van confirmar que l’orina s’havia 
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recollit correctament. Una explicació que podem trobar a aquest fet, pot estar 

relacionada amb variacions individuals de l’activitat de CYP1A2. El CYP1A2 és una de 

les isoformes principals del citocrom P450 al fetge i s'encarrega de metabolitzar 

diversos fàrmacs i compostos endògens importants, com la melatonina (Zhou SF et al., 

2010). Hi ha una gran variabilitat interindividual en l’expressió i en l’activitat del 

CYP1A2, causada principalment per factors genètics (molts polimorfismes) i 

mediambientals (Jin T et al., 2015). Una altra explicació seria una possible deficiència 

de folat cerebral, ja que, l’hidroxiindol o-metiltransfrasa (HIOMT) necessita SAM com a 

cofactor per a la biosíntesi de melatonina. Tot i això, els valors de 5MTHF en LCR eren 

normals en aquest pacient. 

Una limitació d’aquest estudi és que la determinació de la aMT6s depèn estrictament 

d’una recol·lecció adequada de les mostres, que pot ser difícil en nadons o infants amb 

discapacitat greu. A més, en alguns casos, les variacions interindividuals de l’activitat 

de CYP1A2 (Zhou SF et al., 2010; Jin T et al., 2015) poden contribuir a variacions 

inesperades en l’excreció urinària d’aMT6s. Un altre aspecte important de la variació 

de la melatonina és la llum. La seva síntesi està molt influenciada per la llum tènue 

mentre que la llum brillant pot bloquejar-ne la producció (Benloucif S et al., 2008). 

Finalment, s'hauria de fer una mesura simultània de 5HIAA en LCR i d'aMT6s en orina, 

en sèries més llargues de pacients per establir una correlació entre aquestes dues 

variables. 
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4. Avaluar retrospectivament el fenotip clínic i els perfils bioquímics d'amines 

biògenes en líquid cefalorraquidi de pacients diagnosticats genèticament d’una 

malaltia mitocondrial. 

En aquest treball, avaluem dades clíniques, radiològiques i bioquímics en LCR en una 

sèrie de pacients amb malalties mitocondrials per proporcionar una major comprensió 

de les alteracions de les monoamines (dopamina i serotonina). La relació entre la 

disfunció mitocondrial i la malaltia de Parkinson ha estat àmpliament investigada. 

La fallada energètica, el deteriorament en el recanvi i el control de qualitat 

mitocondrials, la disfunció mitocondrial provocada pel dany oxidatiu causat per l’excés 

d'espècies reactives d'oxigen, la disminució de la capacitat de contribuir en 

l’homeòstasi del calci i d'interaccionar correctament amb el reticle endoplasmàtic, la 

pèrdua de massa mitocondrial i el deteriorament de la dinàmica mitocondrial han 

demostrat estar involucrats en la fisiopatologia del Parkinson (Haddad D & Nakamura 

K, 2015). 

Els signes i símptomes de les deficiències secundàries de neurotransmissors en 

malalties mitocondrials són marcadament heterogenis (Kuster A et al., 2018). Des d’un 

punt de vista clínic, s’han publicat pocs articles sobre alteracions en les monoamines 

en pacients amb malalties mitocondrials. Tanmateix, s’ha reportat que alguns pacients 

amb malalties mitocondrials presenten característiques de parkinsonisme (Garcia-

Cazorla A et al., 2008a, b; Moran MM et al., 2011; Kuster A et al., 2018). Tzoulis C et al., 

(2016) mitjançant DATscan en pacients amb malalties mitocondrials va concloure que 

la denervació del nigrostriatal es produïa exclusivament en el subconjunt de trastorns 

a causats per un defecte en la replicació i manteniment de l’ADN mitocondrial. En els 

pacients amb malaltia POLG, la denervació de l'estriatal es pot detectar per exploració 

DATscan passats els vint-i-cinc anys d’edat i la gravetat del defecte nigrostriatal va 

mostrar una forta correlació amb l'augment de l'edat. Estudis addicionals han 

confirmat l’associació entre mutacions de POLG i la deficiència de dopamina (Invernizzi 

F et al., 2008; Tzoulis C et al., 2013; Miguel R et al., 2014). 

A la nostra sèrie, els cinc pacients que van mostrar destacades característiques 

clíniques de deficiència dopaminèrgica sense tenir lesions de ganglis basals tenien 

mutacions en diferents gens (KARS, GFM1, NFU1, POLG i una deleció de 5q14.3 que 

inclou el gen COX7C) (taula 1 de l’article). L’heterogeneïtat genètica i fisiopatològica 
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d’aquest subgrup és notable. Kuster A et al., també van reportar característiques 

clíniques amb deficiència de dopamina en casos de mutacions de POLG i NFU1, però, 

en general, les descripcions de la literatura són anecdòtiques. De fet, és difícil 

diferenciar els signes clínics de deficiència de dopamina dels derivats dels altres 

mecanismes fisiopatològics implicats en malalties mitocondrials. La falta d'associació 

observada en el nostre estudi entre els biomarcadors de deficiència de dopamina 

(concentració d'HVA en LCR) i el fenotip clínic o radiològic, reforça la idea que la 

recerca de nous biomarcadors és necessària per dilucidar la base fisiopatològica del 

parkinsonisme i altres característiques relacionades amb la deficiència de dopamina en 

malalties mitocondrials. La mateixa manca d’associació es va trobar amb els valors de 

les pterines, ja que, en la majoria de casos aquesta disminució no era massa marcada i, 

probablement no tindria impacte en la biosíntesi de monoamines. Curiosament, quatre 

dels 29 pacients mostraven una alta concentració de neopterina en LCR, indicant, com 

ja s'havia reportat anteriorment (Hasselmann O et al., 2010), la presència 

d’esdeveniments inflamatoris en casos aïllats amb malalties mitocondrials.  

L’única associació estadísticament significativa que vam trobar va ser la de 

concentracions elevades d’HVA amb una marcada disminució de la concentració de 

5MTHF i augment de les proteïnes en LCR, que corresponia a pacients amb mutacions 

de l'ADN mitocondrial (principalment delecions causants de la KSS i 2 casos més que 

tenien mutacions en els gens de l'ATPase i POLG de l'ADN mitocondrial). Alguns autors 

ja havien descrit anteriorment aquest característic perfil bioquímic (Allen RJ et al., 

1983; Dougados M et al., 1983; Pineda M et al., 2006; Ramaekers VT & Blau N 2004; 

Ramaekers VT et al., 2007; Hasselmann O et al., 2010; Serrano M et al., 2010; Tondo M 

et al., 2011; Grapp M et al., 2013) associat a mutacions en l’ADN mitocondrial i, en 

alguns casos a una deficiència de POLG (Kuster A et al., 2018). Com que aquest perfil 

no s'ha observat en altres malalties mitocondrials o no mitocondrials (Pérez-Dueñas B 

et al., 2011), una combinació d'aquests biomarcadors pot ser útil en l'estudi de 

pacients que alberguen mutacions en l'ADN mitocondrial. No obstant això, el 

mecanisme que explica aquesta associació no s'ha aclarit del tot ni té les 

conseqüències clíniques que s'esperarien pel que fa als elevats valors d'HVA en LCR. La 

hipòtesi més consistent és que el plexe coroide pot ser un òrgan diana en algunes 

síndromes que presenten mutacions en l'ADN mitocondrial. 
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A la figura 1 de l’article, es mostren els transportadors de folat (receptor de folat alfa; 

FRα) i de monoamines (transportador orgànic aniònic tipus 3; OAT3) del plexe coroide. 

Per controlar l'homeòstasi del LCR i garantir una nutrició i protecció cerebral 

adequades, se l’ha descrit com un sistema de transport molt complex entre els costats 

apical i basolateral de les cèl·lules epitelials d'aquest (Spector R, 2010; Spector R & 

Johanson CE, 2010). Així doncs, el plexe coroide, controla la quantitat i la composició 

del LCR en secretar molècules en el mateix LCR i excretar-ne d'altres del LCR a la sang 

(Orešković D et al., 2017). Val la pena esmentar dues característiques addicionals: (1) el 

plexe coroide està enriquit en mitocondris perquè els sistemes de transport actiu que 

consumeixen ATP són responsables de l’entrada de folat en el LCR i la sortida de 

monoamines del LCR a la sang (Alebouyeh M et al., 2003; Mori S et al., 2003), i (2) s’ha 

suggerit que l’acumulació de mitocondris mutats en el plexe coroide de pacients amb 

KSS condueix a problemes d’absorció i transport, i/o secreció de proteïnes, folat i 

monoamines (Tanji K et al., 2000). Així, la manca d’ATP causada pels mitocondris 

mutats no pot proporcionar l’energia necessària per transportar molècules contra 

gradient al LCR. Tot i això, aquesta manca d’energia no explica completament la 

deficiència de folat cerebral que hi ha en els pacients amb KSS ni tampoc en altres 

malalties mitocondrials (Garcia-Cazorla A et al., 2008a, b). D’altra banda, l’acumulació 

d’aquests mitocondris mutats al plexe coroide probablement contribueix a una 

destrucció anatòmica que impedeix el correcte transport de molècules a través del 

plexe coroide. S'ha descrit que en pacients amb KSS, hi ha una correlació entre les 

concentracions de 5MTHF i els nivells d'expressió de FRα (Grapp M et al., 2013). Altres 

mecanismes com l’augment de la generació d’espècies reactives d’oxigen i/o la pèrdua 

d’antioxidants en el LCR poden ser factors addicionals a considerar pel que fa al 

desenvolupament d’una deficiència central de 5MTHF en trastorns mitocondrials 

(Aylett SB et al., 2013). 

Les concentracions elevades d’HVA es podrien explicar per una deficiència de l’activitat 

d’OT3 en el plexe coroide (Spector R, 2010). Per altra banda, el 5MTHF proporciona el 

grup metil (com a SAM) per a la COMT, necessària pel catabolisme de la dopamina a 

HVA. Quan hi ha dèficit de folat, l'activitat de COMT és susceptible de veure’s 

compromesa i, per tant, de disminuir la concentració d’HVA al LCR. Per tant, en la KSS, 

l’augment d’HVA apunta a un mecanisme que implica l’atrapament i l’acumulació 
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d’HVA al LCR, fins i tot en presència de disminució de la producció per falta d’activitat 

de COMT. 

Els elevats valors d’HVA en LCR també poden reflectir un estat dopaminèrgic 

deteriorat, com passa en la deficiència genètica de DAT1 (Kurian MA et al., 2011). La 

pèrdua de la funció del transportador DAT1 en les sinapsis conduiria a una degradació 

massiva de dopamina en HVA al voltant de l’espai sinàptic, fet que augmentaria la 

concentració del metabòlit i provocaria un estat deficient de dopamina amb greus 

conseqüències clíniques. La neurotransmissió dopaminèrgica depèn en gran manera 

de l'energia i, per tant, es podria veure afectada en els trastorns mitocondrials. 

Per tant, una formació excessiva d'HVA, a través de MAO i COMT, podria donar com a 

resultat un consum excessiu del pool de folat a través de SAM i causar una disfunció en 

la càrrega de dopamina a les seves vesícules en estats de deficiència energètica. Moy 

LY et al., (2007) van proporcionar evidència directa que el deteriorament mitocondrial i 

l'estrès metabòlic poden provocar un flux de sortida de dopamina a nivell estriatal a 

través del DAT i van suggerir que les interrupcions en l’homeòstasi de dopamina com a 

resultat del dèficit energètic poden contribuir a la patogènesi de les malalties 

neurodegeneratives. No obstant això, la manca d'un fenotip dopaminèrgic específic en 

pacients amb KSS descartaria parcialment aquestes hipòtesis. Encara que és un 

biomarcador inespecífic, els valors de lactat en LCR no es van associar amb les 

alteracions clíniques, radiològiques o bioquímiques en aquest estudi. 
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1. L’anàlisi metabolòmica dirigida del LCR és factible fins i tot quan es produeix 

una notable contaminació hemàtica, ja que la centrifugació del LCR per eliminar 

els eritròcits abans de la congelació impedeix la majoria dels biaixos observats.  

2. Tanmateix, les dades s’han d’interpretar amb precaució, especialment per a 

alguns metabòlits. L’albúmina en LCR, l’hemoglobina i la TDP es poden utilitzar 

com a biomarcadors secundaris per avaluar el possible efecte de confusió que 

la contaminació del LCR amb plasma/eritròcits pot provocar a l'hora 

d'interpretar els resultats.  

3. Els procediments descrits en aquest protocol proporcionen mètodes robusts 

per determinar la concentració de monoamines i els seus cofactors (les pterines 

i el PLP) en mostres de LCR. No obstant això, es requereix un alt grau 

d’experiència per interpretar els cromatogrames i identificar les condicions 

genètiques esmentades en aquesta tesi i els nombrosos trastorns secundaris de 

la neurotransmissió, de les pterines i del PLP.  

4. Es van estudiar 28 pacients amb diferents defectes genètics del metabolisme de 

la serotonina i es va comprovar que els pacients amb trastorns més greus 

presentaven una disminució de l’excreció de sulfatoximelatonina. No es van 

trobar alteracions concluents en els pacients amb dèficit de adGTPCH, que és la 

malaltia més lleu estudiada aquí.  

5. La sulfatoximelatonina en orina pot ser un bon biomarcador no invasiu per 

estimar l'estat de la serotonina cerebral i poder monitoritzar el tractament. 

6. Es van observar valors alts d’HVA en LCR, juntament amb una deficiència 

cerebral severa de folat, en pacients amb KSS i en altres síndromes amb 

mutacions en l'ADN mitocondrial, fet que constitueix un perfil molt específic 

d’aquests trastorns. No hi va haver signes clínics de deficiència dopaminèrgica 

en pacients amb KSS ni en la majoria dels pacients amb malalties mitocondrials.  
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