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INTRODUCCION



La acidemia propiénica (AP; OMIM #606054) es un error innato del metabolismo
intermediario de los aminoacidos de herencia autosdmica recesiva secundario a la deficiencia de
la propionil CoA carboxilasa (PCC, E.C. 6.4.1.3), enzima mitocondrial que cataliza la
transformacién de propionil CoA en metilmalonil CoA con la ayuda del cofactor biotina. La
incidencia global de la AP se estima en 1:50.000 recién nacidos vivos. Sin embargo, hay grandes

variaciones en distintas poblaciones, desde 1:17.400 en Japdn a 1:250.000 en Alemania?.

Los pacientes con AP suelen debutar a los pocos dias o semanas después del nacimiento
con un episodio de acidosis metabdlica grave junto con hiperamoniemia, cetosis,
hiperlactacidemia, hipo/hiperglucemia y afectacion multiorganica. El debut fuera del periodo
neonatal es menos frecuente e incluye un variado conjunto de sintomas mayoritamiamente
gastrointestinales o neuroldgicos?. La implantacién de la deteccidon de esta enfermedad en los
paneles de cribado permite diagnosticar a los pacientes cuando todavia estan paucisintomaticos,
pero esta determinacidn no es universal por lo que muchos pacientes a dia de hoy se siguen
diagnosticando tras una primera descompensacion metabdlica. Esta descompensacion se suele
atribuir al efecto tdxico producido por la acumulacién de una serie de metabolitos, tiene una alta

morbimortalidad y suele dejar secuelas neuroldgicas irreversibles.

El diagndstico precoz y tratamiento han aumentado la esperanza de vida de los pacientes
con AP. Sin embargo, quedan muchos aspectos que mejorar. Por un lado, los tratamientos
habituales no consiguen evitar completamente nuevas descompensaciones metabdlicas, que se
producen en el contexto de infecciones intercurrentes y ayunos prolongados, pero también a

veces sin un desencadenante claro. Ademas, la mayor esperanza de vida ha permitido observar



la aparicion de las complicaciones a largo plazo, incluso en sujetos con buen control metabdlico3.
Las complicaciones a largo plazo pueden afectar a cualquier érgano o sistema (gastrointestinales,
neuroldgicas, cardiacas, hepaticas etc). La aparicion de las complicaciones crénicas incluso en los
pacientes con aceptable control metabdlico hace sospechar la implicacién de otros mecanismos

de patogenicidad diferentes a la teoria clasica del acimulo de metabolitos tdxicos.

Por lo tanto, para conseguir mejorar el tratamiento y la evolucidn de los pacientes es

preciso entender la fisiopatologia de la enfermedad.



1. Estructura proteica y genética de la propionil CoA carboxilasa

La PCC es un heterododecamero de 750 kDa que consiste en 6 subunidades alfa (PCCA,
MIM 232000) y 6 subunidades beta (PCCB, MIM 232050)*>%, ver Figura 1. La PCC es parte de un
grupo de carboxilasas, como la 3 metil crotonil carboxilasa, acetil CoA carboxilasa, piruvato
carboxilasa o urea carboxilasa, que requieren biotina activada como cofactor obligatorio. Las
carboxilasas biotin dependientes tienen una estructura comun consistente en un dominio biotin
carboxilasa (BC), dominio de la proteina transportadora de biotin-carboxil (biotin-carboxyl carrier
protein BCCP) y el dominio carboxitransferasa (CT)’. Sin embargo, la estructura de la PCC es
distinta de las demas enzimas de su grupo al tener un dominio de transferencia de biotina (BT)
localizado en la subunidad alfa y que es imprescindible para su activacion e interaccién con la
subunidad beta®. El precursor de la subunidad PCCA no contiene biotina hasta entrar en la
mitocondria. La subunidad PCCB requiere de la subunidad PCCA para su estabilidad molecular y

estd ausente en individuos con deficiencias en la subunidad PCCA>.

Figura 1. a y b: Estructura cristalina de la PCC (Ruegeria pomeroyi PCCA y Roseobacter

denitrificans PCCB). c y d: reconstruccion de la PCC humana. (Huang, et al., 2010).



La deficiencia enzimatica de la PCC puede ser el resultado de mutaciones en los genes
codificantes de la subunidad alfa o beta, ver Figura 2. El gen PCCA estd localizado en el
cromosoma 13932 y codifica un polipéptido de 703 aminodcidos, mientras que el gen PCCB se
localiza en el cromosoma 3g13.3-g22 y codifica un polipéptido de 539 aminoacidos®°. Se han
identificado 44 variantes alélicas en el gen PCCA y 55 en el gen PCCB. En ambos genes, las
mutaciones missense son los mas frecuentes, seguidas de pequefias inserciones o deleciones y

mutaciones splicing®.
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Figura 2. Localizacion de las mutaciones missense de la PCC representadas con esferas; con las
estrellas se identifican los sitios activos de la proteina (Huang, et al., 2010).

Las mutaciones se concentran en el exdon 13 para el gen PCCAy en los exones 12 y 15 en
el gen PCCB, lo que sugiere que estas zonas pueden ser puntos importantes para los dominios
funcionales. No hay una clara relacidn genotipo-fenotipo, aunque, como es de esperar, las

mutaciones que resultan en alelos nulos se asocian a un fenotipo mas grave®.



2. Sustratos de la propionil CoA carboxilasa y sus funciones bioldgicas

El metabolismo de los aminoacidos propiogénicos (valina, isoleucina, metionina vy
treonina) se considera la fuente principal de propionil CoA en el organismo, con una contribucion
media de 50% del pool de propionato!?. Por otro lado, el metabolismo de las bacterias
intestinales (fermentacién de las bacterias anaerobias) y la B-oxidacion de los acidos grasos de
cadena impar (odd-numbered long chain fatty acids; OLCFAs) contribuyen con el resto de

50%2>1112 ver Figura 3.
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Figura 3: Sustratos de la propionil CoA carboxilasa. Val: valina, lle: isoleucina, Met: metionina,
Tre: treonina, OLCFAs: odd-numbered long-chain fatty acids, aKMV: acido o ceto-metil valérico,

oKIV: acido o ceto-isovalérico



1.1. Aminoacidos ramificados propiogénicos: particularidades de su metabolismo

Metabolismo y regulacidén enzimatica de los aminodacidos ramificadosLos aminoacidos
ramificados (AARR), valina (Val), isoleucina (lle) y leucina (Leu) son aminodcidos esenciales,
aportados exclusivamente por la dieta, ver Figura 4. De los tres, solamente la Val y la lle son
sustratos para la propionil CoA carboxilasa. En el siguiente apartado se detallan las
particularidades del metabolismo de los AARR presentados en su conjunto, que
consideramos imprescindible para entender la fisiopatologia de la AP.

El metabolismo de los aminodcidos ramificados tiene varias peculiaridades:

e El catabolismo u oxidacién de los AARR se realiza principalmente en el musculo
esquelético.

e Los niveles plasmaticos de los AARR, sobre todo los de la leucina, pueden influir en los
niveles plasmaticos y en la circulacion a través de la barrera hemato-encefalica de otros
aminoacidos.

e Los AARR pueden regular la sintesis de proteinas en varios tejidos.

L-Leucina L-Isoleucina L-Valina

Figura 4. Estructura quimica de los aminoacidos ramificados



Los AARR (Leu, Val e lle) son aminodcidos que contienen grupos R no polares
o hidrofébicos; de hecho, son de los aminodcidos mas hidrofébicos®®. Esta caracteristica es
determinante por su papel en las estructuras proteicas globulares, puesto que el nucleo de estas
proteinas esta constituido de aminodacidos hidrofébicos principalmente Leu, lle, Val, fenilalanina
(Phe) y metionina (Met). El ndcleo proteico hidrofébico no solamente es importante para la
estabilidad de las proteinas!4, sino también para sus funciones; por ejemplo, los residuos
hidrofébicos participan en la unién enzima-sustrato y apoyan la unién del oxigeno con mioglobina
o hemoglobina, entre otros®. Por eso, el porcentaje de AARR es relativamente alto en muchas

estructuras proteicas, hasta un 20-25%°.

El catabolismo de los AARR se realiza principalmente en el misculo esquelético y no en el
higado como ocurre en la mayoria de los aminodcidos de la dieta; también un componente
significativo de su oxidacion tiene lugar en el tejido adiposo!®!’, ver Figura 5. La Leu es
cetogénica, la Val es gluconeogénica, mientras que la lle es cetogénica y gluconeogénica a la
vez'®. Sin embargo, el musculo no es un tejido gluconeogénico. Por lo tanto, varios trabajos han
concluido que los productos finales del catabolismo muscular de los AARR son la glutamina (GIn)

y alanina (Ala), siendo Val e lle los principales donantes de atomos de carbono?®1°:20.21,
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Figura 5.: distribucion tisular de las enzimas claves en el metabolismo de los AARR (Brosnan &
Brosnan, 2006). BCAT: transaminasa de los AARR, BCKD: deshidrogenasa de los keto-acidos de

cadena ramificada

éPor qué el catabolismo de los AARR se realiza en tejidos extrahepaticos, mientras que
los demds aminoacidos de la dieta se metabolizan en el higado? Durante el ejercicio fisico el
musculo aumenta el consumo energético y promueve la oxidacién de los AARR??, ver Figura 6. Se
ha propuesto, por lo tanto, que los AARR contribuyen al metabolismo energético como
precursores de moléculas anaplerdticas y de sintesis de alanina para utilizarla en la
gluconeogénesis'®. Por estos motivos el “cocktail” de AARR resulta interesante y se utiliza en la

nutricion de los deportistas profesionales.
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Figura 6.: Metabolismo muscular de los AARR. AARR: aminoacidos ramificados, lle: isoleucina,
Leu: Leucina, Val: valina, Ala: alanina, GIn: Glutamina, Glu: glutamato, BCAT; : transaminasa de
los aminoacidos ramificados 1, BCKD: deshidrogenasa de los cetodcidos, AST: aspartato
aminotransferasa, ALT: alanin aminotransferasa, GS: glutamina sintetasa, o-KA: a-cetoacidos,
KIV: ceto-isovalérico, KMV: ceto-metilvalérico, KIC: ceto-isocaproico, a-KG: a-cetoglutarato, IB-

CoA: isobutiril CoA, MB-CoA: metilbutiril CoA, IV-CoA: isovaleril CoA.

Estudios recientes han demostrado el importante efecto anabolizante de la Leu. La
ingesta de Leu estimula la sintesis y liberacion de insulina, actuando directamente en las células
B pancredticas. Se ha descrito el efecto de la SIRT4, una lisina-deacilasa que controla la secrecién
de insulina y el catabolismo de la Leu, aportando nuevos datos sobre la conexién entre el

metabolismo de los AARR y glucosa?®. Ademads, se ha visto que la Leu activa directamente el



receptor m-TORC1 de los ribosomas, aumentando asi la sintesis proteica?®. Ademds, se ha
demostrado que en el musculo algunos de los metabolitos de los AARR, especialmente los a ceto-
acidos y el B-hidroxi-B-metil butirato, inhiben la protedlisis, aumentando asi la masa

muscular?>26,

1.2. Metionina y su papel en la defensa antioxidante

En los ultimos afnos varios autores han demostrado el papel de los aminoacidos sulfurados
metionina (Met) y cisteina (Cys) en distintas funciones celulares, entre ellas la defensa
antioxidante. La Met es uno de los aminoacidos esenciales, imprescindible para la sintesis de
proteinas, tanto por su incorporacién en estructuras celulares, como a través de la regulacién
translacional del ARN?’. En aves, la Met es el aminodcido limitante para el crecimiento, como se
ha demostrado en pollos con dieta exenta de Met?®29,

La Met, como precursor de la Cys, interviene directamente en la sintesis de glutation
(GSH), ver Figura 7. GSH es un tripéptido (L-glutamil-L-cisteinil-glicina) y representa el
antioxidante intracelular mas potente. La GSH peroxidasa cataliza la oxidacion del GSH a su
dimero en presencia de H,0,°. Mas adelante, el dimero del GSH (GSSG) es reducido de nuevo a
GSH a través de la GSSD reductasa o se elimina de la célula. La ratio celular de la forma oxidada
(GSSG) y reducida GSH/GSSG se utiliza para valorar el estado del estrés oxidativo celular y tiene
un papel fundamental en la regulacion de varios procesos metabdlicos, como la transcripcidn

genética.



H,0; + 2GSH------> GSSG + 2 H,0

Varios estudios en modelos animales han demostrado el papel de la Met en la sintesis de
GSH vy la repercusién sobre la capacidad antioxidante en las dietas restringidas en aminodacidos
sulfurados:

e En cerdos alimentados con proteinas de soja versus caseina se ha demostrado una
disminucion de los niveles hepaticos de GSH en la rama de soja. Este efecto se ha
explicado por el contenido disminuido en los aminoacidos sulfurados en el caso de las
proteinas de soja’’.

e En ratones con dieta limitada en metionina y colina se ha demostrado un aumento
significativo de los lipidos peroxidados en higado a través de la activacidn del citocromo
P450 E1, efecto similar al observado en la esteatosis hepatica3?33,

e En ratones suplementados con Met se ha observado aumento de niveles de varias
enzimas implicadas en la defensa antioxidante en el musculo cardiaco: glutation
peroxidasa (GSHP), superoxid dismutasa (SOD) y catalasa*.

Ademas de su papel como precursor de la sintesis de GSH, se ha demostrado que los
residuos de Met dentro de las proteinas pueden tener una funcién antioxidante a través del
sistema metionina-sulfoxido reductasa. Los residuos proteicos de Met son susceptibles a la
oxidacion por las especies reactivas de oxigeno (ERO) convirtiéndose en metionina sulféxido
(MetO), que tiene dos esteroisomeros MetO-S y MetO-R. Las formas S y R se reducen de nuevo
a Met a través de la metionin sulfoxido reductasa Ay B (Msr-A y Msr-B). Cada ciclo de oxidacién-

reduccion de los residuos de Met neutralizan un equivalente de ERO, lo que podria representar



uno de los principales mecanismos antioxidantes proteicos3>. Muchas proteinas utilizan los
residuos de Met como “guardianes” antioxidantes, pero las mas estudiadas han sido la a2
macroglobulina y la glutamina sintetasa. En estos casos se ha demostrado que la oxidacion de los
residuos de Met protege el nucleo activo proteico y la capacidad catalitica. En el caso de la
glutamina sintetasa (GS), se ha demostrado en cepas de E. coli que incluso después de la
oxidacién de los 16 residuos de Met la enzima mantiene su capacidad catalitica3®. Recordamos
que la disfuncién/inhibicion de la GS en los pacientes con AP se ha propuesto como mecanismo

para justificar los niveles disminuidos de GIn durante los episodios de hiperamoniemia®’.

Oxidacidn: Proteina,, .+ H202 ---=> Proteinay,,s,*+ H,0

Reduccion: Proteinawetso + NAD(P)H + H* = Proteina, ., + NAD(P)" +H,0

Segun el modelo anterior, se describen cémo el ciclo de oxidacién/reduccién de los
residuos proteicos de Met eliminan H,03 con oxidacion secundaria de una molécula de NAD(P)H.
Se propone un modelo de proteccion de las proteinas, en las que los residuos de Met mas
expuestas estructuralmente neutralizan los radicales libres, protegiendo de esta manera la

actividad catalitica enzimatica3s.

Muy escasos estudios han investigado el estado del glutation en los pacientes con errores
innatos de metabolismo y menos todavia en acidemias organicas. Salmi et al han determinado
los niveles de GSH y el estado del tiol redox en fibroblatos de pacientes con acidemias organicas
(AP, acidemia metilmaldnica y acidemia isovalérica) comparando con controles®. Los autores

demuestran una disminucién de los niveles de GSH en los pacientes con acidemias organicas, y



lo atribuyen al aumento de su consumo. A pesar de tener unos resultados interesantes, el estudio
tiene varias limitaciones, siendo las mas relevantes el escaso numero de pacientes y su
heterogeneidad, al incluir pacientes con distintas acidemias organicas. Es posible que la
reduccion en las concentraciones de GSH en AP puedan deberse no sélo a su consumo sino
también a la deficiencia de Met secundaria a su restriccidon dietética y que esta medida tenga
implicaciones en la sintesis de GSH (ver Figura 7). Esta hipdtesis mereceria futuros estudios, por

las posibles consecuencias que las restricciones dietéticas podrian tener en los pacientes con AP.

Metionina ——— > Cistationina —— > C(isteina — Taurina

N

Glutation

Sistema Metionina
sulfoxido-reductasa

Estrés

Recuperacién de la Oxidacidn
oxidativo

funcion proteica proteica

Figura 7: Papel de la metionina en los mecanismos antioxidantes. ERO: especies reactivas de

oxigeno.



1.3. Treonina y sus funciones bioldgicas

La treonina (Tre) es el aminodcido propiogénico cuyo papel es menos conocido. A pesar
de ser uno de los aminodcidos esenciales, una proporcion importante (hasta 60%) de lo que se
ingiere no se absorbe, sino que se queda a nivel intestinal*®*!, Se sabe que participa en la sintesis
de mucina y por tanto interviene en la integridad de la barrera mucosa intestinal*’.. Aunque no
estd demostrado, alteraciones en la permeabilidad intestinal secundaria a una dieta restringida

en Tre podrian tener relevancia en los pacientes con AP.

1.4. Acidos grasos de cadena larga impar (odd-numbered long-chain fatty acids,

OLCFAs)

La utilizacidn del propionil CoA en lugar del acetil CoA en la sintesis de los acidos grasos
conlleva al acumulo de OLCFAs, tales como los C15 o C17 (Wendel, Baumgartner, van der Meer,
& Spaapen, 1991). Se ha estudiado la utilidad de la determinacién del contenido de OLCFAs en
distintos tejidos como marcador para la monitorizacion de los pacientes con AP, siendo un dato
indirecto del pool de propionil CoA intracelular*®#4, La suma de los OLCFAs (C15:0, C17:0, C17:1)
se expresa como porcentaje del total de los acidos grasos C14-C22. La técnica se describié por
primera vez en eritrocitos, pero se puede realizar la determinacién también en plasma. Ademas,
sabemos que la produccidon de OLCFAs se activa desde el periodo prenatal y se han detectado
cantidades significativas en fetos con trastornos del metabolismo del propionato, aunque no

parece tener repercusion en el embarazo o el momento del parto. En el periodo postnatal



inmediato, se produce catabolismo proteico, pero también un aumento de la lipdlisis que puede
ser una fuente significativa de propionil CoA y puede favorecer la descompensacion metabdlica
que se produce tipicamente a esta edad®. Varios estudios han demostrado la utilidad de la
determinacién de la heptanoil carnitina (C17) junto con la C3 en el cribado neonatal como

marcador de trastornos de metabolismo del propionato*®.

1.5. Microbiota

La flora intestinal juega un papel activo en la fisiopatologia de la AP por la sintesis de acido
propidnico por parte sobre todo de las bacterias anaerobias. Se estima que hasta un 25% del pool
del acido propidnico del organismo proviene de los procesos de fermentacidn intestinal®’.
Ademas, aparte de la produccién de acido propidnico, la microbiota produce también amonio,
gue entrard en la circulacidn portal para ser detoxificado en el higado, contribuyendo también al
pool de amonio en el organismo y favoreciendo la aparicién de hiperamoniemia. Por esta razén
y a pesar de tener una evidencia cientifica baja, las guias recomiendan el tratamiento con
metronidazol para la detoxificacion intestinal y un tratamiento agresivo del estrefiimiento?. Es
curioso que, a pesar de tener un papel tan importante en la fisiopatologia de la AP, la microbiota
es un tema insuficientemente investigado. Se desconoce la composicion real de la misma en estos
pacientes, si repercute en su inmunidad o si el uso de probiéticos pudiera tener algin beneficio

frente al tratamiento cronico con el metronidazol.



2. Vias metabdlicas alteradas en la deficiencia de propionil CoA carboxilasa

2.1. Ruta metabdlica en acidemia propidnica

La disfuncién de la propionil CoA carboxilasa conlleva el aumento de varios metabolitos
debidos al acumulo de propionil CoA (ver Figura 8): propionil carnitina (C3, por su unién a
carnitina), metilcitrato (resultado de la combinacidn con oxaloacetato) y acido 3 hidroxi
propidnico. También se observan aumento de los metabolitos precursores o sus derivados
(OLCFAs, aminoacidos, tiglil glicina o acido 2 metil 3 hidroxi butirico). La apariciéon de estos
metabolitos permite el diagndstico de la enfermedad y/o su deteccidn precoz mediante el

cribado neonatal.

El acimulo de la propionil CoA y de otros metabolitos téxicos como el metilcitrato
interfiere en una serie de mecanismos y sistemas celulares como el ciclo de la urea, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) y la cadena respiratoria mitocondrial, entre otros. Por lo
tanto, el déficit enzimatico en AP afecta de forma secundaria a multiples rutas metabdlicas, que
finalmente derivan en graves trastornos bioquimicos y metabdlicos tal y como demuestran la

presencia de hiperamoniemia, cetoacidosis, lactacidosis e hiperglicinemia.
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Figura 8: rutas metabdlicas implicadas en la fisiopatologia de la acidemia propidnica. lle:

isoleucina, Val: valina, Met: metionina, Tre: treonina, aKIV: o ceto-isovalérico, acKMV: a ceto-

metilvalérico, OLCFAs: odd-numbered long-chain fatty acids, OAA: oxaloacetato.

La hiperglicinemia es un marcador bioquimico tipico de la AP, que llegd a conocerse como

hiperglicinemia cetdsica. Aunque algunos autores lo proponen como marcador de seguimiento

al asociarse las formas mas graves con niveles mas altos*®49, su papel no esté del todo aclarado.

La presencia de la hiperglicinemia se debe a la inhibiciéon por el propionil CoA del sistema de

segmentacion de la glicina a nivel hepatico™°.

Ademads de su importante papel en la patologia aguda, se ha propuesto el mecanismo de

la toxicidad directa de varios productos metabdlicos, como el metil citrato o el dcido 3 hidroxi



propidnico, en la aparicion de algunas complicaciones crénicas como las neuroldgicas,
hematoldgicas o las gastrointestinales®. Tanto el propionato, como el metilcitrato han sido
propuestos y estudiados como téxicos cerebrales importantes. El propionato se ha relacionado
con la presencia de autismo en varios modelos animales®? e inhibe la GABA-transaminasa con
aumento secundario de los niveles de GABA cerebrales, induciendo letargia y coma®3. El

metilcitrato también se ha estudiado por su toxicidad neuronal®.



2.2. Disfuncion del ciclo de la urea
Una de las caracteristicas fundamentales de las crisis metabdlicas agudas es Ia
hiperamoniemia, que posteriormente marcara el prondstico del paciente por su alto indice de
toxicidad neuroldgica. La hiperamoniemia grave en AP es secundaria a la inhibicién del ciclo de

la urea en distintos puntos, como comentaremos seguidamente.

A. Fisiologia de la produccion y detoxificacién del amonio

El amonio (NH4) es el producto final del catabolismo proteico. Las principales fuentes de NH4
son el intestino, durante el proceso de digestidon y absorcién proteica, y el midsculo esquelético
en periodos de ayuno o estrés metabdlico (cirugias, infecciones, etc). La eliminacion de NHa se
produce en dos etapas. El primer paso tiene lugar en el musculo con la sintesis de glutamina (GIn),
un aminoacido neutro no toxico que transporta la molécula de NH4 al intestino y de alli al higado
por la circulacién portal. La secunda etapa, consiste en la trasformacién final del NHs en urea, un
compuesto no toxico que puede ser eliminado por orina. La sintesis de urea se produce

exclusivamente en el higado en una cadena de reacciones que forman el ciclo de la urea.

Produccion de NHa.

e El musculo. Durante los estados catabdlicos (ejercicio fisico, ayuno etc) aumenta la
protedlisis muscular, con la formacion de aminoacidos (AA) y NHa4. Los aminodcidos
participan en las reacciones de transaminacion, utilizando el a-cetoglutarato como

aceptor de nitrogeno y produciendo glutamato (Glu) y a-ketodcidos. Posteriormente el



glutamato se une con el NH4 produciendo la glutamina (GIn) por la accién de la glutamina

sintetasa.

AA + a-cetoglutarato ---—=> a-cetodcido + Glu

Glu + NH4 + ATP -—-=> GIn + ADP + Pi

e Elintestino. El intestino tiene tres fuentes de amonio: la digestién de las proteinas de la
dieta, la glutamina (GIn) plasmatica y la urea. La GIn plasmatica entra masivamente en el

enterocito en donde ejerce varios efectos metabdlicos, entre ellos la sintesis de Glu y de

Ornitina (Orn)/Prolina (Pro) porlaviadela Al—pirolin—carboxilato sintetasa (P5CS). La urea
es otra fuente importante de amonio intestinal. Se estima que aproximadamente un 20%
de la cantidad total de urea se recicla en el intestino a través de la microbiota; las bacterias
urealiticas rompen la urea con la produccién de NHa + CO;. Hasta un 75% de la produccion
intestinal de NHs vuelve al higado mediante la circulacidn portal para una nueva

produccion de urea®>.

Detoxificacion del NH4

e Sintesis muscular de glutamina (GIn).

e Ciclo de la urea (ver Figura 9). Las vias metabdlicas del ciclo de la urea se localizan
exclusivamente en los hepatocitos periportales que tienen una alta afinidad para la Gin,
que constituye la fuente principal de amonio para el ciclo de la urea®. La sintesis de urea,

el producto final no téxico del metabolismo proteico supone un ciclo de 6 reacciones



enzimaticas, con alto consumo energético teniendo en cuento que por cada mol de urea

se necesitan 4 moléculas de ATP.

Regulacién del ciclo de la urea

El ciclo de la urea esta regulado en dos puntos clave: el primero es el N-acetil glutamato (NAG)
gue controla y activa alostericamente la actividad de la enzima carbamoil-fostato sintetasa 1

(CPS1); el segundo es la biodisponibilidad de la ornitina®®.

e El NAG se produce por la acetilacién del Glu con el acetil CoA (ver Figura 9), reaccién
catalizada por la N-acetil glutamato sintetasa (NAGS). La NAGS es una enzima activada
por la arginina (Arg) y que se inhibe, por inhibicidn competitiva con el acetil CoA sustrato
natural de la NAGS, por los ésteres de acetil CoA de cadena corta, como el propionil CoA
o el valproil CoA. La inhibicién de la NAGS, como veremos mas adelante, se propone como
principal mecanismo para la hiperamoniemia en las acidemias organicas y en Ia
intoxicacion con acido valproico®. Las dos fuentes principales del acetil CoA para la
sintesis de NAG son la glucolisis postingesta o la 3-oxidacion de los acidos grasos durante
el ayuno.

e Elsegundo punto de laregulacién del ciclo de la urea es la disponibilidad de ornitina (Orn).
La Orn es sustrato para la ornitin transacarbamilasa (OTC), enzima considerada el punto
de partida del ciclo de la urea®®. Después de la ingesta, la Orn se sintetiza a partir de la
Arg procedente de las proteinas alimentarias en el higado (a través de la arginasa I) o en
el enterocito (a través de la arginasa Il). Durante el ayuno, al no haber Arg disponible, la

sintesis de Orn se realiza en el enterocito a partir de GIn procedente del musculo, reaccién



catalizada por la Al-pirolin-carboxilato sintetasa (P5CS). La deficiencia de la PSCS descrita

hace relativamente poco tiempo, se caracteriza por hiperamoniemia paraddjica

preprandial, con niveles plasméticos disminuidos de Orn, Cit, Arg y Pro°®.
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Figura 9. Ciclo de la urea. NAGS: N-acetil glutamato sintetasa, CPS1: carbamoil-fosfato sintetasa



B. Disfuncion del ciclo de la urea en Acidemia propionica

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar apariciéon de episodios de
hiperamoniemia en los pacientes con AP y que exhiben varias caracteristicas distintas a los

observados en pacientes con defectos enzimaticos primarios en el ciclo de la urea (ver Figura 10).
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Figura 10: mecanismos propuestos para la disfuncion del ciclo de la urea en AP. NAGS: N-acetil

glutamato sintetasa, CPS1: carbamoil-fosfato sintetasa



¢ Inhibicidn de la N-acetil glutamato sintetasa (NAGS)

Los ésteres de CoA de cadena corta que se acumulan en las principales acidemias
organicas (propionilCoA, metilmalonilCoA e isovalerilCoA) inhiben, compitiendo con el acetil CoA
la NAGS®>. La NAGS cataliza la formacién del fa N-acetil glutamato (NAG) necesario para activar
la carbamoil-fosfato sintetasa 1 (CPS1), enzima mitocondrial clave que pone en marcha el ciclo
de la urea. Cabe destacar que, en la AP, la NAGS se inhibe también por falta de sustrato por

deplecién de Glu/GIn y del }a acetilCoA.

o
H C H, O HzerHl,~ O
3 YN *, 0 N
o) 0
0~ "OH O OH
N-Acetilglutamato N-carbamilglutamato

Figura 11. Estructura quimica del N-carbamilglutamato (NCG o acido carglumico)

El dcido carglimico es un andlogo estructural sintético del NAG (ver Figura 11) que acelera
la detoxificacidon del amonio simulando el efecto del NAG sobre la CPS1 (ver Figura 12). Supone
una intervencién especifica para el tratamiento de la hiperamoniemia en acidemias orgdnicas y
su eficacia corrobora la sospecha de una inhibicion de la NAGS como uno de los factores
principales en la etiopatogenia de la hiperamoniemia en AP. Varios estudios avalan el perfil de

seguridad vy la eficacia el acido carglimico en los episodios de hiperamoniemia aguda en AP>7-°8,



La dosis recomendada en la fase aguda varia entre 100-250 mg/kg/dia. Actualmente hay varios

ensayos en marcha para establecer la eficacia del tratamiento a largo plazo con acido carglumico

en las acidemias orgdnicas.
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Figura 12: Mecanismo de accién del acido cargliumico. NAGS: N-acetil glutamato sintetasa, CPS1:

carbamoil-fosfato sintetasa, NAG: N-acetil glutamato, CU: ciclo de la urea. Adaptado de

Valayannopoulos et al, 2016.



e Otros mecanismos de disfuncion del ciclo de la urea en acidemia propidnica

Entre las causas de disfuncion del ciclo de la urea en AP, se ha propuesto el nivel
disminuido de los aminodcidos sustrato arginina (Arg), ornitina (Orn) y citrulina (Cit)37->%60,
Aunque hay pocos estudios y tienen una escasa muestra de pacientes, se han descrito niveles
disminuidos de Arg, con niveles normales de Cit y Orn®°. Filipowicz et al han encontrado en una
muestra de 3 pacientes que los niveles de GIn/Glu durante los episodios de hiperamoniemia se
relacionan con los niveles de Arg y Orn, sin correlacién con la Cit?’. La causa de estos hallazgos

no queda clara.



2.3. Anaplerosis deficiente del ciclo de Krebs

La oxidacion de los grupos acetilo en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT), también
conocido como ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs, implica ocho reacciones que convierten los
dos atomos del acetil CoA a CO; y regeneran los receptores de los grupos acetilo, como el
oxaloacetato. El NADH y el FADH; generados por el ciclo son a su vez utilizados por la via de la
fosforilacién oxidativa para sintetizar trifosfato de adenosina (ATP). A pesar de que el CAT
regenera los sustratos, hay una pérdida fisioldgica de los intermediarios denominada cataplerosis

Ill

gue se tiene que mantener en equilibrio con el “relleno” de los metabolitos, la anaplerosis. Por
lo tanto, el mantenimiento del pool adecuado de los intermediarios del CAT es una condicién

fundamental para la homeostasis celular y el metabolismo energético.

Los sustratos anaplerdticos mas importantes son (ver Figura 13): el piruvato, la GIn/Glu y el
propionilCoA y sus precursores. En este apartado presentaremos las vias metabdlicas de cada
uno de los sustratos anapleroticos y los posibles mecanismos propuestos que demuestran la
profunda repercusién que la deficiencia de la propionil CoA carboxilasa tiene sobre el

funcionamiento del CAT.



—f e Fum

Piruvato val/lle/T i
al/lle/Tre ora
/Met OLCFAs intestinal

'y Propionil-CoA

Propionil-CoA carboxilasa

Metilmalonil-
CoA

SUCC-CoA

Glu

Figura 13. Sustratos anaplerdticos (adaptado de Brunengraber, 2006). MAL: malato, FUM:
fumarato, SUCC: succinato, SUCC-CoA: succinil CoA, aKG: a-cetoglutarato, ICIT: isocitrato, CIT:
citrato, OAA: oxaloacetato, Val: valina, lle: isoleucina, Tre: treonina, Met: metionina, OLCFAs:
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Piruvato

El piruvato es anaplerdtico por dos vias metabdlicas: o bien a través de la piruvato
carboxilasa (PC) o por las enzimas malicas®y®? (ver Figura 14). Las enzimas madlicas utilizan la
alanina (Ala) como sustrato para la formacién de piruvato. Tanto la piruvato deshidrogenasa

(PDH), como la piruvato carboxilasa pueden estar inhibidas en AP 3.
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Figura 14. Anaplerosis a través de alanina y piruvato. AARR: aminoacidos ramificados,
BCAT1: transaminasa de los AARR, BCAADH: deshidrogenasa de los AARR, AST: aspartato
aminotransferasa, ALT: alanina aminotransferasa, OAA: oxaloacetato, MDH: malato
deshidrogenasa, PDH: piruvato deshidrogenasa, PC: piruvato carboxilasa, ME: enzima
malica, Glu: glutamato, GIn: glutamina, CAT: ciclo de los acidos tricarboxilicos. (Adaptado

de Roe CR, 2006)

Glutamina/Glutamato

La glutamina sintetasa (GS) cataliza la formacion de Gln a partir del Glu. La GS se expresa
principalmente en tres tejidos: musculo esquelético, higado y cerebro. La sintesis de GIn depende
por lo tanto de la disponibilidad de Glu, que a su vez depende del pool de a-cetoglutarato a través
de la glutamato deshidrogenasa (GDH) (ver Figura 15). Se han demostrado alteraciones de la
anaplerosis a partir del sustrato GIn/Glu en otros errores innatos de metabolismo. Por ejemplo,

en pacientes con deficiencia de piruvato carboxilasa hay una disminucidn significativa de los



niveles de GIn en plasma y liquido cefaloraquideo (LCR) y el funcionamiento del CAT esta alterado
por déficit de oxaloacetato, a su vez fuente de a-cetoglutarato; con el tratamiento anaplerético,
los niveles de GIn tienden a normalizarse en estos pacientes®®. Por otro lado, los niveles
plasmaticos de lisina (Lys) estdan aumentados en muchos pacientes con episodios de
hiperamoniemia (trastornos del ciclo de la urea, deficiencia de la piruvato carboxilasa, AP y
acidemia metilmaldnica). Este ultimo hallazgo sugiere una deficiencia en la via de sintesis de

sacaropinas por falta del sustrato a- ketoglutarato®”*°.
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Figura 15. Glu/GIn como sustratos anapleréticos (adaptado de Haberle, 2015). Glu: glutamato,
GIn: Glutamina, GS: glutamina sintetasa, GDH: glutamato deshidrogenasa, sacaropina DH:

sacaropina deshidrogenasa, Lis: lisina, BCAT: transaminasas de los aminodcidos ramificados.



En la AP, la disminucién del pool de a-cetoglutarato podria ser uno de los mecanismos
principales de anaplerosis deficiente®. Las causas de la disminucidn del o-cetoglutarato no estan

todavia aclaradas, proponiéndose las siguientes hipotesis:

e Baja disponibilidad de los aminodcidos ramificados en el musculo esquelético, con
disminucion de las reacciones de transaminacion.

e Disminucion de los niveles de succinil CoA secundarios a la deficiencia de la propionilCoA.

e Deficiencia de oxaloacetato por su unidon con el acido propidnico para formar el

metilcitrato.

Propionil CoA

El propionil CoA sintetizado a través de los aminoacidos propiogénicos (Val, lle, Met, Tre)
es anaplerdtica por la formacidn de succinil CoA a través del metilmalonil CoA y tiene una especial

importancia sobre todo para el muisculo cardiaco®.

En los pacientes con AP varias vias metabdlicas convergen para explicar la anaplerosis

deficiente (ver Figura 16):

e Elexceso de propionil CoA secundario a la deficiencia de propionilCoA carboxilasa
se une con el oxaloacetato para formar metilcitrato, uno de los metabolitos mas
toxicos.

e Deficiencia directa de succinil CoA por falta de metilmalonilCoA

e Deplecion de oxaloacetato por la deficiencia de succinil CoA y por su unién con el

propionil CoA para formar metil citrato.



e Deplecion de a-cetoglutarato por los mecanismos descritos anteriormente y por
la probable deficiencia de aminodcidos ramificados, sus “compafieros” en las

reacciones de transaminacion.
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Figura 16. Anaplerosis a través del metabolismo del propionil-CoA (adaptado de Brunengraber,
2006). Las estrellas sefialan los puntos en los que se altera la anaplerosis en la AP. MAL: malato,
FUM: fumarato, SUCC: succinato, SUCC-CoA: succinil CoA, aKG: a-cetoglutarato, ICIT: isocitrato,
CIT: citrato, OAA: oxaloacetato, Val: valina, lle: isoleucina, Tre: treonina, Met: metionina, OLCFAs:

odd-numbered long chain fatt acids, Glu: glutamato, aKA: a-cetoacidos



Hemos demostrado la profunda disfuncién de anaplerosis en los pacientes con AP a todos
los niveles. EI mal funcionamiento del CAT puede provocar una disfuncién mitocondrial
secundaria por falta de sintesis de los compuestos NADH y FADH,. Estos hallazgos pueden estar
implicados en la fisiopatologia de las complicaciones a largo plazo en los pacientes con AP. Sin
embargo, es muy dificil demostrar la disfuncién de la anaplerosis in vivo, puesto que los
compuestos pueden tener concentraciones intracelulares muy distintas de las que podemos
objetivar en los liquidos que nos son accesibles para su estudio (plasma, orina o liquido
cefalorraquideo). A pesar de que, en este momento, la terapia con sustratos anapleréticos no ha
demostrado un claro beneficio®, es importante entender la fisiopatologia de la deficiencia de

propionil CoA carboxilasa para poder ofrecer a los pacientes nuevas opciones terapéuticas®?.



2.4. Disfuncién mitocondrial en acidemia propidnica

La mayoria de los pacientes con AP debutan en el periodo neonatal y presentan
descompensaciones metabdlicas agudas desencadenadas principalmente por situaciones clinicas
de aumento del catabolismo (infecciones, ayuno prolongado etc). Las descompensaciones
agudas se deben a un cuadro tipo “intoxicacién’” y se caracterizan por hipoglucemia, cetosis,
hiperlactacidemia, hiperamoniemia y fallo multiorgdnico® que pueden explicarse por los
mecanismos fisiopatoldgicos descritos anteriormente pero que también sugieren un posible
mecanismo de fallo mitocondrial®®.

Ademas de las descompensaciones agudas, los pacientes con AP presentan una serie de
complicaciones cronicas, que no siempre se pueden atribuir a secuelas de las descompensaciones
y que pueden aparecer incluso en los sujetos con buen control metabdlico. La patogenia de estas
complicaciones crénicas no estd completamente elucidada, pero se propone la disfuncién
mitocondrial secundaria como posible mecanismo3. Las complicaciones crénicas afectan
distintos drganos con alta demanda energética: sistema nervioso central (encefalopatia,
movimientos andmalos, epilepsia, retraso psico-motor, ataxia, afectacidon de ganglios basales
similar al sindrome de Leigh, atrofia del nervio éptico), corazén (cardiomiopatia dilatada,
arritmias), musculo esquelético (miopatia), medula dsea (aplasia medular, citopenias), tracto
gastro-intestinal (pancreatitis, hepatitis) etc?. Gracias a las mejoras en el manejo de las
descompensaciones, a dia de hoy las complicaciones a largo plazo son las que marcan el

prondstico del paciente, aumentando la morbi-mortalidad. La aparicion de estas complicaciones



cronicas en los pacientes con buen control metabdlico apoya una hipoétesis alternativa a la teoria
clasica de la “intoxicacién”.

Una de las hipotesis que mas relevancia ha cobrado ultimamente en la fisiopatologia de
la AP se refiere al fallo energético celular por disfuncién mitocondrial secundaria. Los pacientes
con AP comparten rasgos clinico-metabdlicos con las enfermedades mitocondriales®. Las
alteraciones neurolégicas incluyen afectacidén de los ganglios basales, y pueden tener picos de
lactato objetivados mediante espectroscopia similar a los observados en los pacientes con
sindrome de Leigh®’. La cardiomiopatia, otra complicacién muy frecuente en AP, esta presente
en casi todos los defectos de la cadena respiratoria mitocondrial®®. La atrofia dptica de los
pacientes con AP comparte rasgos clinicos y patoldgicos con la neuropatia hereditaria dptica de
Leber®7°,

Dado el escaso numero de pacientes y las enormes dificultades técnicas y éticas para
conseguir muestras de tejidos (musculo, higado, etc) para valorar la funcién mitocondrial hay
pocos estudios de estas caracteristicas en los pacientes con AP. La disfuncidon mitocondrial en AP
se ha estudiado con mas frecuencia como alteracion de la fosforilacién oxidativa (OXPHQOS). Las

publicaciones hasta la fecha incluyen las siguientes:

e De Keyzer et al describen una importante deficiencia de las enzimas OXPHOS en musculo
esquelético, corazén e higado de los pacientes con AP’!. Los autores objetivaron
deficiencias de los complejos Il y IV de la cadena respiratoria mitocondrial en muestras
de higado, musculo esquelético y cardiaco, sin alteraciones en fibroblastos o células

sanguineas mononucleares; este estudio no objetivé disminucién de las enzimas del CAT.



Ademads, en uno de los pacientes encontraron una disminucion del 50% del ADN
mitocondrial (mtDNA).

Schwab et al demuestra la inhibicidon no competitiva in vivo de la PDH por el propionil CoA
en un purificado porcino, con un efecto similar al acetil CoA, su sustrato natural’?.
Demuestran ademas una disminucién de la actividad de los complejos |-V de la cadena
respiratoria mitocondrial en muestras de musculo esquelético de dos pacientes con PA.
Adicionalmente, el analisis histopatoldgico del musculo objetiva multiples alteraciones
morfoldgicas mitocondriales (inclusiones lipidicas y cristalinas, aumento de volumen
mitocondrial), junto con una disminucién importante del 50% en el mtDNA. También
objetivan una inhibicién de la a-cetoglutarato deshidrogenasa, enzima limitante del ciclo
de Krebs.

Gallego-Villar et al presentan alteraciones del metabolismo energético y redox in vivo en
distintos tejidos de ratones con AP’3. Se objetiva disminucidn de la actividad del complejo
[l en musculo y cerebro de los ratones (decilubiquinol-citocrom C oxidoreductase) y del
complejo | (NADH-decilubiquinone oxidoreductase) en el musculo cardiaco. La deplecién
del mtDNA se objetiva en todos los tejidos menos el higado.

La disfuncién mitocondrial en AP se ha puesta de manifiesto también en varios estudios
en pacientes con cardiomiopatia, complicacidn crénica que aparece en hasta un 23% en
algunas series’*. A pesar de que en la inmensa mayoria de los casos se trata de
cardiomiopatia dilatada, se describen también pacientes con cardiomiopatia hipertrofica.
Mardach et al presenta el caso de una nifa con AP y buen control metabdlico que

presenta una forma rapidamente fatal de cardiomiopatia hipertréfica’. En la autopsia,



objetivan una disminucidn de los niveles cardiacos y musculares de carnitina, ademas de
una ausencia de actividad de la NADH citocrom C oxidasa (complejo | + lll de la cadena
respiratoria mitocondrial). En otro articulo, Fragaki et la describen el caso de un paciente
AP con una cardiomiopatia dilatada rapidamente progresiva y desenlace fatal en el que
estudian muestras de higado y musculo esquelético; objetivan una disminucidon marcada
de los complejos I, lll y V en musculo y de los complejos I, I+l1l y [I+1ll en el higado. La
actividad de los complejos I+l se restablecid a niveles éptimos al afadir ubiquinona
exdgena, lo que sugiere una deficiencia de CoQ10’®. Los autores no describen sin embargo
alteraciones del mtDNA y tampoco cuantifican los niveles de CoQ10 en los tejidos dada la
escasa muestra de que disponen. La deficiencia de los complejos I+l y I+l es altamente
sugestiva de deficiencia de CoQ10, lo que se confirma por la normalizacion de la actividad
de estos complejos al afiadir ubiquinona exdgena”’.

Baruteau et al presentan en un trabajo reciente dos hermanos con PA que desarrollan
cardiomiopatia dilatada y en los que encuentran evidencias de niveles disminuidos de
CoQ10 en el musculo cardiaco tras biopsia y en células periféricas mononucleares’®. En
ambos casos el cuadro fue reversible con dosis altas de CoQ10 (hasta 25 mg/kg/dia). En
uno de ellos describen importantes alteraciones mitocondriales estructurales en la
biopsia miocardica como aumento de tamafo o inclusiones de cristales atipicos junto con
niveles muy disminuidos de CoQ10 y disminucidon de complejo IV de la cadena respiratoria

mitocondrial.



Los mecanismos propuestos para explicar la probable la disfuncion mitocondrial

secundaria en AP pueden resumirse en los siguientes puntos (ver Figura 17):

TOXICIDAD DIRECTA DE LOS ACIDOS DISMINUCION DE LA CAPACIDAD
ORGANICOS ANTIOXIDANTE
* Inhibicién de la PDH * Deficiencia de la CoQ10
¢ Inhibicién de las enzimas del Ciclo de ¢ Disminucién de los niveles de
Krebs Glutation
ANAPLEROSIS AUMENTO DEL ESTRES
DEFICIENTE OXIDATIVO

! !

DISFUNCION MITOCONDRIAL ’

Deplecion del mtDNA ’ ‘ Deficiencia OXPHOS

Figura 17. Propuesta de mecanismos para la disfuncién mitocondrial secundaria en Acidemia

propidnica

a) Toxicidad directa de algunos metabolitos especificos, como el propionil CoA, 3 hidroxi

propionico o el metilcitrato sobre las enzimas del aparato energético celular.



b) Anaplerosis deficiente. EI CAT es proveedor de NADH y FADH; para la fosforilacién
oxidativa y la formacion de ATP. La anaplerosis deficiente provoca una disfuncién del CAT
que influye directamente en la produccion de ATP mitocondrial.

c) Aumento de las especies reactivas de oxigeno y disminucién de la capacidad antioxidativa.

d) Deficiencia de antioxidantes:

o Déficit de CoQ10

o Déficit de glutation secundario a dieta restringida en metionina

A) Toxicidad directa sobre el aparato energético celular

Varios estudios han demostrado la inhibicion directa de la piruvato deshidrogenasa (PDH)
por el propionil CoA. En hongos y bacterias se ha objetivado la toxicidad del propionato sobre el
crecimiento celular, con multiples utilidades en la industria alimentaria. En Aspergillus nidulans,
Brock y Buckel demuestran que el mecanismo antifungico del propionato se debe a una
importante inhibicién de la PDH por el propionil CoA®3; el propionil CoA inhibe también de
manera secundaria otras enzimas CoA dependientes como la succinil CoA sintetasa y la ATP
citrato liasa. El A. nidulans dispone, a diferencia de las células humanas, de un aparato enzimatico
especial (ciclo del acido metilcitrico) que transforma el propionato en succinato y piruvato via
metilcitrato (que se forma por la condensacién de propionil CoA con oxaloacetato); las cepas de
A. nidulans con alteraciones en el ciclo del metilcitrato (deficiencia en metilcitrato sintetasa) son
mas sensibles a la accidn toxica del propionato®. A pesar de las diferencias en las vias metabdlicas

del propionato (metabolismo via metilmaldnico en células humanas versus ciclo del metilcitrato



en los hongos), la fuerte inhibicion de la PDH demostrada por los autores puede cobrar una
relevancia especial en la fisiopatologia de la disfuncién mitocondrial en pacientes con AP. La PDH
es una enzima crucial en el metabolismo energético que conecta la glicolisis con el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y la OXPHOS. No es sorprendente, por lo tanto, que la deficiencia primaria
de la PDH resulta en un cuadro clinico que cursa con un severo fallo energético y desenlace fatal.
De manera similar, podemos deducir que la inhibicion secundaria de la PDH por el propionil CoA

produce alteraciones en la sintesis de ATP celular’?.

Otros estudios que apoyan estos hallazgos se han desarrollado en bacterias como
Rodopseudomonas sphaeroides; el mecanismo que se propone es la inhibicion competitiva con
la CoASH de la PDH’®. Igualmente, en estudios mas antiguos realizados en hepatocitos de ratén,
se ha demostrado la inhibicidn de la PDH por el propionil CoA, por el efecto competitivo con el

CoASH?®.

Ademads del acido propidnico, otros autores demuestran la toxidad del metilcitrato. En
cepas de Salmonella entérica expuestas a niveles altos de propionato, Horswill et al identifican el
metilcitrato como el principal inhibidor del crecimiento celular®!. Estudios mas antiguos, también
apuntan en la toxicidad directa del metilcitrato sobre varias enzimas del CAT, como la aconitasa,

citrato sintasa, isocitrato deshidrogenasa, PDH entre otras®?.



B) Anaplerosis deficiente

En el caso de la AP, el grave disfuncionamiento en el CAT, tanto por la anaplerosis
deficiente®, como por inhibicidon directa de las enzimas integrantes?, implica una importante
deficiencia en la homeostasis mitocondrial observada en las muestras de tejidos, como
alteraciones morfoldgicas mitocondriales (aumento de volumen, inclusiones de cristales
andémalos) y disminucion de la actividad de los complejos integrantes de la cadena
respiratoria’>’2,

Varios de estos autores han descrito deplecion de mtDNA en biopsias de musculo o
higado de pacientes con AP’172, cuyo mecanismo no esta completamente aclarado. El sindrome
de deplecidon del ADN mitocondrial es un defecto cuantitativo del mtDNA secundario a la
disfuncidn de los factores nucleares responsables del mantenimiento del pool mitocondrial de
deoxiribonucleosido trifosfato (dNTP) necesario para la replicacién del mtDNA. La disminucién
marcada de la actividad de la succinil CoA sintetasa secundaria a mutaciones en el gen SUCLA2
es responsable de un cuadro clinico grave de encefalomiopatia y deplecion del mtDNA®. En este
trabajo, los autores estudian también la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial y
encuentran disminucion significativa de los complejos | y IV, mientras que la actividad de los
complejos Il y V esta menos afectada; la actividad del complejo Il, el Unico que no depende del
mtDNA estaba dentro de la normalidad. En otro trabajo en hongos, Chen et al demuestran el
papel de la aconitasa, otra enzima del CAT, en la regulacion y mantenimiento del mtDNA34. Tanto
la aconitasa como la succinil CoA sintetasa son enzimas esenciales en el funcionamiento del CAT

e intervienen en el mantenimiento del mtDNA independiente de la actividad catalitica que



ejercen en el ciclo de Krebs, a través de factores reguladores de la homeostasis de los nucledtidos
como la enzima nucleosido difosfato kinasa (NDPK)23. Se demuestra de esta manera otra via en
la que las enzimas del CAT intervienen en la homeostasis mitocondrial, mas alla de la formacidn

de NADH y FADH, como donantes de electrones para la cadena respiratoria mitocondrial.

C) Aumento del estrés oxidativo

Cada vez mas evidencias relacionan la fisiopatologia de los errores innatos de
metabolismo (EIM) con alteraciones del estrés oxidativo, incluyendo las acidemias organicas,
homocistinuria, fenilcetonuria o trastornos de la B-oxidacién mitocondrial®®. Para varios EIM se
han propuesto las alteraciones redox como parte de los mecanismos para explicar la aparicidn
de las complicaciones a largo plazo, que aparecen en érganos con alta demanda energética como
el sistema nervioso central o el musculo cardiaco®. En el caso concreto de la AP, la toxicidad
directa de los acidos organicos productos del metabolismo alterativo del propionato sobre el
aparato energético celular y la anaplerosis deficiente resultaria en una disfuncion mitocondrial
secundaria que provoca el aumento de las especies reactivas de oxigeno, disminucion de Ila
produccién de ATP y de la capacidad antioxidativa, con aumento del estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas u 4&tomos con electrones libres en
sus orbitales, lo que les hace extremadamente reactivas con otras macromoléculas como las
proteinas, los lipidos o el ADN. Los radicales libres se forman en la mitocondria por la fuga de los

electrones de la cadena respiratoria, como el superdxido (O2’) que se convierte en peréxido de



hidrégeno (H,02) mediante la accidn de la enzima superdxido dismutasa (MnSOD). El H,0; en
presencia de metales como el hierro, cobre o manganeso se convierte en el radical hidroxilo (OH"
), uno de los mas potentes ERO in vivo. Otras especies reactivas que se forman de manera
fisiologica en la célula son el éxido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO"). Las ERO o radicales
libres son productos normales de metabolismo y son necesarios en cierta cantidad para
mantener la homeostasis. Sin embargo, cuando se producen en exceso, el estrés oxidativo puede
provocar un dafio irreversible en la estructura y funcionamiento de la célula e induce la apoptosis.

Se han descrito alteraciones redox y disminucién de la capacidad antioxidante en un gran
numero de EIM®; entre ellas, los defectos del metabolismo de la cobalamina, la AP y los defectos
del ciclo de la urea son los trastornos que mas pardmetros de estrés oxidativo expresan en orina,
junto con la disminucién de la capacidad antioxidante®. Los que de forma mds relevante se
centran en AP son:

e Dos publicaciones que analizan el aumento de los marcadores de estrés oxidativo en los
pacientes con EIM, se ha demostrado el aumento en orina de F-2 isoprostano y di-tirosina,
como datos peroxidacién de lipidos y proteinas, respectivamente*>2%, Hay un aumento
de los marcadores de estrés oxidativo y disminucion de la capacidad antioxidante en
pacientes con IEM, sobre todo en trastornos metabdlicos de la cobalamina y acidemia
propidnica. También relacionan el estrés oxidativo con un peor control metabdlico en los
pacientes con AP, valorado por los niveles de glicina >800 uM, con mayores niveles de
isoprostano en orina®.

e Varios trabajos han estudiado los efectos del acido propidnico sobre la produccion de las

ERO. Se ha demostrado que el 4cido propidnico aumenta la produccién de superdxido (O



) en presencia de los activadores de influjo de Ca?* en neutréfilos®’. Inyectado en el ntcleo
estriado de los ratones, el acido propidnico induce convulsiones mediante el receptor
NMDA y aumenta la carbonilacion de las proteinas considerado un marcador de estrés
oxidativo proteico®. Ademds, los acidos propidnico y metilmalénico aumentan la

peroxidacién de los lipidos en el cerebro de los ratones®.

Probablemente las publicaciones mas recientes y especificas con respecto a acidemia

propidnica son las realizadas por el grupo del Centro de Diagndstico de Enfermedades

Moleculares con el que colaboramos:

En un primer trabajo demuestran en una serie de pacientes con AP aumento de los niveles
de ERO (H,0:) en fibroblastos y de la apoptosis celular cuantificada por el porcentaje de
las células anexin-V positivas®®. Los autores analizaron también la actividad de dos
proteinas de la familia MAPK, la p38 y la JNK implicadas en la respuesta celular al estrés a
través de la modulacidn de los factores de transcripcidn; los resultados objetivaron un
aumento importante en la actividad de la p38 y leve-moderado de la JNK, lo que sugiere
la posible implicacion del dafio por estrés oxidativo en la fisiopatologia de la AP.

Los mismos autores demuestran la disminucidn de los niveles de ERO en fibroblastos de
pacientes con AP tratados con varios antioxidantes (Tiron, MitoQ, trolox y resveratrol), lo
que puede tener importantes implicaciones terapéuticas®®.

De nuevo, Gallego-Villar el al presentan los hallazgos sobre el metabolismo energético y
redox en distintos tejidos de ratones con AP’3. Se objetiva disminucién de la actividad del

complejo Il en musculo y cerebro de los ratones (decilubiquinol-citocrom C



oxidoreductase) y del complejo | (NADH-decilubiquinone oxidoreductase) en el musculo
cardiaco. La deplecion del mtDNA se objetiva en todos los tejidos menos el higado. En
relaciéon con el estrés oxidativo in vivo, los autores demuestran un aumento en la
produccién de Oy de la H,0; reflejado en la relacion MitoP/MitoB en el higado de los

ratones con AP.

D) Disminucién de la capacidad antioxidante: papel de la coenzima Q10 (CoQ10)

Se han descrito niveles disminuidos de CoQ10 en plasma o fibroblatos también en otros EIM:

Se ha reportado una disminucion de los niveles plasmaticos de CoQ10 de pacientes con
EIM, especialmente en fenilcetonuria y enfermedades de deposito lisosomal®2. Los
autores resaltan un posible beneficio en prevenir el déficit crénico en pacientes con EIM
y niveles disminuidos de CoQ10 en plasma.

En otro trabajo reciente, Yubero et al analizan los niveles de CoQ10 en fibroblastos y
musculo de pacientes con trastornos OXPHOS y nonOXPHOS (incluyen un grupo
heterogéneo de otras enfermedades metabdlicas como los defectos de la -oxidacion
mitocondrial, enfermedades de deposito lisosomal etc) y encuentran hasta un 50% de
pacientes con niveles disminuidos, sin diferencia estadistica entre los dos grupos®.

Haas et al describen niveles disminuidos de CoQ10 en fibroblastos de pacientes con

acidemia metilmaldnica®, enfermedad muy relacionada en su fisiopatologia con la AP.



En cuanto a los estudios para demostrar una deficiencia de CoQ10 en pacientes con AP y
el posible beneficio de su suplementacidn, son escasos pero relevantes. Varios trabajos en
pacientes con AP y cardiomiopatia han puesto de manifiesto deficiencias de CoQ10 y de los
complejos I+l y lI+Ill de la cadena respiratoria mitocondrial dependientes de ubiquinona en
biopsias musculares, hepaticas o cardiacas; en pacientes AP con formas graves de cardiomiopatia
dilatada, el tratamiento con CoQ10 ha demostrado resultados beneficiosos. Baruteau et al
describen dos pacientes con AP y cardiomiopatia dilatada reversible tras el tratamiento con dosis
altas de CoQ10 hasta 25 mg/kg/dia; anteriormente, con dosis mas bajas de 1,5 mg/kg/dia no se
habia objetivado respuesta’®. Fragaki et al describen en muestras de higado y musculo
esquelético de un paciente con AP y cardiomiopatia dilatada deficiencia multiple de OXPHOS y
CoQ10; los autores objetivan disminucion significativa de la actividad de los complejos [+l y [1+11]
de la cadena respiratoria mitocondrial en musculo e higado, con normalizacién al afiadir
ubiquinona exdgena, lo que sugiere una deficiencia de CoQ107®.

La atrofia dptica es otra de las complicaciones a largo plazo cuyo mecanismo posible es
una disfuncion mitocondrial y disminucion de la capacidad antioxidante, al compartir rasgos
clinicos y patolégicos con la neuropatia hereditaria dptica de Leber®79: pérdida relativamente
simétrica de la agudeza visual, pérdida precoz de la visién del color, defectos visuales
centrocecales, palidez temporal de los discos dpticos y pérdida preferencial de las fibras
papilomaculares de la capa retiniana del nervio 6ptico®. La atrofia dptica se ha descrito tanto en
pacientes con AP, como en casos con acidemia metilmaldonica (AMM). Hay varios trabajos que
describen pacientes con AP o AMM y atrofia de nervio dptico que han recibido tratamiento con

CoQ10, con dosis variables y resultados inconstantes. Pinar-Sueiro el al describen un paciente



con AMM vy atrofia de nervio 6ptico diagnosticado a los 15 afos que recibe tratamiento con

CoQ10 (200mg/dia) y vitamina E (200mg/dia) con buenos resultados®®. Sin embargo, otros

autores reportan ausencia de beneficio en otros dos pacientes con AMM con dosis de CoQ10

entre 60-180 mg/dia 7%,

Biosintesis y funciones fisiologicas de la CoQ10

Desde su descripcién en los ainos '50, se han descrito distintas funciones fisioldgicas de la CoQ10:

Participa en la sintesis de ATP, transportando electrones entre los complejos I-1I-1ll de la
cadena respiratoria mitocondrial.

Es un antioxidante liposoluble altamente eficaz que previene la oxidacion de los lipidos,
proteinas y del ADN. La explicacidon del fuerte y eficaz efecto antioxidante de la CoQ10 se
debe a varios factores. Su localizacidn intramembranaria cobra una especial relevancia,
dado que las especies reactivas de oxigeno generadas en la membrana celular reaccionan
con los lipidos y las proteinas que se encuentran en su composicion. Por eso, a diferencia
de otros antioxidantes, la CoQ10 inhibe tanto el inicio, como la propagacion de la
oxidacién lipo-proteica membranaria®®. Ademas de su efecto directo, se ha demostrado
que el ubiquinol, la forma reducida de CoQ10, participa en el reciclaje de a-tocoferol, la
forma mds activa de vitamina E, potenciando el efecto antioxidante de la misma®®.

La membrana plasmadtica contiene una NADH-oxidasa CoQ10 dependiente que regula la
ratio NAD*/NADH vy los niveles del acido ascdrbico en el citosol, con implicaciones en el

crecimiento y diferenciacion celular®.



e Regula la permeabilidad mitocondrial, contrarrestando eventos implicados en la
apoptosis celular como la deplecién del ATP, activacion de la caspasa-9, liberacion del
citocromo C en el citosol o la fragmentacion del ADN, entre otros®.

e Tiene efectos antiinflamatorios en varios tejidos a través de la regulacién de genes
dependientes de NFkB11%%,

e Tiene un efecto protector cardio-vascular: disminuye el efecto aterosclerético al prevenir
la oxidacién de las particulas LDL?? y regula la disfuncién endotelial a través de la
liberacién de 6xido nitrico!03.

Determinadas condiciones pueden provocar una disminucion de la sintesis de CoQ10, lo
que resulta en disminucidn de los niveles plasmaticos y alteraciones en su funcion®. La sintesis
celular de la CoQ10 se realiza a través de la via del mevalonato. Esta via produce farnesil-PP a
partir del acetil CoA, que mas adelante servira para la sintesis de varios lipidos como el colesterol
o la CoQ10. La enzima HMG CoA reductasa es una enzima regulatoria clave en la via del
mevalonato. Las estatinas, unos de los farmacos mas utilizados actualmente, inhiben la HMG CoA
reductasa y disminuyen asi los niveles plasmaticos del colesterol. La disminucidon de la sintesis de
otros lipidos de la via del mevalonato aparte del colesterol se ha propuesto como principal
hipdtesis para los efectos adversos observados en los pacientes en tratamiento con estatinas. En
concreto, la deficiencia muscular de la CoQ10 podria ser responsable de la miopatia asociada a
las estatinas. Sin embargo, estudios en pacientes no han demostrado una reduccion en los niveles

musculares de CoQ10 durante el tratamiento con estatinas'®*

, aunque podria haber una relacién
dosis-efecto que mereceria ser estudiada en series mds largas'®. Varios estudios recientes si han

objetivado disminucién de los niveles plasmaticos de CoQ10 en pacientes en tratamiento con



inhibidores de HMG CoA reductasa'®®, pero su significacién no esta del todo aclarada y parece
gue no se debe a un problema de sintesis sino a la disminucién de los niveles de LDL, dado que
la CoQ10 es trasportada en plasma en las particulas LDL, HDL o VLDL+IDL%7,

En cuanto al tratamiento, la suplementacién con ubiquinona en pacientes con EIM ha
demostrado un claro beneficio en el caso de las deficiencias primaria de CoQ10 %, En otras
enfermedades mitocondriales distintas a la deficiencia primaria de CoQ10, por ejemplo, no se ha
demostrado ningun beneficio claro con la suplementacién. El musculo cardiaco parece
especialmente sensible los niveles de CoQ10. La CoQ10 en su forma oxidada (ubiquinona) y
reducida (ubiquinol) mejora la funcidn diastdlica en nifios con cardiomiopatia dilatada en un
estudio placebo-control'®°,

En AP y como se ha descrito previamente, algunos trabajos describen un beneficio del

tratamiento en pacientes con cardiopatia o atrofia dptica’l778%,

Efectividad y biodisponibilidad de las distintas formas de presentacion de la CoQ10

Es posible que las diferencias en cuanto a su efectividad se deban a las diferentes formas
de presentacion del CoQ10, lo que implica importantes variaciones en su biodisponibilidad. Un
95% de la CoQ10 plasmatica se encuentra en forma reducida de ubiquinol. El higado libera en la
circulacién CoQ10 que va unida con las particulas lipidicas ofreciendo un efecto antioxidante
circulante, pero este pool no se distribuye a los tejidos; por lo tanto, los niveles plasmaticos de
CoQ10 no son un reflejo de su actividad tisular. El método considerado gold standard para medir
los niveles de CoQ10 y detectar una posible deficiencia es el musculo esquelético, pero la

utilizacion de esta técnica esta muy limitada por ser muy invasiva. También se realizan



determinaciones en fibroblastos y en linfocitos!!?. Sin embargo, estudios en adultos utilizan

determinaciones en plasma para investigar la biodisponibilidad de las distintas formas de

presentacion de la CoQ10.

En cuanto a la efectividad de la suplementacién, hay dudas sobre si las distintas
presentaciones de CoQ10 exdgena tienen la capacidad de incorporarse adecuadamente en los
tejidos y mds especificamente dentro de la mitocondria, que es donde desempena la gran
mayoria de sus efectos conocidos. Por ejemplo, en el caso de las deficiencias primarias de CoQ10
en donde el efecto de la suplementacidén es marcado en términos de la mejoria clinica, la
idebenona, andlogo sintético de la ubiquinona que cruza la barrera hematoencefalica, no ha
demostrado beneficio!'!2, Varios trabajos han objetivado la mejor biodisponibilidad del
ubiquinol sobre otras formas de presentacidon!'34, En relacion con los EIM, se ha resaltado la
superioridad del ubiquinol en varios aspectos:

e En un paciente con deficiencia primaria de CoQ10 secundaria a haploinsuficiencia de
CoQ4 y en el que el tratamiento sustitutivo objetivé una importante mejoria, la dosis de
ubiquinona de 30 mg/kg/dia fue equivalente a 15 mg/kg/dia de ubiquinol en el control de
los sintomast?>.

e Enratones con encefalopatia mitocondrial secundaria a deficiencia primaria de CoQ10, la
suplementacion con la forma reducida de CoQ10 (ubiquinol) fue superior a la ubiquinona
en mejorar las lesiones histopatolégicas y la actividad de los complejos I-1ll de la cadena
respiratoria mitocondrial. Los autores demostraron mejor biodisponibilidad y absorcion
del ubiquinol; el aumento de los niveles tisulares en los ratones tratados con ubiquinol,

se tradujo en elevacion mitocondrial a nivel cerebral. La mejoria de la cadena respiratoria



mitocondrial, a pesar de no ser completa, se objetivd en todos los tejidos incluido el

cerebro y el musculo cardiaco®?®,

Ademads del tipo de presentacién y la dosis utilizada, otro aspecto a tener en cuenta a la
hora de valorar la respuesta a la suplementacién es el momento de iniciar el tratamiento: seria
imprescindible empezar antes de que se produzcan dafos tisulares permanentes. Es probable
que un inicio de la intervencion tardio no obtenga beneficios o sean menos evidentes.

El dafio tisular a largo plazo en AP se deberia al efecto sinérgico del efecto directo de los
metabolitos tdxicos como el propionil CoA o el metilcitrato sobre el aparato energético celulary
el aumento del estrés oxidativo. En este contexto, la deficiencia de la CoQ10 podria empeorar
todavia mas la disfuncién mitocondrial y la produccién de ATP aumentando el estrés oxidativo,
tal y como se ha demostrado en los casos de deficiencia primaria de CoQ10'!’. Hasta la fecha no
hay ningun ensayo clinico sobre la utilidad de la suplementacién con CoQ10 en pacientes con AP,
a pesar de varios trabajos que resaltan su posible beneficio’®. La falta de estudios corresponde a
varias dificultades para el disefio e inclusidn de pacientes. Una de ellas es |la heterogeneidad de
la aparicién de las complicaciones a largo plazo, siendo la afectacién cardiaca (cardiomiopatia,
QT largo) o neuroldgica (epilepsia, trastornos de movimiento, epilepsia) entre las mas
precozmente descritas!!8. Otra dificultad afiadida en interpretar los datos de los pocos pacientes
descritos en la literatura tratados con CoQ10 es la gran variabilidad de las dosis utilizadas. Por
otro lado, la falta de marcadores metabdlicos de facil alcance para el seguimiento de la disfuncion

mitocondrial hace muy dificil establecer los objetivos del tratamiento teniendo en cuenta que las



complicaciones croénicas presentan una importante variable temporal en su aparicion y

desarrollo.



3. Manifestaciones clinicas de la deficiencia de propionil CoA carboxilasa

4.1.- DESCOMPENSACIONES METABOLICAS AGUDAS

Generalmente, los pacientes con AP debutan en el periodo neonatal o a las pocas
semanas de vida tras un embarazo, parto y periodo perinatal inmediato normales. Los episodios
iniciales y posteriormente los que se producen por una descompensacion incluyen acidosis
metabdlica grave junto con hiperamoniemia, cetosis, hiperlactacidemia, hipo/hiperglucemia,

afectacion multiorganica (citolisis hepatica, pancitopenia, rabdomiolisis etc).

El debut fuera del periodo neonatal es menos frecuente. Puede ser un episodio agudo
similar al que se produce en periodo neonatal, pero también puede ser un cuadro mas insidioso
que incluye un variado conjunto de sintomas mayoritamiamente gastrointestinales (fallo de
medro, vomitos recurrentes con cetoacidosis, pancreatitis) o neurolégicos (epilepsia, hipotonia,
retraso psicomotor, trastorno de espectro autista, afectacion de ganglios basales con o sin
trastorno de movimiento (distonias), letargia, coma); a veces se anade la afectacion de otros
érganos (pancitopenia, neutropenia, cardiomiopatia, etc)?. Estas manifestaciones se asemejan
mas a las complicaciones crénicas descritas a continuacidn y es probable que compartan sus

mecanismos fisiopatoldgicos.



4.2.- MANIFESTACIONES CRONICAS

Varios factores, como la deteccidon a través del cribado neonatal, el tratamiento y la
mejoria en el seguimiento, han aumentado la esperanza de vida en los pacientes con AP. Con la
mayor esperanza de vida se observan con mayor frecuencia las complicaciones a largo plazo, que

se recogen en la Tabla 1.

Las complicaciones crénicas pueden afectar a todos los érganos y sistemas. Los pacientes
con AP presentan una gran variabilidad en relacién con la apariciéon y la evoluciéon de las

complicaciones cronicas a lo largo de la vida'*®

. Mientras que durante la infancia predominan los
problemas de tolerancia digestiva y los sintomas neuroldgicos (trastorno de movimiento, retraso
psicomotor, epilepsia...), mas tarde aparecen las alteraciones cardioldgicas (QT prolongado,
cardiomiopatia) o la atrofia del nervio dptico.

Algunos de estos sintomas son facilmente explicables como secuelas de un episodio
agudo, sobre todo las que se acompafian de hiperamoniemia. La acumulacidn de propionato o
metilcitrato créonicos son factores relevantes, pero hay algunas complicaciones que no se pueden
atribuir a este factor y que aparecen incluso en los pacientes con buen control metabdlico, lo que

ha llevado a la busqueda de explicaciones alteranativas a la teoria clasica del acimulo de

productos toxicos?.



Complicaciones gastrointestinales Pancreatitis aguda/ crénica/ recurrente
Vémitos, anorexia
Alteraciones de motilidad intestinal: ileus,
episodios de pseudoobstruccién intestinal,

estrefimiento

Alteraciones hepaticas (aumento de las
transaminasas, hepatomegalia)

Complicaciones neuroldgicas Retraso psicomotor
Epilepsia
Trastorno de espectro autista
Ictus metabdlico

Alteracidn de los ganglios basales. Trastornos
de movimiento (coreoatetosis, distonias)

Leucodistrofia; alteracion en la sustancia
blanca

Hipotonia muscular
Atrofia dptica

Sordera neurosensorial

Complicaciones cardioldégicas Cardiomiopatia dilatada o hipertréfica

Aumento del QT, etrasistolia

Complicaciones hematoldgicas e Anemia, neutropenia, plaquetopenia
inmunolodgicas
Inmunodeficiencias

Complicaciones endocrinoldgicas Talla baja; déficit de GH

Tabla 1. Complicaciones crdnicas en pacientes con AP.



Dado que muchas complicaciones se producen en tejidos con alta demanda energética,
una de las hipotesis mas atractivas se refiere al fallo energético celular por disfuncién
mitocondrial secundaria. Los pacientes con AP comparten muchos rasgos clinico-metabdlicos con
las enfermedades mitocondriales. Las alteraciones neurolégicas incluyen afectacion de los
ganglios basales, con pico de lactato objetivado mediante espectroscopia similar a niveles
observados en los pacientes con sindrome de Leigh®’. La cardiomiopatia, otra complicacion muy
frecuente en AP, esta presente en casi todos los defectos de la cadena respiratoria
mitocondrial®®. La atrofia dptica de los pacientes con AP comparte rasgos clinicos y patoldgicos
con la neuropatia hereditaria dptica de Leber®®7°, La anaplerosis deficiente puede contribuir a la
disfuncién mitocondrial secundaria. El propionil CoA es una molécula anaplerdtica especialmente
importante a nivel cardiaco® y, dados los mdltiples papeles del Glu a nivel neuroglial, varios
autores han propuesto alteraciones en el metabolismo del ciclo Glu/GIn como parte de
explicacion para las complicaciones neurolégicas a largo plazo en AP3'19, Estas teorias se han
detallado en los apartados anteriores y se resumen en la Figura 18. Su veracidad y el peso de

cada una de ellas en la evolucidn de los pacientes estan todavia por dilucidar completamente.



~

/-La restriccion de PNAVB puede
provocar talla baja (Molema, 2019).
*El disbalance de los AARR y los niveles
disminuidos de Val se relacionan con

talla baja (Manoli, 2016)

¢ Los niveles disminuidos de lle provocan
acrodermatitis enteropatica-like
(Bodemer, 1994)

e Las alteraciones del metabolism Glu/GIn
pueden estar implicadas en la toxicidad
neuroglial (Kélker, 2008; Haijes, 2019).

ANAPLEROSIS J
DIETA DEFICIENTE
TOXICIDAD DISFUNCION

~ DIRECTA MITOCONDRIAL ~

El 4cido propionico y el metilcitrato
pueden tener efectos toxicos directos a
nivel cerebral (MacFabe, 2007; Jafari,
2013)

*El aumento del estrés oxidative y la
disminucién de la capacidad antioidante
provocan alteraciones de la cadena
respiratoria mitocondrial (Gallego-Villar,
2012)

(S /)

Figura 18. Causas propuestas para la aparicién de las complicaciones a largo plazo en pacientes

con AP.

Ademads de causas intrinsecas al desequilibrio metabdlico que produce la enfermedad, el
gue las complicaciones crénicas aparezcan incluso en los pacientes con buena adherencia y
considerados con adecuado control metabdlico, pone en duda la eficacia del tratamiento
propuesto hasta la fecha. Por un lado, dieta se ha asociado con varios trastornos inducidos por

la restriccidn en proteinas naturales de alto valor biolégico y el disbalance entre los aminoacidos



ramificados. Los niveles plasmaticos disminuidos de Val e lle se han asociado con talla baja y la
aparicién de lesiones cutaneas similares a la acrodermatitis enteropatica respectivamente!?9121,
El alto contenido en leucina de las mezclas especiales exentas de los aminoacidos propiogénicos
se sabe que pueden influir en mecanismos de regulacidn de los niveles plasmaticos de Val, lle u
otros aminodacidos, con efectos potencialmente perjudiciales para varias rutas metabolicas
122,123,124 A |os efectos provocados por la dieta habria que sumar los posibles efectos secundarios
de las distintas medicaciones utilizadas en estos pacientes y que se describen posteriormente.
En definitiva, la aparicién de complicaciones aumenta la morbimortalidad de los pacientes
y la complejidad en su seguimiento clinico y tratamiento. La falta de biomarcadores que sirvan

para determinar la calidad del tratamiento y permitan predecir o detectar precozmente la

aparicion de estos trastornos dificulta el seguimiento a largo plazo de los pacientes con AP.



4. Tratamiento de los pacientes con acidemia propidnica

El tratamiento de los pacientes con AP, que deriva de la teoria clasica del dafio por

toxicidad, consiste en:

e Restriccién de las proteinas naturales de alto valor bioldgico (PNAVB) para disminuir el
aporte de los aminoacidos propiogénicos (Val, lle, Tre, Met).

e Suplementos con productos especiales de aminoacidos exentos de Val/lle/Met/Tre
cuando la tolerancia proteica no alcanza las recomendaciones de la Organizacién Mundial
para la Salud (OMS 2007) para una nutricién y crecimiento adecuado.

e Adecuado aporte caldrico para evitar el catabolismo que puede favorecer la liberacién de
precursores propiogénicos.

e Aporte de carnitina para favorecer la eliminacion del propidnico y sus derivados en forma
de acilcarnitinas.

e Reduccion de la produccidon de propidnico por las bacterias intestinales, evitando el

estrefiimiento y eliminando las mismas mediante tratamientos antibiéticos.

Estas medidas, que se han demostrado eficaces en reducir los episodios de
descompensacion y mejorar la supervivencia de los pacientes con AP, no dejan de tener
consecuencias que pueden ser negativas y que es posible se relacionen con algunos de los

sintomas que se observan a largo plazo en estos pacientes.



5.1.- TRATAMIENTO DIETETICO

El tratamiento de la AP se basa en reducir el sustrato y disminuir la acumulacion de
propionil CoA y los productos de metabolismo alternativo. Como se ha comentado previamente,
los aminoacidos propiogénicos contribuyen con una media de 50% al pool de propionato??, por
lo que uno de los pilares fundamentales es el tratamiento dietético. Se realiza una dieta
restringida en proteinas, a la que es preciso afiadir en la mayoria de los casos una mezcla especial
de aminoacidos exentos de Val/lle/Met/Tre para cumplir las recomendaciones de aporte
proteico diario?. La practica clinica es bastante heterogénea en funcion de la tolerancia proteica
y la necesidad de afiadir los productos especialest?>. Durante los episodios de descompensacion
o en los que existe un riesgo de la misma, es necesario recurrir a un régimen de emergencia, con

restriccion mas estricta de la ingesta de proteinas naturales?.

Otra intervencion dietética de maxima importancia son las recomendaciones de evitar el
ayuno y hacer un aporte caldrico suficiente para evitar el catabolismo proteico y la produccion
de los OLCFAs a través de la B-oxidacién?. Estudios antiguos han demostrado que, en paciente
con el mismo aporte proteico, un adecuado aporte caldrico disminuye la produccién de
propionato hasta un 41%, probablemente a expensas de evitar la B-oxidacién y la produccidn de
OLCFAs!!. Durante los procesos de descompensacion y mayor restriccion proteica, el aumento

del aporte caldrico es indispensable?.

Los pacientes con AP pueden tener problemas de tolerancia digestiva, con vomitos

frecuentes y anorexia, a lo que se aflade la afectacidn neuroldgica severa, por lo que en muchos



casos es preciso utilizar sondas nasogastricas o una gastrostomia para alcanzar una correcta

nutricion.

Las intervenciones dietéticas son muy utiles en prevenir los episodios agudos de
descompensacién metabdlica. Sin embargo, en los ultimos afos, varios autores han sefialado
posibles efectos adversos secundarios al disbalance entre los aminodcidos ramificados en la
dieta, teniendo en cuenta la restriccion en Val e lle, con un aporte normal/alto de Leu'?*, Se ha
observado que los pacientes con mas ingesta de suplemento de aminodacidos y menos aporte de
proteinas naturales, presentan niveles mas disminuidos de Val e lle y peor crecimiento?%123, Los
autores concluyen en la necesidad de ajustar la ratio entre los tres aminoacidos ramificados,

aumentando el aporte de proteinas naturales.

El déficit grave de lle puede provocar un cuadro de acrodermatitis enteropatica-like
similar con el observado en pacientes con Enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce
(MSUD), que consiste en hiperemia localizada (sobre todo en pliegues) o generalizada y que
puede dar lugar a infecciones graves de origen cutdaneo!?®'?’. Aunque menos frecuente, la
deficiencia de la Val también ha sido descrita como causa de acrodermatitis'?®. Se propone la
suplementacién “paraddjica” con lle y/o Val, igual que los pacientes con MSUD, para evitar la

aparicion de las complicaciones de mucosas®1%°.



5.2.- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

El tratamiento de los pacientes con AP incluye también la administracion de cofactores,
como la carnitina, que se une al propionilCoA y se detecta en plasma en forma de
propionilcarnitina (C3). La biotina, a pesar de ser cofactor para la propionil CoA carboxilasa, no

ha demostrado beneficio en el tratamiento de la AP2.

Por otro lado, se intenta disminuir el acido propidnico producido por la flora intestinal,
principalmente durante los procesos de fermentacion de bacterias anaerobias, con la
administracion de antibiodticos. La pauta principal sigue siendo el metronidazol en administracion
intermitente. Sin embargo, el uso de este antibidtico de forma crdnica se ha asociado a efectos
secundarios importantes como neuropatia periférica en tratamientos prolongados,
leucopenia/neutropenia o trastornos gastrointestinales (diarrea, pancreatitis, vémitos)'3°. El
tratamiento agresivo del estrefiimiento para evitar la acumulacion de bacterias intestinales

también se ha puesto de manifiesto en los Gltimos afios?.

A estas medicaciones que se utilizan en el tratamiento a largo plazo, hay que afadir
aquellas que se utilizan de forma puntual durante los episodios de descompensacion y que
pueden tener beneficios, pero también efectos secundarios. En los ultimos afios ha tomado
especial relevancia el uso de analogos del acido cargliumico para activar el ciclo de la urea y
reducir la hiperamoniemia. Varios estudios avalan el perfil de seguridad y la eficacia el acido
carglimico en los episodios de hiperamoniemia aguda en AP>">8, Actualmente hay varios ensayos
en marcha para establecer la eficacia de este tratamiento a largo plazo en las acidemias

organicas.



La presente Tesis Doctoral se ha disefiado para ahondar en el entendimiento de la
fisiopatologia de la acidemia propidnica e investigar nuevas posibilidades que nos permitan
ofrecer a los pacientes mejoras en su seguimiento y tratamiento, con el fin de aumentar su

esperanza y calidad de vida.






OBJETIVOS



El objetivo principal de este trabajo ha sido realizar una adecuada caracterizacién de los
pacientes con AP de la Unidad de Enfermedades Metabdlicas del Hospital Ramdn y Cajal con el
proposito de ahondar en la fisiopatologia de la enfermedad, aplicar nuevas estrategias de
seguimiento, tratamiento y deteccidn precoz de las descompensaciones, con el fin de mejorar su

prondstico y calidad de vida a largo plazo.

Con este fin se han propuesto los siguientes objetivos concretos:

1) Caracterizacion del perfil metabdlico de los pacientes durante un episodio de
descompensacion aguda.

2) Caracterizacion del perfil clinico, bioquimico y metabdlico de sus complicaciones crénicas.

3) Determinar la validez de las muestras en papel de filtro de sangre y orina respecto a las
muestras liquidas habituales tanto en periodos de estabilidad como de descompensacion.

4) Deteccién del estado plasmatico de CoQ10 y el posible beneficio del tratamiento con

ubiquinol en los pacientes con AP.






PACIENTES, MATERIALY

METODOS



Para alcanzar los objetivos de esta Tesis Doctoral se conto con los siguientes medios:

1.Pacientes

Se han incluido todos los pacientes diagnosticados de AP en seguimiento en la Unidad de
Enfermedades Metabdlicas del Hospital Ramdn y Cajal. Se trata de un centro de referencia para
el seguimiento de pacientes detectados mediante cribado neonatal en la Comunidad de Madrid,
y también es centro nacional de referencia (C.S.U.R.) para enfermedades metabdlicas. Por este

motivo los pacientes incluidos provenian de varias regiones de la geografia espafiola.

2.Métodos bioquimicos

La determinacion de los distintos parametros bioquimicos se llevé a cabo en el Centro de
Diagnéstico de Enfermedades Moleculares (CEDEM) de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Autonoma de Madrid. Dicho centro estd avalado por la ERDIM (Control de calidad europeo para

diagndstico de errores innatos del metabolismo). La metodologia utilizada fue la siguiente:

e Aminodcidos en plasma. Los aminoacidos en las muestras de plasma o suero se analizaron
por cromatografia de intercambio idnico con ninhidrina.

e Acilcarnitinas en plasma. Las acilcarnitinas en plasma se determinaron por
espectrometria de masas en tanden (MS/MS).

e Aminodcidos y acilcarnitinas en sangre papel. Las acilcarnitinas y los amindcidos en sangre
en papel se determinaron como sus ésteres de butilo por espectrometria de masas en
tanden (MS/MS) con sonda de inyeccion directa en flujo y dilucién de is6tops estables

(FIA/MS/MS)131132 De modo simultdneo, las acilcarnitinas se adquirieron por el modo lon



Precursor de m/z 85 y los aminoacidos por el modo de Pérdida Neutra de 102 uma,
excepto los aminoacidos basicos, glicina, leucina e isoleucina, que se adquirieron por

MRM (monitorizacion de multiples reacciones).

e Acidos orgdnicos en orina liquida. Los acidos organicos en las muestras de orina liquida se
analizaron como sus trimetilsilil derivados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) tras un tratamiento con ureasa y extraccion liquido-
liqguido con acetate de etilo sin oximacion.

e Acidos orgdnicos y acilglicinas en orina en orina papel. Los &cidos organicos y las
acilglicinas en las muestras de orina en papel se analizaron por HPLC/MS/MS
(cromatrografia de liquidos de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas en
tandem) y MRM. Fue necesario el uso de una columna ACE C18 de HPLC para realizer la

separacion cromatografica de aquellos compuestos con mismo MRM?*33,

e OLCFAs. Los OLCFAs en plasma se analizaron por cromatografia de gases.

e Niveles plasmdticos de coenzima Q10. Los niveles de CoQ10 se han determinado en
plasma mediante HPLC/MS/MS; se consideraron niveles normales entre 0,91+0,35

umol/L, segun los valores de referencia.

El resto de las determinaciones bioquimicas (glucemia, perfil hepdtico, amonio,
gasometrias, etc) se llevaron a cabo en el laboratorio de bioquimica del Hospital Ramdn y Cajal

siguiendo los estdndares habituales. Este laboratorio cuenta con la acreditacion 1ISO 9001:2015.



3.Estudios estadisticos
El analisis estadistico se realizd con la ayuda de la Unidad de Bioestadistica Clinica del
Instituto Ramodn y Cajal de Investigacidn Sanitaria (IRYCIS). La metodologia de cada estudio se

detalla a continuacion.

4.Consideraciones éticas
Cada uno de los estudios realizados contd con la aprobacion del Comité de Etica del
Hospital Ramén y Cajal y todos los pacientes o sus representantes legales firmaron los

consentimientos informados necesarios para ser incluidos en los distintos estudios propuestos.

5.Financiacion.

El estudio para determinar la validez de las muestras en papel de filtro de sangre y orina
respecto a las muestras liquidas habituales tanto en periodos de estabilidad como de
descompensacion fue financiado por la Fundacién Ramén Areces (CIVP17A2827).

El estudio para deteccidén del estado plasmatico de CoQ10 y el posible beneficio del
tratamiento con ubiquinol en los pacientes con AP contd con la financiacion de la Fundacidn

SEUR.



Para alcanzar los objetivos concretos propuestos se llevaron a cabo cuatro estudios cuya

metodologia se describe detalladamente a continuacién:

l. Caracterizacion del perfil metabdlico de los pacientes durante un episodio de

descompensacion aguda. Perfil de aminoacidos plasmaticos

Metodologia. Estudio prospectivo observacional en el que se han analizado los
aminogramas, comparando los datos obtenidos durante la estabilidad metabdlica con los
episodios de descompensacion con cetosis y/o hiperamononiemia. Las muestras de plasma en la
situacion de estabilidad metabdlica se obtuvieron durante las visitas clinicas rutinarias al hospital,
con al menos tres horas de ayuno, sin toma de carnitina en las ultimas ocho horas. Se ha definido
episodio de descompensacion metabdlica como la presencia de hiperamoniemia (niveles de
amonio en plasma > 60 umol/L), cetosis significativa (++) o acidosis metabdlica (pH<7,3, HCO3"
<20 mmol/L). Las muestras en situacidén de descompensacion metabdlica se obtuvieron antes del
inicio de cualquier tratamiento dietético o farmacoldégico.

Andlisis estadistico. Se describe la distribucidn de los niveles plasmaticos de aminodacidos
segun el estado metabdlico (estabilidad metabdlica, descompensacion con cetosis,
descompensacion con hiperamoniemia) mediante la media y desviacidn estandar y la medianay
los percentiles 25 y 75. Dada la presencia de medidas repetidas de los pacientes, la asociacidon
entre los niveles plasmaticos de los aminodcidos y el estado metabdlico se ha analizado de modo

univariable mediante modelos de regresidon multinivel, siendo el primer nivel las observaciones



y el segundo nivel el paciente. La significacidn de la regresidn se ha establecido mediante STATA

15 y se ha considerado estadisticamente significativo para un p-valor < 0,05.

1. Caracterizacion del perfil clinico, bioquimico y metabdlico de las complicaciones

cronicas.

Se agrupan varios estudios restrospectivos en el que se describen las complicaciones
cronicas detectadas a lo largo del seguimiento y se relacionan con el perfil metabdlico asociado

a ellas.

11.1. Complicaciones hematoldgicas.

Metodologia. Estudio retrospectivo sobre anemia grave persistente en los pacientes con
AP. Se han revisado los registros de los pacientes para identificar aquellos con complicaciones
hematoldgicas significativas fuera de episodios de descompensacién metabdlica. Se han excluido
los episodios agudos, dado que se han descrito casos de pancitopenia grave transitoria en
relacion con estos episodios en los pacientes con AP pero cuya etiopatogenia puede ser
diferente.

El objetivo principal fue encontrar la posible relacion entre los parametros nutricionales
y control metabdlico y la anemia grave que precisa trasfusiones de hemoderivados. Dado que los
pacientes recibian trasfusiones periddicas en sus hospitales de referencia y fuera de nuestro

centro, hemos optado por la ferritina como marcador de sobrecarga férrica como dato indirecto



de la persistencia de la anemia, al no tener siempre disponibles todos los parametros
hematoldgicos. Por este motivo se han excluido los episodios de infeccidn intercurrente, por la
interferencia que pueden tener con la ferritina como reactante de fase aguda.

Se ha analizado la correlacion entre los parametros nutricionales (ingesta de proteinas
naturales de alto valor bioldgico (g/kg/dia), ingesta de producto especial exento de los
aminodcidos propiogénicos (g/kg/dia) y los niveles plasmaticos de aminoacidos ramificados
(isoleucina, valina, leucina) con la ferritina como marcador de sobrecarga férrica.

Andlisis estadistico. Se ha disefido un modelo de regresion linear multinivel, siendo la
ferritina variable continua dependente y cada aminodacido/parametros nutricionales variables
independientes. Se ha definido un modelo de dos niveles (primer nivel para las medidas y
secundo nivel para el paciente), considerando de esta manera las medidas repetitivas. El analisis

se realizdn con el programa Stata version 16, considerandose significativo el p-valor<0,05.

11.2. Complicaciones gastrointestinales. Pancreatitis

Metodologia. Estudio retrospectivo de los episodios de alteraciones pancredticas
objetivadas en los pacientes a lo largo del seguimiento. Se han recogido los datos de parametros
bioquimicos y de control metabdlico de los pacientes. El diagndstico de pancreatitis se realizé
segun los criterios actuales, requiriendo un minimo de 2 de los 3 siguientes: (1) aumento de la
amilasa y/o lipasa pancreatica sérica > 3 veces normal, (2) dolor abdominal o (3) imagen

radioldgica compatible con pancreatitis3*.



Andlisis estadistico. Se describe la distribucion de los niveles plasmaticos y urinarios de
varios metabdlitos segun los niveles de lipasa pancreatica mediante la mediana y los percentiles
25y 75. Los coeficientes de correlacidn y el p-valor se han obtenido mediante regresion lineal,

considerandose significativo un p-valor < 0,05.

11.3. Complicaciones neuroldgicas y cardioldgicas.

Metodologia. Descripcion de las complicaciones neuroldgicas y cardiolégicas recogidas

restrospectivamente de las historias clinicas de los pacientes.

11l. Determinar la validez de las muestras en papel de filtro de sangre y orina respecto

a las muestras liquidas habituales tanto en periodos de estabilidad como de

descompensacion. Seguimiento a largo plazo con papel filtro en los pacientes con

acidemia propidnica

Metodologia. Estudio prospectivo en el que hemos comparado el método tradicional gold
standard de seguimiento bioquimico en muestras liquidas (sangre/plasma y orina) con las
muestras de sangre y orina en papel de filtro (DBS: dried blood spot; DUS: dried urine spot). Las
muestras de DBS y DUS se recogieron mensualmente por el paciente o su familia en su domicilio

y se enviaban al laboratorio de referencia por carta. Ademds, cada 3 meses o durante los



episodios de descompensacidon metabdlica se recogian en el hospital muestras liquidas de plasma
y orina junto con las muestras de papel filtro. Se ha definido episodio de descompensacion
metabdlica como la presencia de hiperamoniemia (niveles de amonio en plasma > 60 umol/L),
cetosis significativa (++) o acidosis metabdlica (pH<7,3, HCO3 <20 mmol/L).
Se han analizado los siguientes parametros bioquimicos considerados relevantes para el
seguimiento de los pacientes con AP:
e Aminoacidos: aminoacidos ramificados (Val, lle, Leu), aminoacidos propiogénicos
(Met, Tre), Glicina (Gli)
e Acilcarnitinas: acilcarnitinas de cadena impar, propionilcarnitina
e Acidos organicos: acido 3-hidroxi propidnico, metilcitrato, lactato, succinico,
malico, fumarico, dcido 2 metil- 3 hidroxi butirico; acilglicinas: propionil glicina,
tiglil glicina
Andlisis estadistico. Hemos valorado los coeficientes de correlacidon entre las muestras
liquidas y las de papel filtro mediante regresién lineal, incluyendo la descompensacidon como
variable de interaccidn. Se ha utilizado el modelo multivariante para los variables con interaccion
significativa y el modelo univariante para los sin interraccion significativa. La significacion de la
regresion se ha establecido mediante STATA 15 y se ha considerado estadisticamente

significativo para un p-valor < 0,05.



V. Deteccion del estado plasmatico de CoQ10 y el posible beneficio del tratamiento

con ubiquinol en los pacientes con Acidemia propidnica.

Metodologia. Estudio prospectivo intervencional durante el que los participantes
recibieron suplementos de Coenzima Q10 (CoQ10) en forma de ubiquinol a 10 mg/kg/dia dividida
en 3 dosis durante 6 meses. No se realizaron modificaciones del resto de su tratamiento habitual
durante el estudio. En el caso de aquellos pacientes que tomaban previamente suplementos de
CoQ10, se suspendiod dicha suplementacién durante 1 mes previo a la inclusidn en el estudio. Se
han realizado andlisis de sangre y orina al inicio, a los tres meses y a los 6 meses al finalizar el
estudio. Se ha estudiado el perfil metabdlico y bioquimico completo: acidos organicos en orina,
aminoadcidos y acilcarnitinas en plasma, niveles plasmaticos de CoQ10 y acidos grasos de cadena
impar (OLCFAs). Los niveles de CoQ10 en plasma se determinaron con un ayuno minimo de 8
horas. En todos los pacientes se realizaron estudios cardioldgicos (ECG, ecocardiografia) al inicio
y al final del estudio. Otras exploraciones, como el fondo de ojo, electroencefalograma o pruebas
de imagen se realizaron segun la clinica.

Andlisis estadistico. El analisis estadistico se ha realizado mediante SSPS 20 con el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar las distribuciones en los tres grupos (al inicio, a los
3 mesesy a los 6 meses al finalizar el tratamiento con ubiquinol). En caso de ser estadisticamente

significativo, se ha aplicado la prueba U de Mann-Whitney.






RESULTADOS



En los distintos estudios se han incluido los datos de los 10 pacientes con AP en

seguimiento en la Unidad de Enfermedades Metabdlicas del Hospital Ramdn y Cajal. La mediana

de edad al inicio del estudio fue de 13,5 afios (rango: 3-35 afios). Sus caracteristicas clinicas y

demograficas se recogen en la Tabla 2.

Sex Edad Edad al Genética Complicaciones crénicas
actual diagndstico
1 M 32 neonatal Gen PCCB Neuropatia periférica, retraso psicomotor
p.Gly407Argfs*14/p.Argl65GIn Pancreatitis, trombopenia
+p.Ala497Val Anemia persistente grave
2 H 12 neonatal Gen PCCB Retraso psicomotor grave
p.Gly407Argfs*14/ Leucopenia
p. Argd10Trp Anemia persistente grave
3 H Fallecido  neonatal Gen PCCA Retraso psicomotor grave
(5 afios) p.Leud70Arg/p.Leud470Arg Coreoatetosis, lesiones de ganglios basales
Infecciones de repeticidn, leucopenia
Anemia persistente grave
Cardiomiopatia dilatada
Pancreatitis
4 M 15 4 meses Gen PCCA Pancreatitis recurrente
p.Glya77fs*9/
p.Cys616_Val633del
5 H 9 Cribado Gen PCCB Trastorno de espectro autista
neonatal p.Asn536Asp/p.Asn536Asp
6 M 27 4 meses Gen PCCB -
p.Gly407Argfs*14/p.Glu168Lys
7 H 12 6 meses Gen PCCA Retraso psicomotor grave
p.Gly477fs*9/
p.Cys616_Val633del
8 M 13 6 meses Gen PCCB Retraso psicomotor leve-moderado
p.Arg512Cys/p.Gly255Ser Epilepsia
Pancreatitis, miosistis
9 M 38 neonatal Gen PCCB Retraso psicomotor leve-moderado
p.Glul68Lys/p.? (c.183+3G>C)
10 M 32 neonatal Gen PCCB Retraso psicomotor leve-moderado

p.Gly407Argfs*14/
p.Gly407Argfs*14

Cardiomiopatia dilatada
Psicosis

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes que participaron en el estudio



Caracterizacion del perfil metabolico de los pacientes durante los

episodios de descompensacion aguda. Perfil de aminoacidos

plasmaticos



Se han analizado 18 aminoacidos en las 188 muestras de plasma obtenidas de 10
pacientes incluidos enero 2015 y septiembre 2017. Las muestras correspondieron a 148
episodios de estabilidad metabdlica y 40 episodios de descompensacion (22 episodios de
descompensacion con cetosis y 18 episodios de descompensacién con hiperamoniemia).

Aminodcidos ramificados (lle, Val, Leu). Durante los episodios de descompensacién, tanto
los que cursaron con hiperamoniemia como en los que sélo hubo cetosis, los niveles de los tres
aminoacidos ramificados se elevan significativamente respecto a su situacion en momentos de

estabilidad (ver Tablas 3 y 4, Figura 19), reflejando un aumento del catabolismo.
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Figura 19. Evolucidn de los niveles plasmaticos de los aminodcidos ramificados segun el estado
metabdlico. 0: estabilidad metabdlica; 1: descompensacidn con cetosis; 2: descompensacién con

hiperamoniemia



Glutamina y Alanina. La glutamina (GIn) y la alanina (Ala) son los dos aminodcidos
sintetizados en el musculo a partir de los aminoacidos ramificados!®>. Los niveles de GIn y Ala si
disminuyen de forma significativa (p<0,001 para ambos aminodcidos en los episodios de
descompensacion (con y sin hiperamoniemia), ver Tabla 3y 4 y Figura 20. Los niveles plasmaticos

de glutamato (Glu), como precurso de la GIn, no cambian segun el estado metabdlico.
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Figura 20. Evolucién de los niveles de glutamina (Gln) y alanina (Ala) segun el estado metabdlico.
0: estabilidad metabdlica; 1: descompensacién con cetosis; 2: descompensacién con

hiperamoniemia

Aminodcidos implicados en el ciclo de la urea. Hemos detectado una disminucidn
estadisticamente significativa de la citrulina (Cit) durante los episodios de hiperamoniemia (p<
0,001). Los niveles de arginina (Arg) y ornitina (Orn) disminuyen en los episodios de
descompensacion, pero sin alcanzar significacion estadistica. Durante el estudio algunos

pacientes recibieron suplementacidén con Arg, tanto en estabilidad como en descompensacién



metabdlica, por objetivar niveles plasmaticos muy disminuidos, lo que ha podido interferir con

los resultados finales e impedir que se alcanzara significacion estadistica, ver Tabla 3y 4 y Figura

21.

Curiosamente hemos detectado una disminucion significativa de la prolina (Pro) en
descompensacion tanto con cetosis como con hiperamoniemia (p: 0,05, p:0,03 respectivamente),

ver Figura 21 y Tablas 3 y 4. Este hallazgo no ha sido descrito hasta el momento en la literatura.
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Figura 21. Evolucion de los niveles plasmaticos de los aminodacidos del ciclo de la urea segun el
estado metabdlico. 0: estabilidad metabdlica; 1: descompensacidon con cetosis; 2:

descompensacion con hiperamoniemia



Aminodcidos aromdticos. Hemos detectado un aumento significativo de la fenilalanina
(Phe) coincidiendo con la cetosis (p: 0,02), pero no con la hiperamoniemia. Los niveles de
Triptofano (Trp) estdn disminuidos durante los episodios de descompensaciéon con
hiperamoniemia (p: 0,05); este hallazgo no ha sido descrito en la literatura hasta el momento,

ver Figura 22 y Tablas 3y 4.
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Figura 22. Evolucién de los niveles de Fenilalanina (Phe) y Triptofano (Trp) segun el estado
metabdlico. 0: estabilidad metabdlica; 1: descompensacidn con cetosis; 2: descompensacién con

hiperamoniemia

El indice de Fischer (cociente entre los aminodcidos ramificados lle/Leu/Val y los
aromaticos Phe/tirosina (Tyr)) se encuentra disminuido durante los episodios de estabilidad
metabdlica (1.810.6), probablemente por el disbalance entre los niveles bajos de aminoacidos
ramificados comparando con los aminodcidos aromaticos Phe y Tyr. Sin embargo, al aumentar la

proporcién de los AARR durante la descompensacion, la ratio se acerca a valores normales



(3£0.5). Las alteraciones del indice de Fischer pueden tener relevancia en el transporte de los
aminodcidos a través de la barrera hemato-encefalica®°,
Otros aminodcidos. En el caso de los otros dos aminodcidos propiogénicos, Met y Tre, los

niveles en plasma no difieren con el estado metabdlico. Los niveles de glicina (Gly) y lisina (Lys)

tampoco presentan variaciones significativas durante los episodios de descompensacion.

Tabla 3. Analisis descriptivo de los niveles plasmaticos de aminodacidos segun el estado

metabdlico (ver pagina siguiente)



Estado metabdlico

Estabilidad metabdlica

Descompensacion con cetosis

Descompensacion
hiperamoniemia

con

n=148 n=22 n=18

media (sd) media(sd) media (sd)

mediana (p25;p75) mediana (p25;p75) mediana (p25;p75)
Glicina 614 (304) 687 (308) 662 (276)

572 (355 ; 854) 698 (436 ; 1011) 651 (445 ; 748)
lcin 170 (59) 174.(92) 178 (88)

157 (127 ; 207) 147 (131 ; 191) 163 (108 ; 204)
orolina 173 (70) 146 (74) 134 (68)

158 (122 ; 209) 113 (96 ; 179) 116 (95 ; 138)
Alaning 364 (111) 295 (92) 250 (170)

357 (290 ; 421) 291 (233 ; 352) 241 (118 ; 354)
Sering 157 (50) 160 (73) 152 (49)

149 (127 ; 179) 140 (111 ; 174) 151 (125 ; 197)
oleucing 32 (27) 60 (100) 63 (99)

27 (20 ; 36) 26 (23 ; 60) 29(18; 32)
Leucing 81 (46) 113 (92) 130 (107)

65 (52 ; 96) 79 (55 ; 119) 89 (40 ; 199)
Valina 71 (38) 95 (78) 112 (121)

68 (45 ; 84) 65 (44 ; 102) 63 (30; 97)

. 15 (6) 14 (6) 14 (5)
Metionina 13 (10; 18) 12 (10; 18) 13 (11; 19)
Treoning 56 (27) 50 (22) 60 (22)

51 (39 ; 66) 45 (37 ; 65) 61 (47 ; 77)
11(6) 12 (12) 12(8)
Aspartato 10(8; 12) 9(7:12) 10(6; 12)

N 40 (20) 36 (25) 33 (18)

Arginina 37 (27 50) 32(20; 44) 33(21; 48)
L 17 (7) 14 (6) 9 (5)
Citrulina 17 (14 22) 12(9;21) 9(7:12)

- 50 (28) 49 (37) 43 (29)
Ornitina 44 (31; 64) 30 (26 ; 62) 34 (26 ; 49)
Fenilalanina 45(15) 55 (36) 46 (15)

45 (39 ; 54) 47 (35 ; 58) 44 (35 ; 54)
Tirosing 58 (28) 58 (32) 50 (24)
49 (38 72) 51 (44 ; 59) 47 (33; 55)
} . 1.8(0.6) 2.4 (1.4) 3(2.5)
Fisher ratio 1.8(1.4;22) 1.8(1.6;2.9) 1.9(1.5;2.7)

. 43 (22) 42 (23) 33(23)
Triptofano 41(29;57) 39 (26 ; 52) 29 (18 37)
Glutamina+ 486 (113) 416 (92) 396 (105)
Glutamato 478 (404 ; 565) 370 (339 ; 515) 388.5 (323 ; 477)
Glutamato/ 0.27 (0.38) 0.3(0.29) 0.32(0.12)
Glutamina 0.21(0.14 ; 0.30) 0.23(0.14; 0.29) 0.368 (0.21 ; 0.42)
Clutaming 393 (103) 330 (91) 303 (94)

394 (317 ; 466) 304 (272 ; 408) 316 (228 ; 377)
93 (62) 87 (58) 92 (35)
Glutamato 83 (58 112) 76 (57 ; 106) 85 (71; 126)




Descompensacion con

. Descompensacion con hiperamoniemia
cetosis

Coeficiente de regresion Coeficiente de regresion

(95% C.1) p-valor (95% C.1) p-valor
Glicina 36,5 (-75,4 ; 148,5) 0,52 26,3 (-149,7 ; 97,2) 0,67
Lisina 0,5(-27,1;28,1) 0,97 -10,6 (-41,0 ; 19,8) 0,49
Prolina 24,1 (-48,9 ; 0,6) 0,05 30,3 (-57,7;-2,9) 0,03
Alanina -76,7 (-281,4 ; 24,9) <0,001 -99,4 (-156,4 ; 42,4) <0,001
Serina 1,7(-25,2; 21,8) 0,88 17,3 (-43,3 ; 8,5) 0,18
Isoleucina 26,3 (6,1 ; 46,4) 0,01 28,9 (6,7 ; 51,1) 0,01
Leucina 29,6 (5,8 ; 53,3) 0,01 44,1(17,9; 70,4) <0,001
Valina 23,5 (2,2 ; 44,7) 0,03 50,3 (26,9 ; 73,7) <0,001
Metionina 0,05(-2,2;2,3) 0,96 09(-2,3;2,7) 0,89
Treonina 3,1(-13,5;7,1) 0,54 10,2 (-1,1; 21,5) 0,07
Aspartato 1,3(-1,9;4,5) 0,43 0,9 (-2,6; 4,5) 0,59
Arginina 5,3(-13,5:2,9) 0,20 5,9(-15; 3) 0,19
Citrulina -0,8(-3,3;1,6) 0,5 4,6(-7,3;-18) <0,001
Ornitina 0,3 (-12,8 ; 13,6) 0,95 11,4(-25,9 ; 3,1) 0,12
Fenilalanina 9,5(1,1;17,9) 0,02 -1,5(-10,7;7,7) 0,75
Tirosina 3,7(-5,7;13,2) 0,43 4,7(-15,2; 5,7) 0,37
Triptofano -1,8(-10,5 ; 6,8) 0,67 -9,3(-18,9 ; 0,0) 0,05
indice Fischer 0,4(0,0;0,9) 0,03 1,2(0,7:1,7) <0,001
2:::::::/ -0,0(-0,2;0,2) 0,90 0,0 (-0,1;0,2) 0,75
::::::2:;2 -81,3 (-127,7 ; -34,8) <0,001 -87,2 (-138,4 ; -36) <0,001
Glutamina -60,9 (-100,8 ; 21,0) <0,001 73,9 (-117,9 ; -29,9) <0,001
Glutamato -19,7 (-45 ; 5,6) 0,12 11,7 (-39,7 ; 16,1) 0,40

Tabla 4. Analisis de los niveles plasmaticos de aminodcidos segun el estado metabdlico mediante

regresion lineal multinivel



Il. Caracterizacion del perfil clinico, bioguimico y metabdlico de las

complicaciones cronicas




1.1 Complicaciones hematoldgicas. Anemia severa

Se han identificado 3/10 pacientes con anemia persistente grave, requiriendo
transfusiones de repeticion. Debido a sobrecarga de hierro secundaria a transfusiones de
repeticion, todos recibieron tratamiento con quelantes de hierro (Deferasirox, Exjade®). Los tres
pacientes se diagnosticaron en el periodo neonatal y presentan en el momento del estudio
enfermedad multisistémica con varias complicaciones crénicas. Las caracteristicas demograficas
se presentan en la tabla 2. Dos de los pacientes recibieron tratamiento con eritropoyetina, sin

objetivar beneficio. Las transfusiones de hematies se realizaron para un nivel de Hb <7,5 g/dI; el

nivel minimo de Hb fue de 2,5 g/dI (VCM: 78,5 fl, HCM: 23,3 pg).

Paciente |1 | 2 |3 | 4 | 5 | 6 |7 | 8 | 9 10
Numero de episodios

N | 10 | 24 | 9 | 4 | 12 | 5 | 9 | 3 | 3 7
Ingesta de proteinas naturales de alto valor biolégico (g/kg/dia)

Media 0,29 0,55 0,79 0,58 0,96 0,39 0,72 0,24 0,32 0,28
(sd) (0,14) (0,25) (0,29) (0,06) (0,07) (0,01) (0,06) (0,00) (0,09) (0,09)
Min;max 0,11;0,17 | 0,17;0,89 0,4;1,2 0,5;0,65 | 0,87;1,1 0,38;0,41 | 0,6;0,3 0,24;0,24 0,21;0,36 | 0,16;0,36
Ingesta de producto especial (mezcla de aminoacidos exenta de Val, lle, Met, Tre) (g/kg/day)

Media 1,23 1,97 1,58 1,41 2 0,62 2,3 1,7 0,96 1,0
(sd) (0,23) (0,33) (0,2) (0,2) (0,09) (0,02) (0,13) (0,00) (0,09) (0.00)
Min;max 0,92;1,5 | 1,61;2,77 | 1,33;1,93 | 1,2;1,66 | 1,86;2,15 | 0,61;0,66 | 2,1;2,5 1,7;1,7 0,91;1,07 | 1,0;1,0
Porcentaje de proteina natural de alto valor biolégico dentro de la ingesta proteica total (%)

Media 19.1 22 33 29,5 35,5 38 24 12 25 21,5
(sd) (8.5) (9,5) (10) (4,9) (1,8) (0,00) (1,9) (0.00) (7) (5,8)
Min;max 7,2;28.5 7,4,35 17;44 23;33 30; 36 38;38 19;26 12;12 16;29 14,26

Tabla 5. Analisis descriptivo del tratamiento nutricional. Los pacientes 1, 2 y 3 presentan anemia

persistente grave.




Paciente | 1 | 2 |3 | 4 | 5 | 6 |7 | 8 | 9 | 10

Ferritina (ng/ml). VN: 20-250 ng/ml

Media 429,1 873,1 556,2 56 24,6 34.4 76 25 72,8 245

(sd) (223,6) | (768,1) | (657,2) | (28,3) | (11,2) | (6,6) (39) (23) (27,3) | (186)

Min; max | 124 ;| 142 ;| 103 ;| 24; 9; 28; 25 ;| 10; 51 ;1111
829 2926 2085 93 50 44 139 53 103 651

Val (umol/L). VN: 212453 pmol/L

Media 55 53.1 41,2 73 77,7 77,2 38,5 138 118 57,4

(sd) (26,5) | (21,5) | (12,9) | (11,5) | (17) (13,2) | (11) (67,5) | (17) (15,5)

Min; max | 19; 12, 18; 57; 41 ;| 63; 25; 71 ;| 99 ;| 32;
100 98 56 84 102 88 62 206 132 81

lle (umol/L). VN: 5316 pumol/L

Media 33,3 20,1 18,3 30 25,5 26,6 23 97 37,6 57,4

(sd) (18,1) (5,5) (6,6) (5,4) (6,6) (1,1) (7,5) (53,6) | (5) (15,5)

Min; max | 11; 10; 7; 26; 14 ; 25; 13; 57 ;| 33; 32;
67 31 29 38 39 28 38 158 43 81

Leu (umol/L). VN: 108+31 pumol/L

Media 124,8 62,5 48,2 63,5 66 58,4 73 94 70 105

(sd) (33,9) (29,4) (31,4) (10,6) (24) (5) (23) (40) (8.7) (9)

Min; max | 86; 24; 20;138 | 53; 42 ;| 51; 40 ;| 52 ;| 60; 88 ;
174 174 78 128 64 105 131 77 113

Val/Leu

Media 0,46 1,01 1,05 1,17 1,3 1,3 0,5 1,44 1,69 0,56

(sd) (0,27) | (0,48) | (0,37) | (0,24) | (0,41) | (0,16) | (0,2) (0,11) | (0,03) | (0,2)

Min; max | 0,11 ;006 ;|O013 ;|09 ;|032 ;| 115 ;023 ;| 136 ;| 165 ;| 0,28 ;
1,09 1,7 1,65 1,43 1,78 1,54 0,87 1,57 1,71 0,92

lle/Leu

Media 0,27 0,36 0,41 0,47 0,42 0,45 0,32 1,4 0,53 0,26

(sd) (0,15) | (0,12) | (0,08) | (0,06) | (0,13) | (0,04) | (0,05) | (1,4) (0,05) | (0,05)

Min; max | 0,06 ;| 012 ;|01 ;|042 ;|011 ;| 042 ;|025 ;|057 ;|048 ;| 019 ;
0,59 0,6 0,5 0,54 0,54 0,52 0,41 3,04 0,59 0,36

Tabla 6. Analisis descriptivo de los niveles de ferriitina y de los aminoacidos ramificados

La hiperferritinemia se asocia con niveles mas disminuidos de Val (p-valor < 0,001,
coeficiente de correlacion (95% C.1): -8,6 (-12,3 ; -4,8)) y con niveles mas altos de Leu (p-valor
0.001, coeficiente de correlacién (95% C.1): 5,6 (2,2 ; 9,1)), ver Figura 23 y Tablas 6 y 7. Una
asociacion negativa se observa también entre las ratios Val/Leu (p-value < 0,001, correlation
coefficient (95% C.1): -771,5 (-987,4 ; -555,5)) e lle/Leu (p-valor: 0,018, coeficiente de correlaciéon
(95% C.I): -431 (-788,6 ; -73,3)) con la ferritina, los que sugiere que el disbalance de los

aminoacidos ramificados tiene un potencial deletéreo sobre la produccién hematopoyética. La



ingesta de proteinas naturales de alto valor biolégico se correlaciona negativamente con los
niveles plasmaticos de ferritina (p-valor: 0.003, coeficiente de correlaciéon (95% C.1): 72,1 (-119,6
; -24,5), mientras que la prescripcion del producto especial exento de aminodcidos
propiogénicos se asocia significativamente con sobrecarga de hierro (p-valor: 0.019, coeficiente

de correlacion (95% C.1): -431 (-788,6 ; -73,3), ver Figura 23 y Tablas 6y 7.

Tabla 7. Correlacidn entre los parametros nutricionales y los niveles de aminodacidos ramificados

con la ferritina mediante regresion lineal multinivel.

Coeficiente de correlacion (95% | p-valor
C.l)
Ingesta de proteinas naturales de alto valor | -72,1 (-119,6; -24,5) 0,003
bioldgico (g/kg/dia)
Ingesta de product especial (mezcla de aminoacidos | 37,8 (6,1; 69,5) 0,019
exenta de Val/lle/Tre/Met) (g/kg/dia)
Valina (umol/L) -8,6 (-12,3 ; -4,8) <0,001
Isoleucina (umol/L) -5,2(-12;1,5) n.a.
Leucina (umol/L) 5,6(2,2;9,1) 0,001
Valina/Leucina -771,5 (-987,4 ; -555,5) <0,001
Isoleucina/Leucina -431 (-788,6 ; -73,3) 0,018




Adjusted predictions with 95% Cls

s 3 °
p: 0,003 p<0,001 o p<0,001
8 <
Esg| 8
EN - &
©
£
=] 3
E g
8 o
o
s S 8
31 8 @
" 2 3 4 5 6 7 8 9 1 "1 20 30 40 50 6 70 8 9 100 2 3 4 5 6 7 8 9 1 11 12 13
Ingesta de proteinas naturales de alto valor bioldgico (g/kg/dia) Valina (umol/L) Ratio Val/Leu
2 8
e g1 g
&
8 g p:0,018
Esg -
®»° s
< 8 8
© - k=3
£
2
= s °
3 o 8 g
° °
p:0,019 p: 0,001
13 15 18 2.1 23 25 20 40 60 80 100 120 140 160 1 2 3 4 5
Ingesta de producto especial (g/kg/dia) Leucina (umol/L) Ratio lle/Leu

Figura 23: Correlacidon entre los parametros nutricionales y los niveles de aminoacidos

ramificados con la ferritina mediante regresion lineal multinivel.






1.2 Complicaciones gastrointestinales. Pancreatitis

Hemos identificado 7 episodios de alteraciones pancredticas en 4 pacientes (ver Tabla 8):
e 3 episodios de pancreatitis coincidiendo con hiperamoniemia en contexto de
descompensacion metabdlica durante episodios de bacteriemia con gérmenes
intestinales (1 bacteriemia por Escherichia coli, 2 bacteriemias por Enterococcus faecalis)
e 1episodio de pancreatitis en contexto de hipertrigliceridemia (2.925 mg/dl (VN: 25-200)).
e En otros 3 episodios no se ha podido identificar una causa evidente
Los episodios de pancreatitis cursaron con aumento de la lipasa pancredtica (minimo >3
veces normal), dolor abdominal e imagen radioldgica. Los niveles de amilasa pancredtica fueron
normales o bajos en todos los pacientes durante el periodo de seguimiento, incluso coincidiendo
con hiperlipasemia. Una paciente presenté Unicamente un aumento transitorio de la lipasa (3
veces por encima de lo normal), sin clinica ni imagen radioldgica compatible con pancreatitis.
El perfil metabdlico de los aminodacidos evidencid una correlacién significativa de la lipasa
con niveles disminuidos de citrulina y elevados de ornitina, valina y treonina; también hemos
observado correlacién entre el aumento de la lipasa y niveles mas altos de metilcitrato en orina,

ver Tabla 9.



Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los pacientes durante los episodios de pancreatitis aguda

Paciente  Edad Descompens Lipasa (VN: Amilasa Clinica Prueba de imagen Otros
/sexo episodio  aciéon 8-78) (VN: 30-100) hallazgos
pancreat
itis
(afios)
1/M 3 hiperNH4 Max 1408 Normal/baja Vomitos, TAC abdominal normal Bacteriemia
leve (max (6-18) estrefimiento por
100 umol/L) (10 dias) Escherichia
coli
relacionada
con catéter
central
3.3 hiperNH3 Max 2275 Minima Vémitos, Bacteriemia
leve (max elevacién estrefiimiento por
130 umol/L) (ma 128) (5 dias) Enterococo
faecalis
relacionada
con catéter
central
2/F 8 no Max 158 normal Dolor Eco abdominal: Alteracion difusa  hiperTG:
abdominal de la ecoestructura glandular 2925 mg/dl
pancredtica, con glandula de  (VN:25-200)
aspecto trabeculado, pero sin  hiperCol:
atrofia del parénquima glandular 578 mg/dI
que sugiere afectacion
inflamatoria crénica.
8.5 no Max 265 normal Dolor Eco abdominal: pancreatitis no
abdominal, focal con afectacion Unicamente
vomitos de la porcion cefdlica vy
secundariamente de la grasa
adyacente y de las paredes
duodenales
10 no Max 313 normal Dolor Eco abdominal normal Alcalosis
abdominal, metabdlica
vomitos hipoCl  (pH:
incoercibles, 7.5, Cl: 90
sospecha CIPO mmol/L, K:
2.3; ionotest
normal
3/F 26 hiperNH3 Max 550 normal Dolor Eco abdom: barro biliar Bacteriemia
(max 190 U/L abdominal ColangioRM hepato-  por
umol/L) pancredtica:  dilatacion  del  Enterococo
conducto  pancreatico; leve faecalis
atrofia de cola pancredtica relacionada
con catéter
central
4/F 10 no 536 U/L normal no Eco abdominal normal No




Tabla 9. Andlisis descriptivo del perfil de aminoacidos relacionado con niveles altos de lipasa

sérica (0: lipasa normal, 1: lipasa alta). Los coeficientes de correlacidn y el p-valor se han obtenido

mediante regresion lineal.

Validos Media/ Desviacién estandar Coeficiente de p-valor
correlacion
0 1 0 1

Citrulina 66 13 156 915 -0,33 0,002
Lisina 67 13 164178 145160 0,04 n.a.
Arginina 67 13 38420 30413 -0,03 n.a.
Ornitina 67 13 45428 59450 0,35 0,001
Triptofano 67 13 45421 26+14 -0,2 n.a.
Tirosina 67 13 57+27 48+18 -0,01 n.a.
Fenilalanina 67 13 50+27 44+14 0,03 n.a.
R. Fischer 67 13 1.9+1.1 2.1+1.3 0,13 n.a.
Valina 67 13 78146 85187 0,23 0,03
Isoleucina 67 13 45178 36131 0,01 n.a.
Metionina 67 13 1445 1447 0,07 n.a.
Leucina 67 13 89174 88160 0,11 n.a.
Treonina 67 13 55422 69441 0,31 0,004
Glutamina 67 13 369495 3704137 0,1 n.a.
Alanina 67 13 3234103 2671156 -0,09 n.a.
Glicina 67 13 6544310 5104220 -0,11 n.a.
Metilcitrato 60 10 2461655 97042813 0,38 <0,001
30H propionico 60 10 79541230 87311520 0,005 n.a.
Lactato 60 10 961236 61741449 0,14 n.a.
OLCFAs 45 7 49+2.8 4.7+2.8 -0,13 n.a.







11.3.- Complicaciones cardiologicas

En nuestra muestra hemos identificado 3 pacientes con cardiomiopatia dilatada. No

hemos observado otro tipo de complicaciones cardiolégicas.

Paciente vardon de 4 afios, con multiples episodios de descompensacion y retraso
psicomotor severo secundario a hiperamoniemia neonatal grave, que presenta en un
control cardiolégico de rutina leve dilatacidn de cavidades izquierdas (DDVI z-score +0,44,
DSVI z-score +0,71, FE: 65%) y que progresa en los siguientes 6 meses aunque mantiene
funcién cardiaca preservada (DDVI z-score +2, DSVI z-score +2,6, hipokinesia apical y
septal, IT e IM moderadas, FE:50%). El paciente fallecié por sepsis al poco tiempo.
Paciente mujer de 32 afios en la que, a los 11 afios, coincidiendo con aceptable control
metabdlico previo, se detecta miocardiopatia discretamente dilatada (dilatacion leve de
las cavidades izquierdas, con IM leve y funcidon preservada), con extrasistoles
ventriculares trigeminadas y QT largo (490 mseg). Los hallazgos han remitido en la
actualidad y no presenta datos de cardiomiopatia.

Mujer de 32 afos con cardiomiopatia dilatada leve detectada a los 9 afos, en tratamiento

con digoxina; actualmente remisién del cuadro, sin datos de cardiomiopatia.






1.4 Complicaciones neurolagicas

Retraso psicomotor. En nuestra muestra 3/10 pacientes tienen un retraso psicomotor severo
evidente desde los primeros meses de vida y probablemente secundario a episodios de
hiperamoniemia neonatal (140 -950 umol/L). Una paciente tiene un retraso moderado, pero con
buena interaccién con el medio y adecuado desarrollo del lenguaje. Dos pacientes tienen un
retraso leve, pero han precisado educacién especial. En un caso el desarrollo psicomotor inicial
fue normal, pero a partir del segundo afio de vida se hace evidente sintomatologia del espectro
autista. Las tres pacientes restantes han tenido una escolarizacién normal, generalmente
precisando apoyo. Una de ellas esta cursando estudios universitarios.

Trastorno de espectro autista. Un paciente varén fruto de embarazo normal y padres
consanguineos presenta trastorno grave de espectro autista. Cabe destacar que este paciente se
ha detectado mediante el cribado neonatal ampliado y no ha tenido nunca episodios de
descompensacion metabdlica grave. Los estudios realizados hasta la fecha, incluyendo paneles
genéticos especificos, no han detectado otras causas para su sintomatologia.

Epilepsia. 2/10 pacientes han presentado crisis en el contexto de descompensaciones
metabdlicas con hiperamoniemia. Ambos pacientes fueron tratados con medicacién
antiepiléptica que se pudo retirar por el buen control de las crisis.

Otras complicaciones neuroldgicas:

e Coreatetosis. Paciente varén, con diagndstico neonatal, que, a los 4 afos, sin

descompensacién metabdlica, presenta movimientos de tipo coreoatetosis. En la



resonancia magnética (RM) craneal se objetivan lesiones en los ganglios basales (nucleos
dentados y putamen).

e Neuropatia periférica grave de causa indeterminada de inicio a los 12 afos de vida en una

paciente que no habia tenido descompensaciones desde los primeros afios de vida.
Persiste sin cambios tras 15 afios de evolucion.

e Sordera neurosensorial en un paciente varén con hiperamoniemia neonatal y retraso

psicomotor grave secundario. La sordera se detecté mediante los potenciales evocados

al afo de vida.

e Episodios psicdticos sin relacidon con episodios de hiperamoniemia en una paciente de

inicio a los 30 afios de vida, con buena evolucion.

Alteraciones en la neuroimagen (resonanacias magnéticas craneales):
La resonancia magnética craneal se realizd en contexto de clinica neuroldgica reciente (ej.:
trastorno de movimientos, epilepsia, psicosis etc)

e Atrofia cortical: 3/10 pacientes (2 con retraso psicomotor severo y 1 con retraso leve)

e Lesiones de la sustancia blanca subcortical: 2/10 pacientes, ver Figura 24.

e Lesiones de los ganglios basales (nucleos dentados y putdmenes) en el paciente con

coreoatetosis, ver Figura 24.



Phil

Intensidad del ca
Numeros de eco: 1, Tiempo de eco: 140,00, Longit

Figura 24: izquierda - lesiones bilaterales en ganglios basales (putamen); derecha: lesiones de

sustancia blanca y atrofia cortical



1l. Seguimiento a largo plazo con muestras de papel filtro en pacientes

con acidemia propiodnica




Se hanincluido en el estudio los pacientes con AP en seguimiento en nuestra unidad entre
los afios 2015-2017. Se ha analizado 163 muestras en sangre papel (dried blood spot, DBS) y 119
muestras en orina papel (dried urine spot, DUS), que se han comparado con 160 muestras de
plasma y 103 muestras de orina; 63 muestras de plasma se han procesado para detectar los
niveles de OLCFAs. Las muestras correspondieron a 148 episodios de estabilidad metabdlicay 40
episodios de descompensacién (22 episodios de descompensacién con cetosis y 18 episodios de
descompensacién con hiperamoniemia). Se han comparado las muestras liquidas (plasma vy
orina) utilizadas habitualmente en el seguimiento de estos pacientes para determinar la validez
de la utilizacién de este nuevo método de obtencidén y andlisis de las muestras. El perfil
metabdlico de los pacientes se presenta en las Figuras 25-28, asi como en la Tabla 10.

Aminoacidos. Los niveles de aminoacidos ramificados (AARR) fueron correctamente
estimados en DBS comparando en plasma (p-valor 0,03 para lle y Val, p-valor 0,001 para Leu).
Durante las crisis metabdlicas se ha observado un aumento significativo de los AARR (p-valor
<0,001 para lle y Val, p-valor: 0,04 para Leu), lo que refleja el aumento del catabolismo y
cetogénesis (ver Tabla 10 y Figura 25). Otros aminoacidos no tuvieron buena correlacién plasma-

DBS y no se han observado cambios significativos durante las descompensaciones.
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Figura 25. Aminodcidos ramificados. Correlacién de las muestras liquidas (plasma) y las muestras
en papel (DBS) utilizando el modelo mixto de regresién lineal durante la estabilidad metabdlica

(o) y en descompensacion (€).

Acidos organicos. Las determinaciones en DUS y orina liquida tuvieron una buena

correlacién y reflejaron correctamente el estado metabdlico de los pacientes. Como era de
esperar, se ha observado un aumento significativo en orina de varios acidos organicos durante
las crisis metabdlicas, que fue estadisticamente significativo en el caso del acido 3 OH propidnico
(p-valor < 0,001), acido metil citrico (p-valor 0,04), lactato (p-valor < 0,001), tiglilglicina (p-valor <
0,001), acido 2-metil-30H butirico (p-valor < 0,001), fumarico (p-valor < 0,001) y malico (p-valor

< 0,001), ver Tabla 10 y Figura 26. En cuanto a la propionil glicina, un importante marcador de la



AP, hemos observado una buena correlacién en el modelo univariante (p-valor < 0,001), pero sin

interaccion significativa, ver Figura 27.

Estabilidad metabdlica

Descompensacion metabdlica

Coeficiente de regression p-valor Coeficiente de regression p-valor
Acido 3 OH propionico 2.36 (0.79;3.93) 0.003 5.68 (4.63;6.73) <0.001
Acido metil citrico 0.85 (0.66;1.03) 0.04 0.51 (0.24;0.77) <0.001
Ratio citrato/metilcitrato 0.86 (0.67;1,06) <0.001 -0.24 (-1.08;0.6) 0.57
Lactato 0.08 (-1,88;2,06) 0.93 3.41 (2.82;4.01) <0.001
Acido 2metill 3hidroxi butirico  0.08 (-0,7;0,87) 0.83 1.08 (0.68;1.47) <0.001
Tiglil glicina 1.94 (-0.9;4.8) 0.18 6.97 (5.45;8.50) <0.001
Acido fumarico 4.8 (2.92; 6.68) <0.001 8.9 (7.06; 10.78) <0.001
Acido malico 0.80 (0.35;1.25) <0.001 2.00 (1.50; 2.45) <0.001
Isoleucina (lle) 0.7 (0.65;1.35) 0.03 2.50 (2.00;3.00) <0.001
Leucina (Leu) 0.30(0.10;0.45) <0.001 0.30(0,15; 0,65) 0.04
Valina (Val) 0.75 (0.25;1.20) 0.03 1.70 (1.45; 2.00) <0.001

Tabla 10. Regresion lineal del modelo multivariante (interaccidn significativa)
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Figura 26. Acidos orgdnicos. Correlacién de las muestras liquidas (orina) y las muestras en papel

(DUS) utilizando el modelo mixto de regresion lineal durante la estabilidad metabdlica (0) y en

descompensacion ().

Acilcarnitinas. Hemos detectado una asociacidn significativa entre los niveles de carnitina

libre y la propionil carnitina en las muestras de plasma y DBS en el modelo univariante (p-valor <

0,001 para ambos marcadores, ver Figura 27). El modelo univariante se ha utilizado en caso de

ausencia de la interaccién con los episodios de descompensacién metabdlica.
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Figura 27. Correlacion entre las muestras liquidas (plasma/orina) y las muestras en papel (DBS y

DUS) utilizando el modelo univariante de regresién lineal (sin interaccion).



Acidos grasos de cadena impar larga (odd-numbered long chain fatt acids, OLCFAs). Las

variaciones en los valores de OLCFAs se han propuesto como un marcador util en el seguimiento
a largo plazo de los pacientes con AP*. Se pueden detectar en plasma o en eritrocitos, pero no
en DBS. Sin embargo, en las muestras de DBS hemos identificado las acilcarnitinas de cadena
larga impar (C14:1-OH + C15, C16:1-OH + C17, C16:2-OH + C17:1), cuya suma se expresa como
un valor unico. Hemos observado una fuerte asociacidn entre la suma de las acilcarnitinas de
cadena larga impar y los OLCFAs en plasma con un p-valor < 0,001 (IC. 95% (5.41; 10.95),

coeficiente de regresion: 8.2) por lo que podrian considerarse equivalentes, ver Figura 28.

Lo

L

OLCFAs en plasma (%)

DBS acilcarnitinas de cadena impar (umol/L)

Figura 28. Asociacion OLCFAs con la suma de acilcarnitinas de cadena larga impar en DBS

utilizando el modelo mixto de regresién lineal durante la estabilidad metabdlica (o) y en

descompensacion (¢).



IV. Deteccion del estado plasmatico de CoQ10 vy el posible beneficio del

tratamiento con ubiquinol en los pacientes con Acidemia propidnica.




Para este estudio se han incluido sélo 7 de los 10 pacientes con AP en seguimiento en el
Hospital Ramon y Cajal. La edad al inicio del estudio fue de 2,5-20 afios. El tratamiento fue bien
tolerado, sin efectos adversos notificados y no ha habido ninguna pérdida durante el estudio. A
lo largo de los 6 meses de seguimiento, hubo tres episodios de ingreso hospitalario por una
pancreatitis, una bacteriemia y un episodio de hiperamoniemia leve (90 umol/L) por
transgresiones dietéticas. No se han objetivado datos de cardiomiopatia, atrofia de nervio éptico
o clinica neurolégica de reciente aparicién durante el estudio.

Niveles plasmaticos de CoQ10. Al inicio del estudio, 6/7 pacientes tenian niveles basales

plasmaticos disminuidos de CoQ10. Durante el tratamiento con ubiquinol, se ha observado un
aumento significativo de los niveles plasmaticos de CoQ10 comparando con el basal (p-valor: 0,04
a los 3 meses de tratamiento, p- valor: 0,01 a los 6 meses de tratamiento), indicando la eficacia
en alcanzar niveles plasmaticos con el suplemento, ver Figura 29 y Tabla 11.

Aminodcidos. Hemos valorado los aminoacidos implicados en la anaplerosis (glutamato,
glutamina, alanina y lisina), sin objetivar cambios estadisticamente significativos en sus niveles
plasmaticos; tampoco se han observado variaciones importantes de la glicina, ver Figura 29 y
Tabla 11.

Acidos organicos. El efecto mas notable fue la elevacién del 4cido citrico, pero sin llegar a

alcanzar una significacién estadistica (p-valor: 0,07), probablemente por la escasa muestra de
pacientes o el corto tiempo de evolucidn. En el caso del metilcitrato, unos de los acidos organicos
al que mas toxicidad se le ha atribuido, ha habido una discreta disminucién en la excrecion sin
significacion estadistica (p-valor: 0,6), ver Figura 30a. Otros metabolitos especificos de la AP,

como el 30H propidnico, se han mantenido elevados y no han cambiado durante el estudio. La



excrecion urinaria de los demds acidos orgdanicos del ciclo Krebs y del lactato se mantuvo estable,

sin cambios significativos, ver Figura 30ay 30b y Tabla 11.
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Figura 29. Evolucién de los niveles plasmaticos de CoQ10 (umol/L) y de los aminoacidos (umol/L)

a lo largo del tratamiento. (0: niveles basales, 1: a los 3 meses; 2: a los 6 meses).



N

Media (SD)

Basal (0) 3 meses (1) 6 meses (2)
CoQ10 (umol/L) N=7 N=7 N=6
VN: 0,91 +0,35 0,436 (0,13) 3,327 (2,477) 1,713 (1,48)
Glutamina (umol/L) N=7 N=7 N=6
VN: 440 + 99 350 (99,1) 441,5 (152,3) 379 (80,8)
Glutamato (umol/L) N=7 N=6 N=7
VN: 49 + 28 96,5 (51,7) 1,6 (46,9) 83,4 (53,9)
Alanina (umol/L) N=7 N=6 N=7
VN: 283 + 88 340,7 (94,6) 305,9 (89,5) 351,7 (98,5)
Lisina (umol/L) N=7 N=6 N=7
VN: 132 + 32 160 (113,1) 157,6 (37,7) 173,5 (100,5)
Glicina (umol/L) N=7 N=6 N=7
VN: 209 + 66 649,7 (329) 652 (449,4) 649 (259,9)
Lactato (mmol/mol creat) N=7 N=6 N=7
VN: 1-113 38,2 (30,2) 25,3 (12,8) 62,8 (60,8)
30Hpropidnico (mmol/mol creat)  N=7 N=6 N=7
VN: 5-27 354,8 (337,8) 422,3 (580,5) 412,5 (274,4)
« -cetoglutarato (mmol/mol creat) N=7 N=6 N=7
VN: 17-492 129,4 (130,3) 182,8 (246,1) 124,8 (115,2)
Citrato (mmol/mol creat) N=7 N=6 N=7
VN: 205-1735 1823,8 (1458,6) 2285,6 (1168,9) 3752,7 (1921,2)
Metilcitrato (mmol/mol creat) N=7 N=6 N=7
VN: 1-13 1451,4 (2438,8)  428,5 (369,1) 640,2 (447)
Citrato/ metilcitrato N=7 N=6 N=7

3,03 (2,71) 12,75 (12,47) 10,20 (12,18)
Fumarico (mmol/mol creat) N=7 N=6 N=7
VN: 0-17 32,2 (35,7) 25,5 (45,2) 46,5 (56,6)
Malico (mmol/mol creat) N=7 N=6 N=7
VN: 0-35 52 (66,1) 54,8 (104,1) 97,8 (174,3)
Succinico (mmol/mol creat) N=6 N=6 N=6
VN: 3-80 55,8 (58.5) 50,8 (25,7) 50 (3,9)

Tabla 11. Andlisis descriptivo de los pardmetros metabdlicos valorados a lo largo del estudio
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DISCUSION



l. Discusion sobre caracterizacion del perfil de los aminoacidos

plasmaticos durante un episodio de descompensacion aguda




I.1. Consideraciones sobre el papel central del musculo y la anaplerosis deficiente en la

fisiopatologia de la Acidemia propiodnica.

El musculo esquelético participa activamente en el metabolismo de los aminoacidos tanto
en periodos de ayuno como durante el ejercicio, manteniendo y produciendo cantidades
importantes de sustratos para el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT). Por lo tanto, el
metabolismo muscular de los aminoacidos juega un papel central en el metabolismo energético,
no como fuente directa de energia como la glucosa o los acidos grasos, sino como sustrato

anaplerdtico para el CAT?®,

A diferencia del higado que puede metabolizar la gran parte de los 20 aminoacidos, el
musculo tiene aparato enzimatico solamente para la oxidacién de 6: los tres aminoacidos
ramificados (Leu, Val, lle), Glutamato, Aspartato (Ast) y Asparagina (Asn)®. El musculo es el
principal sitio para la sintesis de Glutamina (GIn) y Alanina (Ala) a través de reacciones de
transaminacién de los aminodcidos ramificados (AARR)?%21, Estudios antiguos demostraron que
la infusidon de AARR en el musculo de rata resulta en una sintesis masiva de Glutamina (GIn) y
Alanina (Ala)*3”. El musculo esquelético libera en plasma cantidades mucho mas altas de GIn y
Ala (hasta 48% de GIn total en plasma y hasta 32% de la Ala), de lo que se esperaria por su
composicion proteica (7% Gln, 9% Ala), lo que sugiere una sintesis muscular de novo de estos dos

aminodacidos!38.

La GIn es el producto final principal del metabolismo proteico muscular, tanto en ayuno

como postprandial. Hay que recordar que la GIn es el aminodcido mas abundante en el plasma:



600-700 uM y que la tasa de sintesis de GIn en el musculo esquelético es mas alta que la de
cualquier otro aminodcido'3. El motivo para esta sintesis masiva de Gln sugiere el papel
importante que juega en otros érganos. En palabras de Hans Krebs: “Hay que buscar los motivos

para la sintesis muscular de GIn en los efectos en otros 6rganos (...)" 138,

En el estado postabsortivo y tras ingesta de una comida proteica, el musculo libera
grandes cantidades de GIn y Ala sintetizadas a partir de los aminoacidos ramificados como
donantes de grupo amino?%21, Solamente la Leu y parcialmente la Ile participan en reacciones de
oxidacion en el musculo para formar acetil CoA. La Val y el resto de la lle entran en reacciones de
transaminacién para formar Gln/Ala y sustratos anaplerdticos para el ciclo de Krebs!38. Durante
el ejercicio intenso, cuando los depdsitos de glicogeno se agotan, la anaplerosis se sostiene por
la oxidacion de la Leu y por la protedlisis muscular que libera grandes cantidades de aminoacidos;

138

la deaminacion de estos aminoacidos produce GIn y mantiene la anaplerosis **°, ver Figura 31.

La funcidon mds importante de la GIn parece ser la detoxificacién del amonio, sirviendo
como medio de trasporte para el NH4 hasta los érganos diana (higado y rifidn). Los hepatocitos
periportales tienen alta afinidad para GIn que es deaminada para formar Glu + NHz *. Sin
embargo, gran parte de la GIn es captada por el enterocito en donde se deamina y participa como
Glu en la sintesis de Pro y Orn/Cit/Arg. La captacidn intestinal de GIn se sigue de un aumento de

Cit en el area esplacnical®.
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Figura 31: metabolismo de los AARR en el musculo y su relacién con la sintesis de GIn/Glu y la
anaplerosis del CAT (adaptado de Wagenmakers, 1998). Ala: alanina, Asn: asparagina, Asp:
aspartato, Glu: glutamamto, GIn: glutamina, Leu: leucina, Val: valina, lle: isoleucina, a-KG: o-

cetoglutarato, a-KIV: a-cetoisovalérico, a-KMV: a-cetometilvalérico, a-KIC: a-cetoisocaproico.

La Ala, por otro lado, es el otro aminoacido resultante de la transaminacién muscular de
los AARR. La Ala interviene en la neoglucogenesis; se considera que hasta un 70% de la glucosa

en plasma es secundaria a la gluconeogénesis hepatica a través de Alal4%141142 | 3 GIn también



participa en la gluconeogénesis, principalmente renal, pero se considera que este proceso se

activa en el rifién a partir de 60 horas de ayuno®.

El metabolismo muscular de los AARR en condiciones de hiperamoniemia ha sido
estudiado exhaustivamente en los pacientes con cirrosis hepatica. Se ha observado una
disminucion de los niveles plasmaticos de AARR, reflejada también en la relacidn Fischer, lo que
ha determinado llegar a la hipdtesis de la necesidad de suplementacién con AARR a este grupo
concreto de pacientes!#4, Esta disminucidon de los AARR se acompafia de sintesis de Gln por lo
gue se ha propuesto que en condiciones de hiperamoniemia, el muisculo consume AARR para la
sintesis de GIn a través de reacciones de transaminacion*. A través del sistema L de
transportadores membranarios de aminodcidos neutros, la GIn se intercambia con los AARR, lo
que acentua la deplecidn extracelular de AARR necesarios para la detoxificacion del amonio!®°.
A pesar de que las condiciones fisiopatoldgicas son distintas, los estudios en los pacientes

cirréticos demuestran el papel central que juega el musculo en el metabolismo de los AARR para

la detoxificacion del amonio a través de la sintesis de GlIn.

En nuestros pacientes, hemos detectado una disminucion significativa de la GIn y Ala
durante los episodios de descompensacion metabdlica. Estos hallazgos, a pesar de ser descritos
por varios autores, no tienen una explicacion definitiva37485%13% | 3 disminucién paraddjica de la
GIn durante la hiperamoniemia difiere fundamentalmente de los episodios similares en otros
errores de metabolismo como los trastornos de ciclo de la urea. Por otro lado, los niveles

disminuidos de Ala no se asocian con la acidosis lactica que acompafian las crisis metabdlicas®’.



Por lo tanto, la disminucidn simultanea de la GIn/Ala cuya sintesis se realiza en el musculo no

puede ser una coincidencia y hay que buscar otro mecanismo fisiopatolégico.

La sintesis muscular de GIn/Ala se realiza a raiz de los aminodcidos ramificados y utiliza

Glu/ a -cetoglutarato como “compafiero” de transaminacion®13,

AARR (Leu/Val/lle) + a-cetoglutarato ———» a -cetoacidos (KIV/KMV/KIC) + Glutamato

Alanina + a-cetoglutarato ————» Piruvato + Glutamato

Desde este punto de vista, tanto la baja disponibilidad de a-cetoglutarato, como el
desajuste de los aminoacidos ramificados (restriccién dietética de Val e lle) podrian ser

responsables de la disminucién GIn/Ala durante los episodios de descompensacién metabdlica.

Varios estudios han propuesto las alteraciones del ciclo de los acidos tricarboxilicos y el
fallo energético secundario como posibles causas de la aparicion de las complicaciones crénicas
en la Acidemia propidnica®®®. En Acidemia propidnica, el ciclo de Krebs puede fallar en distintos
puntos clave, siendo las principales la deficiente anaplerosis y la toxicidad directa de los

metabolitos de AP sobre las enzimas integrantes®214>14¢ ver Figura 32.
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Figura 32: Mecanismos propuestos para las alteraciones del metabolismo energético en AP (PDH:
piruvato deshidrogenasa, CS: citrato sintetasa, IDH: isocitrato deshidrogenasa, KGDH: o-
cetoglutarato deshidrogenasa, PCC: propionil CoA carboxilasa, SUCL: succinil CoA ligasa, CIT:
citrato, ICT: isocitrato, 2KG: aketoglutarato, SCoA: succinilCoA, SUC: succinato, FUM: fumarato,

MAL: malato, OAA: oxaloacetato), adaptado de Kolker 2013.

La deficiencia de anaplerosis se debe en primer lugar al déficit de succinil CoA secundario
al defecto enzimdtico primario de la propionil CoA carboxilasa. Por otro lado, el exceso de
propionil CoA resultado se une con el oxaloacetato para formar metilcitrato, un metabolito de
alta toxicidad. La deplecion de succinil CoA y de oxaloacetato resultaria en una anaplerosis

deficiente con dismininucién de a-cetoglutarato. Niveles funcionalmente disminuidos de a-



cetoglutarato tendrian consecuencias sobre la sintesis de GIn/Ala, que podrian ser considerados
como expresion indirecta de la anaplerosis deficiente. La deficiencia de a-cetoglutarato provoca
alteraciones en otras vias metabdlicas, como la via de las Sacaropinas con aumento secundario
de los niveles de lisina en plasma. Otros estudios han documentado aumento de los niveles de
lisina en los pacientes con AP durante los episodios de hiperamoniemia, hallazgo interpretado
como secundario a niveles inadecuandos de a-cetoglutarato3”°°. En nuestro estudio no hemos

observado cambios sinificativos en los niveles plasmaticos de lisina.



I.2. Consideraciones sobre las alteraciones en el perfil de aminoacidos sustrato del ciclo de la

urea.

Gran parte de la morbimortalidad en los pacientes con acidemia propidnica se atribuye a
sus descompensaciones metabdlicas agudas. A pesar de los avances conseguidos en los ultimos
anos en el diagndstico precoz de los pacientes, el tratamiento hasta la fecha consigue reducir,
pero no eliminar el riesgo de que se produzcan estos episodios. Durante los mismos, uno de los
factores determinantes es la apariciéon de hiperamoniemia debido a su alto poder patogénico
sobre todo a nivel neuronal. Entender la etiopatogenia de la hiperamoniemia en estas situaciones
es imprescindible para intentar reducir su aparicién, su grado de severidad y sus secuelas. Por
este motivo, el estudio de la disfuncidn que se produce en el ciclo de la urea en estos pacientes
serd una de las claves para conseguir una mejor evolucién para los pacientes en un futuro.

Hemos explicado en el apartado anterior, las posibles implicaciones fisiopatoldgicas de
los niveles paraddjicamente disminuidos de GIn durante los episodios de descompensacion.
También hemos observado una disminucidn estadisticamente significativa de la citrulina (Cit) en
las crisis metabdlicas, tanto en las que sélo cursan con cetosis como en las que se produce
hiperamoniemia. Se ha objetivado una disminucidn de la ornitina (Orn) y arginina (Arg) durante
los episodios de descompensacion, pero este hallazgo no ha alcanzado significacion estadistica.
Finalmente, a estos hallazgos se afade curiosamente una disminucion significativa de la prolina
(Pro) durante las descompensaciones, a pesar de mantener niveles en rango normal en
estabilidad. Este hallazgo no ha sido descrito previamente en la literatura. La disminucién de

prolina es todavia mas marcada si se acompafa de hiperamoniemia.



En un estudio sobre la relacién interdrganos en la homeostasis de los aminodcidos, se ha
demostrado que la captacidn intestinal de glutamina (GIn) se acompafia de sintesis de Cit**°, El
area esplacnica libera Cit, captada luego por el rifdn para la sintesis de Arg. Los hallazgos apoyan
un circuito GIn-Cit-Arg in vivo, considerando la Cit/Arg como productos finales del metabolismo

de GIn/Glu.

La biodisponibilidad de la Orn es, junto con el N-acetil glutamato (NAG), uno de los puntos

clave en la regulacién del ciclo de la urea®. Las fuentes de Orn son la ingesta de proteinas o la

sintesis de novo en el intestino delgado a partir de glutamina (GlIn)/glutamato (Glu), con la Al
pirolin-carboxilato sintetasa (P5CS) como enzima clave. La mitocondria del enterocito dispone de
un amplio aparato enzimatico que conecta la GIn/Glu con el ciclo de la urea: P5CS, N-acetil
glutamato sintetasa (NAGS), ornitin aminotransferasa (OAT), carbamoil fosfato sintetasa 1
(CPS1)'¥’. Otros tejidos extraintestinales que tienen P5CS no expresan el resto de las enzimas
descritas anteriormente, lo que sugiere el papel central del enterocito en la sintesis de novo de

Orn que se convierte en Arg (en nifios <5 afios) o en Cit (en > 5 afios)'*’, ver Figura 33.

La Al—pirolin—carboxilato sintetasa (P5CS) es una enzima ATP y NADH dependiente
localizada en la membrana interna mitocondrial y que interviene en la sintesis de novo de Orn 'y
Pro a partir del glutamato (Glu) resultado de la conversion de la glutamina (GIn). Se han descrito
dos isoformas: la corta localizada en el enterocito cuya actividad es modulada por los niveles de
Orn; la isoforma larga de localizacidn extraintestinal interviene sobre todo en la sintesis de Pro a

partir del Glu y tiene una actividad independiente de la Orn!#,
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Figura 33.: sintesis de la Orn/Cit/Pro en el enterocito a partir del Glu. CP: carbamoil-fosfato; CPS1:

carbamoil-fosfato sintetasa 1; NAGS: N-acetil glutamato sintetasa; NAG: N-acetil glutamato;

P5CS: Al—pirolin—carboxilato sintetasa; PYCR: pirolin 5-carboxilato reductasa 1,2; P5C: pirolin 5-
carboxilato; GSA: glutamato semialdehido; Glu: glutamato; GIn: glutamina; Pro: prolina; Orn:
ornitina; Cit: citrulina; OAT: ornitin aminotransferasa; OTC: ornitin transcarbamilasa. Adaptado

de Marco-Marin, JIMD 2020.

Nuestra hipotesis es que el déficit de GIn durante los episodios de descompensacion
podria resultar en una disminucidn de la sintesis de los aminodcidos sustratos del ciclo de la urea
a través de la P5CS. El perfil metabdlico de los aminodcidos observado durante Ia
descompensacion en nuestros pacientes con AP favorece esta teoria ya que incluye niveles

disminuidos de GlIn, junto con hipoprolinemia e hipocitrulinemia; los niveles de Argy Orn, aunque



diminueron con respecto al basal, no alcanzaron significacidn estadistica. Este es el perfil descrito

en los pacientes con deficiencia primaria de P5CS debida a mutaciones en el gen ALDH18A1 56148,

La disminucién de los niveles de Pro no ha sido descrita hasta ahora en los pacientes con
AP y se desconocen sus implicaciones en la fisiopatologia de la enfermedad. Es posible que tenga
influencia también en otros mecanismos fisiopatoldgicos ya que el ciclo de la Pro/Pirolin 5-
carboxilato se encuentra en un cruce metabdlico que conecta el ciclo de la urea con el ciclo de

los acidos tricarboxilicos a través del sustrato comun GIn/Glu, ver Figura 34.

Aunque sélo hemos estudiado las alteraciones de los aminodcidos relacionados con el
ciclo de la urea durante los periodos de descompensacion, otros autores describen alteraciones
transitorias en el perfil de estos aminoacidos incluso en periodos de estabilidad®®®. Estas
alteraciones podrian tener repercusion en la aparicidon de las complicaciones crénicas de los
pacientes. Por ejemplo, un estudio multicéntrico reciente ha encontrado una asociacién
significativa entre el crecimiento y los niveles plasmaticos de Arg en los pacientes con acidemia
propidnica y metilmaldnical??. Este curioso hallazgo, puesto que la Arg no estd directamente
implicada en la ruta metabdlica de la AP, podria deberse a defectos en su sintesis por la disfuncién
secundaria de la P5CS que proponemos. Ademas, la Pro es uno de los principales aminodcidos en
el coladgeno, fundamental en el desarrollo soméatico'*®. En los Ultimos afios varios procesos
metabdlicos se han relacionado con las vias metabdlicas de la Pro, como la apoptosis o la

embriogénesis entre otros!#°,
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Figura 34: papel del P5CS como cruce metabdlico entre el ciclo de la urea y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Leyenda: CP: carbamoil-fosfato, GSH: glutamato semialdehido, Glu: Glutamato,
GIn: Glutamina, Pro: Prolina, Orn: Ornitina, Cit: Citrulina, OAT: ornitin aminotransferasa, OTC:
ornitin transcarbamilasa, Arg: Arginina, a-KG: a-cetoglutarato, 1: Pirolin-5-carboxilato reductase
(PYRC), 2: Prolina deshidrogenasa/Prolina oxidase (PRODH/POX), 3: Pirolin-5-carboxilato
sintetasa, 4: reaccidn espontanea, 5: glutamato deshidrogenasa, 6: glutaminase, 7: orinitin
aminotransferasa, 8: ornitin transcarbamilasa, 9: Pirolin-5-carboxilato deshidrogenasa, CAT: ciclo

de los acidos tricarboxilicos. Adaptado de Phang, 2019.



1.3 Alteraciones en el perfil de aminoacidos aromaticos

En la acidemia propiodnica las vias metabdlicas de los aminoacidos aromaticos no estan
alteradas. Sin embargo, en las muestras en descompensacién de nuestros pacientes hemos
detectado un aumento significativo de la fenilalanina Phe (con la cetosis, no con la
hiperamoniemia) y una disminucién no descrita previamente de los niveles del triptéfano (Trp)

(con la hiperamoniemia), ver Tabla 4 y Figura 22.

Los aminoacidos aromaticos (fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr), triptéfano (Trp)) juegan un
papel esencial en la sintesis de neurotransmisores, tanto a nivel del sistema nervioso central,
como periférico. La Phe/ Tyr interviene en la sintesis de dopamina y catecolaminas, mientras que
el Trp estd implicado en la sintesis de serotonina®°. Por lo tanto, el funcionamiento normal del
cerebro depende del flujo continuo de nutrientes desde la periferia a través de la barrera
hemato-encefdlica (BHE). Los aminoacidos precisan un sistema de transporte a través de
membranas, entre las que se encuentra la BHE, y por lo tanto han sido estudiados para entender
la fisiologia y la fisiopatologia del sistema nervioso central. El sistema de L de trasporte de
aminodcidos (LAT) se refiere a un sistema de trasporte comun para distintos aminoacidos neutros
(Leu, lle, Val, Lys, Met, Phe, Trp, Tyr, His). Se sabe que el flujo neto hacia el sistema nervioso
central puede estar determinado por la concentracidén plasmatica de un aminoacido concreto al
provocar una inhibicion competitiva de los demas. El caso mas estudiado es el de la
fenilcetonuria, en la que este concepto se utiliza con fines terapéuticos al administrar

suplementos de aminoacidos neutros para reducir el paso intracerebral de Phe y asi disminuir su



efecto neurotoxico®®?. En los pacientes con enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce un
estudio reciente ha demostrado que los elevados niveles plasmaticos de Leu compiten en el
sistema L, lo que provoca su paso masivo al sistema nervioso central (SNC) y aumenta la
neurotoxicidad!>2. Estos modelos demuestran como desequilibrios en los niveles plasmaticos de

los aminoacidos neutros pueden influir en la actividad del SNC.

El indice de Fisher, utilizado habitualmente como marcador de la funcidn hepatica, es un
cociente entre los aminodcidos ramificados (lle+Leu+Val) y los aminodcidos aromaticos (Phe+Tyr)
y por lo tanto indica si hay un equilibrio o no entre los distintos aminodcidos neutros. En nuestros
pacientes, al igual que en otros estudios similares®>®, el indice de Fischer se encuentra
disminuido durante los episodios de estabilidad metabdlica (por la restriccién dietética de Val e
lle), pero aumenta hasta acercarse a la normalidad durante los periodos de descompensacién

(por el de los aminoacidos ramificados secundarios al catabolismo), ver Tabla 3.

Es posible que este desequilibrio prolongado en los niveles de los distintos aminoacidos,
y por lo tanto en su paso a SNC, pueda favorecer o empeorar los sintomas neuroldgicos de los
pacientes con AP. Ademas, la alteracion en el metabolismo de los neurotrasmisores puede
también tener repercusiones periféricas. La disminuciéon de los niveles de Trp, no descrita
previamente, puede provocar alteraciones a nivel de la motilidad gastrointestinal, por su
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implicacion en la sintesis de serotonina™" y de forma secundaria favorecer la aparicion de

estrefiimiento y la produccidn de propidnico y amonio por la flora intestinal.



Il. Discusion sobre caracterizacion del perfil clinico, bioquimico y

metabdlico de las complicaciones cronicas




1.1 Consideraciones sobre el perfil metabdlico de los pacientes con anemia severa persistente

Las complicaciones hematoldgicas en la AP se han descrito sobre todo durante las crisis
agudas, en forma de pancitopenia®. Sin embargo, fuera de los episodios de descompensacién
metabdlica, los pacientes también pueden presentar anemia, neutropenia o plaquetopenia®l.
Dado el escaso numero de pacientes, la incidencia real de las complicaciones hematolégicas es
desconocida. Un metaandlisis reciente valora la presencia de anemia como relativamente
frecuente, incluso por encima de complicaciones clasicas como la cardiomiopatia o las lesiones
de ganglios basales®. En un estudio sobre las complicaciones a largo plazo en las acidemias
organicas y los trastornos de ciclo de la urea tras analizar el registro europeo, Kolker et al valoran
gue la presencia de anemia en pacientes con AP llegaria a una incidencia de 22%; la leucopenia
y la trombocitopenia se verian en hasta un 18%°*.

Se han propuesto como causas para los trastornos hematoldgicos la toxicidad de varios
metabolitos (3 hidroxi propiénico, metilcitrato, tiglilglicina), la falta de varios nutrientes®! o la
disfuncién mitocondrial®. La pancitopenia se observa sobre todo en pacientes con AP durante los
episodios de descompensacion metabdlica y suele ser reversible?1>315% apoyando la hipdtesis de
toxicidad directa de los metabolitos alternativos del propionato. Sin embargo, la presencia de los
trastornos hematoldgicos durante los periodos de estabilidad metabdlica no ha sido del todo

aclarada.

La sangre es un tejido con alta tasa de regeneracién teniendo en cuenta que sus células
maduras tienen una vida media relativamente corta. Por lo tanto, las necesidades de nutrientes,

y sobre todo de aminodcidos son altas comparando con otras estructuras. La demanda constante



y elevada de nutrientes por parte del tejido hematopoyético lo hace relativamente sensible en
situacién de malnutricion'®. La anemia relacionada con la malnutricién protein-calérica es un
cuadro muy frecuente sobre todo en las edades extremas, nifios y personas mayores y puede

tener también un componente de eritropoyesis ineficaz!®.

Sin embargo, la produccion constante de células sanguineas no solamente depende del
aporte de nutrientes en si, sino también del microambiente hematopoyético (nicho), estructura
que regula la fisiologia de las células madre hematopoyéticas (CMH). En los ultimos afios se ha
estudiado la influencia de la composicion dietética en relacion con la fisiologia y la viabilidad de
las CMH. Varios trabajos recientes, sobre todo en relacién con el acondicionamiento pre-
trasplante de médula désea, han demostrado la influencia de la composicion dietética en
aminodcidos ramificados y cisteina (Cys) sobre el funcionamiento de las CMH vy del
microambiente hematopoyético. Se ha demostrado que la valina (Val) y la Cys son
imprescindibles para el mantenimiento de las CMH’. In vitro, tanto las CMH humanas como de
los ratones han dejado de proliferar en medios exentos de Val y Cys; ademas, en los ratones
alimentados con dieta restringida en Val el recuento de CMH ha disminuido radicalmente tan
solo una semana después. Es mas, la dieta restringida en Val ha logrado vaciar el nicho
hematopoyético medular, sin necesidad de ablacién quimica o radioterdpica'®’. Otro trabajo
reciente en la misma linea investiga el efecto del balance de los aminodacidos ramificados en
relacién con la viabilidad de las CMH. Cuando la restriccion dietética de la Val es de un 10%, la
actividad de las CMH estd discretamente alterada; pero cuando la misma restriccion de la Val se

aplica un aumento en la dieta de la lle y Leu, la expansidén de las CMH se ve completamente



bloqueada®®®. El motivo por el que las CMH sean tan sensibles al aporte disminuido de Val y al

equilibrio entre los tres aminodcidos ramificados no ha sido investigado.

Estudios en ratones han demostrado que la Leu disminuye los niveles plasmaticos Val e
lle a través del sistema L de traporte de aminoacidos!>°. Los animales que reciben alto aporte de
Leu presentan niveles disminuidos de Trp, Val, lle, Met y Ala en el sistema nervioso central, los
que puede afectar la sintesis de neurotransmisores®®. Otros estudios han demostrado la
importancia del equilibrio de los niveles plasmaticos de aminoacidos ramificados en el

crecimiento y la inmunidad celular en modelos animales!6:162,

El tratamiento dietético en los pacientes con AP es uno de los pilares fundamentales y se
basa en la restriccidn de las proteinas naturales de alto valor bioldgico junto con suplementos de
aminodacidos exentos de Val, lle, metionina y treonina cuando la tolerancia proteica es menor de
la recomendada por la OMS/FAO. Por lo tanto, la combinacidn entre la restriccion proteica y los
suplementos pueden derivar en un desequilibrio del aporte de los aminoacidos ramificados con
valores altos de la Leu/Val o Leu/lle, que se expresa directamente en los niveles plasmaticos, al

ser aminodcidos esenciales!?2123,124,

En nuestro estudio utilizamos los valores de ferritina para intentar identificar aquellos
pacientes que tienen anemia crdnica grave y por tanto precisan transfusiones de repeticién. Al
excluir los pacientes con descompensacion y/o infecciones intercurrentes se reduce el riesgo de
incluir aquellos con otras posibles causas de anemia o aumento de la ferritina. Observamos que
la ferritina (y por tanto la anemia grave) se asocia con niveles mas altos de Leu, habiendo una

correlacion negativa con la Val y con las ratios Val/Leu e lle/Leu. Ademas, hay una correlacion



negativa entre la ferritina y la ingesta de proteinas naturales de alto valor biolégico y una relacion
directa entre la prescripcion del producto especial exento de aminodacidos propiogénica y la
sobrecarga férrica, ver Tabla 7 y Figura 23. Nuestros resultados por tanto apoyan la hipdtesis de
un disbalance de las AARR y del componente nutricional en la aparicion de algunas
complicaciones crdnicas, en este caso de la anemia grave, en los pacientes con AP en periodos

de estabilidad metabdlica.



1.2 Consideraciones sobre el perfil metabdlico de los pacientes con pancreatitis

Aunque se trata de una complicacion poco frecuente, en algunos pacientes con acidemia

propidnica se han descrito episodios de pancreatitis aguda, recurrente o crénica?. La gravedad

de estos episodios es variable, desde pancreatitis fulminantes hasta casos leves con buena

evolucién:

Gilmore et al describen el caso de un paciente con episodios repetidos de
hiperamilasemia e hiperlipasemia sin alteraciones en el estudio de imagen en contexto
de descompensaciones metabdlicas'®®. Los autores sugieren similitudes entre los
episodios de descompensacion metabdlica con cetosis que asocian alteraciones
enzimaticas pancreaticas y la cetoacidosis diabética en la que se han descrito aumento de
lipasa/amilasa en hasta un 40% en nifios!®4.

Burlina et al describen entre los primeros dos casos de pacientes con acidemia propionica
complicada con pancreatitis aguda®®. En un primer caso, la paciente presentaba niveles
discretamente elevados de triglicéridos, sin datos de descompensacidn metabdlica; sin
embargo, la evolucién fue nefasta y la paciente fallecié a poco tiempo del ingreso, con
datos de pancreatitis grave difusa en la necropsia. El segundo paciente presentaba una
clinica de crisis metabdlica con hiperamoniemia y cetosis masiva y tuvo una buena
evolucioén clinica.

Choe et al presentan el caso de un nifio de 4 afios diagnosticado de acidemia propionica

a raiz de un episodio de pancreatitis aguda (aumento de enzimas y edema pancreatico en



la resonancia magnética abdominal) en contexto de una crisis metabdlica con

hiperamoniemia y cetosis!®®,

e Bultron et al reportan el caso de una nifia con AP que presenta pancreatitis recurrente
(dolor abdominal, aumento significativo de las enzimas y edema pancredtico en la
ecografia abdominal) fuera de crisis metabdlicas®®’.

e Kahler et al describen episodios de pancreatitis aguda en una serie de pacientes con
acidemias organicas®®. Encuentran 9 episodios entre 108 pacientes, 5 de ellos con
acidemia metilmaldnica, 3 con acidemia isovalérica y uno con enfermedad de la orina con
olor a jarabe de arce. Ademas, en la literatura hay otro caso de pancreatitis en un paciente

169 y otro episodio en homocistinuria®’®.

con acidemia 3-hidroxi-3-metilglutarica

Las causas de las pancreatitis en acidemia propidnica no estan elucidadas. Tampoco
parecen estar en relacion con descompensaciones agudas porque sélo algunos pacientes tienen
acidosis o cetosis coincidente, y en menos se observa hiperamoniemia.

En nuestra serie, hemos identificado 7 episodios de pancreatitia, de los cuales 4 tenian
una causa probable (ver Tabla 8). Una paciente tuvo episodios recurrentes asociados a
hipertrigliceridemia. En esta paciente la prueba de heparina fue sugestiva de deficiencia de la
lipoproteina lipasa a, pero no se ha confirmado por diagnostico genético. La hipertrigliceridemia
es una causa establecida de pancreatitis aguda, pudiendo provocar ataques recurrentes que
precisan hospitalizaciones de repeticion. El riesgo de pancreatitis aguda cuando el nivel de
triglicéridos es >1.000 mg/dl y > 2.000mg/dl es de un 5% y 10-20% respectivamentel’?, El manejo

de la pancreatitis inducida por hipertrigliceridemia no difiere de las producidas por otras causas,



pero hay que identificar la causa de la dislipemia y tratarla en la medida de lo posible. En este
caso la paciente tuvo episodios graves y prolongados que requirieron hospitalizaciones y una
nutricion parenteral, adaptada a su metabolopatia, prolongadas. Mantener los niveles de
triglicéridos < 500mg/dl previene nuevos ataques de pancreatitis aguda. En nuestro caso, la
paciente precisa una dieta muy restringida en grasas pero ha tenido una buena evolucidn
posterior.

En 3/7 los episodios de pancreatitis coincidieron con descompensaciones metabdlicas en
el contexto de bacteriemias por bacterias intestinales relacionadas con catéter central (1
bacteriemia por Escherichia coli, 2 bacteriemias por Enterococcus faecalis). Durante estos
episodios los pacientes presentaron hiperamoniemia leve y todos tuvieron una buena evolucién
con medidas conservadoras. El aumento de las enzimas pancredticas en el contexto de
bacteriemia se ha descrito sobre todo en relacién con episodios de enterocolitis. En un estudio
reciente, se ha observado que el aumento de las enzimas pancredticas se relaciona con la colitis
derecha y sobre todo con cultivos positivos de heces y sangre, siendo las bacterias que con mas
frecuencia se han identificado Salmonella y Escherichia coli 172, Los autores hipotetizan como la
causa de las alteraciones pancreaticas la diseminacidn hematégena o por contigiliidad por la
cercania entre el colon derecho y el pancreas. La afectacion pancredtica también se ha atribuido
a que durante los episodios de inflamacion puede haber una resorcién de macromoléculas, como
la amilasa y lipasa, por el aumento de la permeabilidad intestinal. En este caso, varias
endotoxinas de las bacterias intestinales podrian también traspasar, llegar a los ganglios
mesentéricos u otras estructuras adyacentes y provocar lesiones, tal y como se ha demostrado

en modelos animales!’3.



Curiosamente en nuestra serie durante los episodios de pancreatitis aguda solamente se
ha objetivado aumento de la lipasa pancreatica, manteniéndose la amilasa en niveles normales-
bajos. A pesar de que muchos autores abogan por la determinacidn de los niveles de lipasa en
lugar de la amilasa para el diagnostico de la pancreatitis aguda por su mayor sensibilidad y
especificidad'’4, se han descrito episodios de aumento significativos de los niveles de lipasa sin
patologia pancreatica. Por lo tanto, hay que preguntarse, éla hiperlipasemia sin hiperamilasemia
es diagnéstico de pancreatitis aguda? La lipasa es un enzima que aparte de los acinos
pancreaticos en donde se halla en gran cantidad, se encuentra también en otras zonas del tracto
digestivo, como el colon, estémago, intestino delgado o esdfago; incluso se ha descrito en los
pulmones, musculo cardiaco y leucocitos!’>1’®, En una revisién sistematica reciente, los autores
han tratado de identificar causas de aumento de la lipasa en pacientes sin pancreatitis. Entre las
causas de hiperlipasemia sin pancreatitis se describe enfermedad celiaca, infecciones (HIV, VHC),
neoplasias del tracto digestivo, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes tipo Il o drogas
hipoglucemiantes, sarcoidosis; también se han descrito episodios de hiperlipasemia sin
pancreatitis en pacientes criticos, sobre todo politraumatizados!’’. Teniendo esto en cuenta, es
posible que el aumento de lipasa en los pacientes con infeccidn bacteriana pueda deberse
parcialmente al estado inflamatorio en el que se encuentran. Por este motivo, antes de
diagnosticar al paciente de pancreatitis, y tomar las medidas terapéuticas que este diagndstico
supone, se debe confirmar mediante pruebas de imagen.

Actualmente, los autores apuntan principalmente, aunque con escasa evidencia, a la
disfuncién mitocondrial®. Los estudios son extremadamente escasos'’® por lo que esta hipétesis

se apoya sobre todo en las similitudes con las citopatias mitocondriales, en las que la aparicion



de pancreatitis aguda o recurrente se ha descrito hace relativamente poco tiempo!’918, Esta
complicacién puede formar parte de un cuadro multiorganico o aparecer de forma aislada.
Aparte de la pancreatitis, la AP comparte con las citopatias mitocondriales muchas
manifestaciones del tracto gastro-intestinal: vAmitos ciclicos, alteraciones hepaticas,
estrefiimiento o diarrea, gastroparesis, pseudoostruccién intestinal etc. Sin embargo, los
episodios de pancreatitis descritos en las enfermedades mitocondriales tienden a ser asépticos y

con buena evolucidn con tratamiento conservador!®l,
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Figura 35: Mecanismos propuestos para la pancreatitis en AP. Cit: citrulina, Orn: ornitina, Lis:

lisina, Tre: treonina, Met: metionina.



Nosotros proponemos otras posibles explicaciones etiopatogénicas para la aparicién de
pancreatitis en AP:
1.- Algunos metabolitos propios de la AP pueden tener un efecto toxico directo sobre varios
tejidos y drganos. El metilcitrato se ha perfilado como un potente téxico para la médula dsea,
induciendo aplasia medular y citopenias durante las crisis metabdlicas!**. De la misma manera,
el metilcitrato podria tener un efecto toxico para el pancreas, induciendo lesion tisular.
2.- En nuestros pacientes el aumento de la lipasa se asocia con niveles disminuidos de treonina
(Tre) con una fuerte significacién estadistica (p-valor: 0,004). La Tre es uno de los aminoacidos
propiogénicos cuyo papel es menos conocido. Curiosamente, a pesar de ser uno de los
aminoacidos esenciales, una proporciéon importante de Tre (hasta 60%) se queda a nivel
intestinal®®*! en donde participa en la sintesis de mucina®? y por tanto es indispensable para
mantener la integridad de la mucosa intestinal. Alteraciones en la permeabilidad intestinal
secundaria a la dieta restringida en Tre cobrarian una importancia especial en los pacientes con
AP, sabiendo que, en nuestra serie, algunos pacientes presentan alteraciones pancredticas
coincidiendo con infecciones por bacterias intestinales.
3.- Los episodios de hiperlipasemia se asocian con niveles mas disminuidos de Cit (p-valor: 0,002)
y mas altos de Orn (p-valor: 0,001). Hay modelos murinos de pancreatitis aguda inducida por los
aminodcidos dibasicos Orn, Arg y Lis, pero no Cit'®18, Hemos demostrado en los capitulos
anteriores que durante los episodios de hiperamoniemia se observan niveles muy disminuidos
de Cit; otros autores han descrito, aunque de manera inconstante, niveles disminuidos de Arg®’.

Ademas, los pacientes con AP pueden presentar niveles mas altos de Lis como consecuencia de



la deficiencia de alfa-cetoglutarato y disfuncion de la via de la Sacaropinas 3”°°. Por lo tanto, un
desajuste en los niveles de aminodcidos dibasicos podria favorecer la apariciéon de las
alteraciones pancreaticas en los pacientes con AP.

Resumimos los mecanismos propuestos para las alteraciones pancreaticas en la AP en la

Figura 35.



1.3 Consideraciones sobre las complicaciones neurolégicas.

La mayor parte de las complicaciones crénicas en los pacientes con AP estan relacionadas
con la afectacién del sistema nervioso central (SNC)*>!*8, Clinicamente los pacientes con AP
pueden presentar retraso psicomotor, trastornos de movimiento secundarios a lesiones en
ganglios basales, trastorno de espectro autista, epilepsia, trastornos psiquiatricos (alucinaciones,
psicosis...) etc. Las lesiones del SNC observadas en estos pacientes pueden afectar cualquier
estructura, pero con frecuencia se han descrito lesiones de sustancia blanca subcortical o los
ganglios basales3. Entre las acidemias organicas, la AP es la que mas complicaciones neuroldgicas
presenta a largo plazo®®. Las lesiones cerebrales derivan en parte de las crisis metabdlicas que
cursan con hiperamoniemia, pero también aparecen en pacientes sin descompensaciones
graves, en los que tienen adecuando control metabdlico o posttrasplante de higado*'®’. La
implementacion del cribado neonatal y el tratamiento precoz deberia haber evitado este
prondstico neuroldgico nefasto, pero, aunque ha mejorado no ha sido completamente asi .
Varios mecanismos se han propuesto para explicar la fisiopatologia de las lesiones de SNC aparte
de las producidas por la hiperamoniemia, pero no existe todavia un nivel de evidencia suficiente
para una conclusién definitiva sobre ninguna de ellas.

La fisiopatologia de las alteraciones cerebrales en acidemias organicas no se puede
entender por completo sin contar con el funcionamiento de la barrera hemato-encefalica (BHE).
En este sentido, la BHE puede tener un doble papel, tanto por la regulacidn del flujo intracerebral
de nutrientes como por el atrapamiento de varias moléculas potencialmente tdxicas a nivel

cerebral. Se ha propuesto la existencia de una sintesis intracerebral de acidos organicos que no



pueden “escaparse” a través de la BHE, quedando atrapados en el SNC en donde pueden ejercer
sus efectos toxicos. Es la llamada “trapping hypothesis” propuesta por Kohler et al principalmente
para acidos dicarboxilicos como el glutarico o el 3-OH-glutérico®. Sin embargo, esta hipdtesis
no puede ser una explicacion completa en el caso de la AP, dado que el propionato es un acido
monocarboxilico que pasa la BHE a través del trasportador MCT1 y el metilcitrico es un acido
tricarboxilico!®®,

Tanto el propionato, como el metilcitrato han sido propuestos y estudiados como téxicos
cerebrales importantes. El propionato inhibe GABA-transaminasa, lo que aumenta los niveles de
GABA cerebrales induciendo coma y letargia®3. Los ganglios basales, sobre todo el estriatum son
unas de las zonas cerebrales con mas densidad de neuronas GABA-ergicos (>90%) (Gerfen, 1988),
por lo que la toxicidad directa del propionato podria ser uno los mecanismos mas importantes
para las lesiones en los ganglios basales®3.

A nivel del SNC, varios autores han apuntado que el propionato se metaboliza en las
células gliales, pero no en neuronas que carecen del aparato enzimatico'®l. Por lo tanto, las
células gliales tienen capacidad de realizar la oxidacidén del propionato a propionilCoA, que en el
caso de la AP quedaria atrapado en las células con efectos potencialmente tdxicos (ej: inhibicion
de las enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxicilicos®38?). En este sentido, se ha propuesto que
el propionato puede representar un toxico glial, lo que tendria implicaciones en la fisiopatologia
de las lesiones de sustancia blanca, dado que los oligodendrocitos juegan un papel fundamental
en el funcionamiento de la ultima®!. Ademads, el propionato afecta la acetilacion de las histonas,
lo que implicaria potencialmente cambios en la transcripcion genétical®l. En modelos animales,

se ha demostrado que el propionato provoca disminucién de los neurotransmisores GABA,



dopamina y serotonina e induce lesiones en el ADN2, El propionato se ha relacionado con la
presencia de autismo en varios modelos animales, aunque sin tener una explicacién
fisiopatoldgica definitiva2.

En otro estudio reciente, los autores demuestran el efecto toxico directo del metilcitrato
que inhibe la glutamato deshidrogenasa y aumenta la permeabilidad mitocondrial'®3.
Curiosamente, en un modelo animal de acidemia metilmaldnica, los autores concluyen que el
metilcitrato es mds toxico que el acido metilmaldnico, induciendo cambios celulares
estructurales e hiperamoniemia con niveles disminuidos de glutamina®®*.

Ademads, la BHE regula la sintesis de los neurotransmisores por la biodisponibilidad de los
precursores (aminoacidos aromaticos entre otros), como hemos explicado en los capitulos
anteriores. Hay muy pocos estudios sobre los niveles de aminoacidos en el liquido cefaloraquideo
(LCR) de los pacientes con AP. Scholl-Burgi et al describen el aminograma en el LCR de un paciente
con AP durante un episodio ictus-like y encuentran niveles aumentados de glutamina (GIn) y
alanina (Ala) comparando con el plasma; en el caso de la glicina (Gly) hay un aumento importante
en el LCR, pero con un ratio LCR/plasma normal®>. En la resonancia magnética (RM) craneal de
tres pacientes con AP, los autores presentan hallazgos en la espectrometria, como la disminucidn
del N-acetil aspartato sugestivo de disfuncion y pérdida neuronal y disminucién del mio-inositol,
junto con un pico de Glu+Gln y niveles altos de Ala'®®. Curiosamente, los niveles altos de Ala
descritos en los dos estudios presentados anteriormente no se asocian con aumento plasmatico
de Ala y podrian reflejar hiperlactacidemia cerebral.

La hiperglicinemia es uno de los marcadores diagndsticos de la AP y se debe a la inhibicion

de las enzimas hepaticas del sistema de degradaciéon de la glicina (“glycine cleaveage system”)



por el propionilCoA®°. La glicina es un neurotransmisor que modula el receptor N-metil D-
aspartato (NMDA) actuando como co-agonista necesario'®’. Por lo tanto, la modulacién de la
neurotransmisidon excitatoria podria ser otro mecanismo de neurotoxicidad, sobre todo en el
caso de los pacientes con epilepsia3.

Finalmente, varios autores han propuesto alteraciones en el metabolismo del ciclo
glutamato (Glu)/glutamina (GIn) como parte de explicacidn para las complicaciones neuroldgicas
a largo plazo en AP>'19, Por un lado, el Glu contribuye de manera fundamental al aclaramiento
del amonio a través de la sintesis de GIn, pero no solamente interviene en la homeostasis del
amonio, sino que es uno de los sustratos anapleréticos mas importantes, como buffer (regulador)
de los intermediarios C4-C5 del ciclo de los &cidos tricarboxilicos®. Ademads, el Glu es el principal
neurotransmisor excitatorio a través de su receptor NMDA e interviene en la sintesis
intracerebral de glutatién (GSH), con un potente efecto antioxidante.

Es importante mencionar que el Glu no se encuentra entre los aminoacidos que cruzan
de manera significativa la BHE'®, por lo que los niveles periféricos no justifican la concentracién
intracerebral. Por lo tanto, cabe preguntar, éicual es el origen del Glu cerebral? De nuevo
volvemos a los aminoacidos ramificados; varios autores proponen la ruta de los aminodacidos
ramificados a través de las enzimas BCAT (branch-chained aminotransferase) como fuente
principal de Glu intracerebral!®®%, ver Figura 36. Por lo tanto, alteraciones de los aminoacidos
ramificados a nivel cerebral tendrian efectos directos en la sintesis de Glu, con todas sus

implicaciones mencionadas anteriormente.
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Figura 36. Contribucion de los aminoacidos ramificados en la sintesis intracerebral de Glu/GIn. «
-KG: alfa-cetoglutarato, SUCC: succininato, AARR: aminoacidos ramificados, a-KA: a -cetoacidos,
Glu: glutamato, GIn: glutamina, BCAT: aminotransferasa de los AARR, GDH: glutamato
deshidrogenasa, GS: glutamina sintetasa, G-asa: glutaminasa, GABA-trans: GABA transaminasa,

GABA-D: GABA decarboxilasa. Adapatdo de Cooper, 2016.

En nuestra serie, la mayoria de los pacientes presentan alglin tipo de lesiéon o
complicacién relacionada con el sistema nervioso. Dada la complejidad y multitud de factores
que afectan al desarrollo y funcionamiento cerebral, no hemos buscado correlaciones con
ninguno de ellos pero en apartados anteriores hemos demostrado la presencia en nuestros
pacientes de multiples alteraciones bioquimicas que indican la posible alteracion de varias vias

metabdlicas que justificarian esta sintomatologia.



Debemos destacar que parte de las alteraciones podrian deberse a un control inadecuado
de la propia enfermedad, pero algunas podrian ser secundarias al tratamiento propuesto, bien
por restricciones dietéticas excesivas o a la terapia farmacoldgica. En el caso de la paciente con
neuropatia periférica, por ejemplo, no se puede descartar que esta sintomatologia sea un efecto
secundario del tratamiento prolongado con metronidazol. Concluimos por tanto que el
tratamiento actual de la acidemia propidnica debe revisarse para mejorar los resultados a largo

plazo de nuestros pacientes.



1.4 Consideraciones sobre las complicaciones cardioldgicas

En algunas publicaciones las alteraciones cardiolégicas aparecen en hasta un 23% de los
pacientes con acidemia propidnica’* y en muchas ocasiones es la causa directa de mortalidad. La
mayoria de los casos tienen una cardiomiopatia dilatada, pero se describen también pacientes
con cardiomiopatia hipertréfica o arritmias’.

El mecanismo principal que se propone para las alteraciones cardiolégicas es la disfuncion
mitocondrial secundaria, apoyado por estudios funcionales en tejidos de pacientes con
cardiomiopatia. Aunque escasos, estos estudios han objetivado alteraciones en la cadena
respiratoria mitocondrial, sobre todo de los complejos respiratorios I+Ill y II+lll, altamente
sugestivos de deficiencia de CoQ107%7>76, Ademas, la propionil CoA es un sustrato anaplerdtico
de especial importancia para el musculo cardiaco, por lo que una disfuncién en la via metabdlica
de la propionil CoA carboxilasa afectaria todavia mas el metabolismo energético en este tejido®..

Hasta la fecha no hay estudios que determinen cuales son los pacientes en riesgo de
desarrollar complicaciones cardioldgicas y las posibilidades terapéuticas son extremadamente
escasas. Por un lado, hay poca muestra de pacientes y por otro no existen marcadores
bioquimicos de facil alcance para determinar la efectividad de la intervencion. En nuestros
pacientes hemos detectado un déficit plasmatico de CoQ10 y han sido tratados con ubiquinol
desde entonces. Hemos identificado 3/10 pacientes con cardiomiopatia dilatada de apariciéon
antes de iniciar esta terapia. Al contrario de lo observado en otras series en las que la evolucion
habitual es un empeoramiento progresivo, en uno de nuestros pacientes la afectacién cardiaca

se ha estabilizado y en los otros dos ha mejorado. Aunque se trata de una serie muy pequefia,



indica que la suplementacién con ubiquinol/ubiquinona podria ser una opcidn atractiva para
evitar la aparicion de las complicaciones a largo plazo derivadas de la disfuncién mitocondrial

secundaria, como la cardiomiopatia.



Ill. Discusion sobre el seguimiento a largo plazo con muestras

papel



Los pacientes con acidemia propidnica (AP) requieren un seguimiento tanto clinico como
de pardmetros bioquimicos que incluye visitas programadas frecuentes a las que se suman las
necesarias por procesos de descompensacion o riesgo de descompensacion por mala tolerancia
oral o enfermedad intercurrente. Para obtener las muestras de sangre y orina es preciso realizar
unas extracciones que hasta la fecha solamente se pueden realizar en el hospital y que por lo
tanto hacen necesario que el paciente y su familia se desplacen a un centro médico. Ademas,
estas extracciones son siempre incémodas y pueden ser dificultosas, sobre todo en ninos
pequenos o aquellos con accesos venosos escasos. En ocasiones incluso obligan a la utilizacidn
de técnicas agresivas (vias venosas centrales, sondaje vesical) o a la colocacion de catéteres
venosos permanentes, lo que conlleva un riesgo quirdrgico y de complicaciones infecciosas.

Para reducir el riesgo de descompensacion, las guias clinicas recomiendan hacer un
seguimiento estrecho de los pacientes, sobre todo los de menor edad?. Ademds, podemos
especular que un seguimiento metabdlico mas estrecho podria ayudarnos a entender mejor la
fisiopatologia de las complicaciones crénicas que se producen en estos pacientes, incluso en
aquellos con escasas descompensaciones, e identificar marcadores bioquimicos prondsticos de
los cuales carecemos?®. Sin embargo, las molestias ocasionadas al paciente, las dificultades
técnicas en la obtencidén y manejo de las muestras y el coste econdmico que suponen hacen que
la realizacién de estudios bioquimicos se restrinja, estando actualmente recomendadas cada 3-6
meses?.

Uno de los objetivos principales de nuestro estudio fue determinar si las muestras secas
obtenidas en papel de filtro de sangre (dried blood sample: DBS) y orina (dried urine sample:

DUS) reflejaban correctamente el estado metabdlico del paciente. De ser asi, se evitarian muchos



procedimientos invasivos para recolectar las muestras necesarias para las determinaciones
bioquimicas. También resultan econdmicamente interesantes debido a su mayor facilidad de
recogida y almacenamiento, y el menor coste de las determinaciones en el laboratorio.

En condiciones de estabilidad metabdlica hemos observado una buena correlacién para
los aminoacidos ramificados (AARR) y para otros metabolitos especificos como el acido 3 hidroxi
propidnico, metilcitrico y propionil carnitina. Durante las crisis metabdlicas, hemos observado un
aumento significativo de los AARR tanto en plasma como en DBS, como marcadores de
descompensacién. Varios pardmetros que resultan de la ruta metabdlica de la isoleucina, como
la tiglil glicina y el 2-metil-3-hidroxi-butirico aumentan durante las crisis agudas y reflejan el
aumento de catabolismo proteico. Otros parametros, como el 3hidroxi propionico, metilcitrato
o el lactato también tuvieron una fuerte correlacién con la descompensacidon metabdlica, ver
tabla 10 y figura 26.

Respecto a la determinaciéon de aminoacidos, se encontraron relaciones significativas
tanto en estabilidad como en descompensacidn en las concentraciones de los AARR, ver tabla 10
y figura 25. En concreto, la correlacién de los niveles de isoleucina fue muy bueno. Hay que
recordar que niveles altos de este aminoacido son propios de una descompensacion, pero niveles
disminuidos secundarios a la restriccidén proteica pueden provocar un cuadro de acrodermatitis
enteropatica-like, precisando una suplementacion “paraddjica” con lle. En nuestra serie, 9/10
pacientes requirieron suplementos de lle para mantener los niveles plasmaticos > 15 umol/L y
evitar de esta manera las lesiones cutaneas, y las DBS reflejaron adecuadamente esta realidad.

Por desgracia, la correlacion entre las muestras de plasma y DBS de otros aminodacidos

como glicina, citrulina o glutamina no fue significativa y por lo tanto no podemos concluir que su



determinacién en DBS pueda utilizarse para evidenciar su papel en distintos trastornos
metabolicos secundarios y/o su papel en la aparicién de complicaciones que hemos discutido en
apartados anteriores. Como ocurre con la determinacién de los niveles de fenilalanina que se
usan en el seguimiento de la fenilcetonuria, es posible que sea preciso utilizar un factor de
correccién para que ambos niveles se correspondan adecuadamente.

La determinacion de acilcarnitinas en DBS también obtuvo resultados interesantes. En el
caso de los niveles de carnitina libre CO y la propionil carnitina C3 hemos observado una fuerte
correlacién en el modelo univariante (sin interaccién con los episodios de descompensacién)
cuando comparamos los resultados de las muestras de plasma con las DBS, ver figura 27. Los
niveles de CO son de especial interés en el seguimiento de los pacientes, sobre todo para ajustar
su tratamiento con suplementos de L-carnitinaZ.

Ademads, en nuestro estudio hemos detectado en las DBS una elevacién de las
acilcarnitinas de cadena larga impar expresadas como pico Unico C14:1-OH + C15, C16:1-OH +
C17, C16:2-OH + C17:1 que tiene una correlacién significativa con los OLCFAs plasmaticos (ver
figura 28). Como ya describimos en la introduccidn, la utilizacion del propionil CoA en lugar del
acetil CoA en la sintesis de los acidos grasos produce la acumulacion de los acidos grasos de
cadena larga impar (OLCFAs) como C15 o C17. La suma de los OLCFAs de 15 y 17 atomos de
carbono saturados y monoinsaturado (C15:0, C17:0, C17:1) se calcula y se expresa como
porcentaje del total de los acidos C14-C22. Se ha propuesto utilizar el contentido de OLCFAs en
distintos tejidos (plasma o membrana eritrocitaria) como marcador de seguimiento en AP, siendo
una estimacion indirecta para el pool intracelular de propionil CoA**#4, La suma de los OLCFAs de

15 y 17 dtomo de carbono saturados y monoinsaturado (C15:0, C17:0, C17:1) se calcula y se



expresa como porcentaje del total de los acidos C14-C22. Se ha propuesto utilizar el contentido
de OLCFAs en distintos tejidos (plasma o membrana eritrocitaria) como marcador de seguimiento
en AP, siendo una estimacién indirecta para el pool intracelular de propionil CoA**33. Los OLCFAs,
igual que otros dacidos carboxilicos, se pueden esterificar con carnitina y producen las
acilcarnitinas de cadena larga impar que detectamos en las DBS durante nuestro estudio.
Explicamos en la introduccidn que este concepto ya se ha propuesto con el fin de utilizar las
acilcarnitinas C17 como marcador de las alteraciones en el metabolismo del propionato en el
cribado neonatal*, dado que en el periodo postnatal, el aumento de la lipolisis puede aumentar
la produccién de propionil CoA mitocondrial, que aumenta su pool no solamente por el
catabolismo proteico, sino también a expensas de los OLCFAs*. Nosotros ampliamos este
concepto y proponemos que, al igual que los OLCFAs se han propuesto como marcador para el
seguimiento a largo plazo en AP, la suma de acilcarnitinas de cadena larga impar en DBS se
pueden utilizar de la misma manera. Como ocurre con los propios OLCFAs, queda por determinar
definitivamente la utilidad de este nuevo parametro bioquimico como predictor de la evolucion
de los pacientes.

Con respecto a las muestras de orina, la determinacion de los parametros principales
utilizados en el seguimiento de la AP, como el acido 3 hidroxi-propidnico o metilcitrico, tuvieron
una adecuada correlacion entre las muestras liquidas y las realizadas a partir de orina seca en
papel de filtro, ver Tabla 10. Una de las limitaciones mds importantes de nuestro estudio fue la
imposibilidad de una correcta determinacién de los cuerpos cetdnicos en DUS, debido a la gran
volatilidad del acetoacetato y 3-hidroxi-butirato. Sin embargo, esta determinacién es facil de

realizar con una tira rapida de orina que puede hacerse de forma simultanea.



Por lo tanto, hemos comprobado que los resultados obtenidos de las muestras en papel
de filtro de sangre y orina se correlacionan adecuadamente con el estado metabdlico de nuestros
pacientes. Ademas, esta metodologia nos ha permitido obtener muestras de los pacientes de
forma mensual, con lo que el seguimiento de los pacientes puede ser mucho mas estrecho. Como
ha ocurrido en otras enfermedades como la diabetes o la fenilcetonuria, esperamos que un
seguimiento mas estrecho de los pacientes permita ajustar mejor el tratamiento y detectar
cambios bioquimicos de forma precoz, evitando asi las descompensaciones. Queda por
determinar asimismo qué parametros son los mas utiles para predecir la evolucion de los
pacientes tanto a corto como a largo plazo.

Aunque en este estudio no se pudo medir de forma objetiva, se hizo evidente que ademas
de los beneficios clinicos y econdmicos esperables de esta metodologia no son desdefiables los
beneficios en la calidad de vida que puede suponer para los pacientes. Esta mejoria se deberia a
medio y largo plazo por un mejor control de su enfermedad y a la reduccién esperada de sus
complicaciones. A corto plazo, supone una reduccion en la necesidad de desplazarse para acudir
a un centro médico ya que la propia familia puede obtenerlas en el domicilio, reduce la dificultad
e incomodidad en la toma de muestras y permite un mayor empoderamiento del paciente, que
puede tomar las las muestras inmediatamente en caso de sintomas o una enfermedad
intercurrente. La experiencia obtenida gracias a la realizacion de este estudio nos ha permitido
tratar adecuadamente mediante teleasistencia no sdélo a los pacientes con AP sino también con
otras aminoacidopatias durante los meses de confinamiento necesario por la pandemia por
coronavirus?®l. Esta forma de atencién ha demostrado ser mas cdmoda para los pacientes vy,

combinada con las necesarias visitas presenciales, se mantendra en el futuro.



IV. Discusion sobre la deficiencia de CoQ10 en Acidemia

propionica y suplementacion con el ubiquinol




Varios trabajos han propuesto el tratamiento coadyuvante con antioxidantes como
alternativa para optimizar la disfuncién mitocondrial secundaria al estrés oxidativo en los
pacientes con AP73.

In vitro, el estudio del efecto antioxidante de distintas moléculas se mide directamente
por la capacidad de reaccionar y eliminar las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, el efecto
in vivo es mas dificil de predecir y depende de multiples factores como la absorcién, metabolismo
e incorporacion en estructuras celulares y sobre todo mitocondriales. A pesar de un gran
entusiasmo sobre el uso de antioxidantes en los afios ‘80-'90, pocos han demostrado una utilidad
terapéutica real basada en unos estudios clinicos pertinentes. En el caso de los errores innatos
de metabolismo, la escasa muestra de pacientes sobre todo en edad pediatrica, la falta de
biomarcadores y la necesidad de hacer pruebas invasivas como biopsias, son factores dificultan
enormemente la investigacion de nuevas lineas terapéuticas sobre la disfuncién mitocondrial y
el uso de antioxidantes.

Como ya hemos referido en la introduccion a esta tesis, algunos autores han descrito un
efecto benéfico dosis dependiente en pacientes con AP y cardiomiopatia dilatada, con mejor
respuesta clinica a dosis mas altas’®. Parte de la dificultad en comprobar la utilidad de estas
terapias y comparar los resultados de los estudios publicados hasta la fecha es que hay mucha
heterogeneidad en la dosis, formas de presentacién y biodisponibilidad de los suplementos de
CoQ10. Dentro de las presentaciones disponibles, parece que la forma reducida, el ubiquinol,
puede ser mas efectiva alcanzar niveles plasmaticos adecuados y la incorporacidn en estructuras

celulares 114115116



En apartados anteriores hemos visto las posibles implicaciones de la disfuncion
mitocondrial y el potencial beneficio del tratamiento con antioxidantes en pacientes con AP.
Varios estudios han objetivado el aumento del estrés oxidativo en modelos de animales con esta
enfermedad y el potencial efecto benéfico de algunos antioxidantes se ha demostrado también
in vitro en fibroblastos de los pacientes °%°1, Sin embargo, no tenemos conocimiento de que se
haya publicado hasta la fecha otro ensayo sobre el estado de la CoQ10 y la eficacia de la
suplementacién con ubiquinona en los pacientes con AP.

Nuestro objetivo principal fue determinar el estado de la CoQ10 en pacientes con AP y la
tolerancia al tratamiento. Hemos demostrado una disminucién de los niveles plasmatico de
CoQ10 que se han normalizado durante la suplementacién con ubiquinol. No hemos podido
objetivar cambios significativos en otros marcadores bioquimicos. El aumento de los niveles
urinarios de citrato que fue el hallazgo mas llamativo, aunque sin alcanzar significacién
estadistica. Este metabolito puede ser considerado como un marcador del funcionamiento del
ciclo de Krebs, como han reflejado algunos autores®®.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones importantes, entre ellas la escasa muestra de
pacientes y la duracién relativamente corta de la suplementacidon con ubiquinol, lo que nos
impiden observar un claro beneficio clinico. Entre los pacientes con acidemia propidnica hay una
gran heterogeneidad de la aparicion de las complicaciones a largo plazo que se podrian atribuir
a alteraciones en el metabolismo oxidativo, siendo la afectacion cardiaca (cardiomiopatia, QT
largo) o neuroldgica (epilepsia, trastornos de movimiento) entre las mas precozmente
descritas!!®. Otras alteraciones, como la atrofia del nervio éptico aparecen mdas tarde en

adolescentes o adultos jovenes. En cualquier caso, tanto la aparicion o no de los sintomas como



un posible beneficio en la suplementacién con CoQ10 sélo se podrian observar en estudios
prolongados. Si podemos concluir que fue una medicacién bien tolerada y con la que no se
observaron efectos secundarios.

Otra limitacidén es la determinacién plasmatica de CoQ10. La CoQ10 sintetizada en el
higado se libera en la circulacién sistémica dentro de particulas lipidicas, en donde ejercita su
papel como antioxidante. No esta establecido, por lo tanto, si los niveles plasmaticos de CoQ10
se corresponden con su actividad tisular. El gold stantard para cuantificar la deficiencia de CoQ10
es medir sus niveles en el musculo esquelético, pero esto requiere la realizacion de una biopsia
muscular y no nos parecia adecuado someter a nuestros pacientes a una técnica tan agresiva,
sobre todo de forma repetitiva. También se han desarrollado técnicas para la determinacién de
CoQ10 en fibroblastos y linfocitos 19292 que habrian podido ser mas adecuadas pero que no
teniamos disponibles al inicio de nuestro estudio.

A pesar de estas limitaciones, el que se hayan encontrado niveles disminuidos en la
mayoria de nuestros pacientes, junto con la disminucion de citrato (ver figuras 29 y 30), es un
hallazgo llamativo y similar al encontrado por algunos autores que también han estudiado los
niveles plasmaticos de CoQl0 en pacientes con otras enfermedades metabdlicas o
neurodegenerativas y sugieren su suplementacion como prevencién de un posible déficit

crénico?.






CONCLUSIONES



Los diferentes estudios realizados como parte de esta tesis doctoral han permitido
apoyar en algunos casos o descubrir en otros posibles mecanismos etiopatogénicos para
explicar la clinica y las alteraciones bioquimicas observadas en los pacientes con acidemia

propidnica.

Por un lado, el perfil de aminoacidos observado con niveles plasmaticos de alanina y
glutamina paradodjicamente disminuidos para tratarse de pacientes con acidosis lactica e
hiperamoniemia, nos sugiere que existe un desequilibrio en el metabolismo de aminoacidos a
nivel muscular. Estas alteraciones pueden tener profundas implicaciones a nivel del
metabolismo energético por la anaplerosis deficiente y sobre todo en la detoxificacion del
amonio. En relacién con esta ultima, el perfil de aminoacidos del ciclo de la urea con

hipocitrulinemia e hipoprolinemia y en menor medida hipoornitinemia e hipoargininemia es

sugestivo de disfuncién secundaria de la Al-pirolin-carboxilato sintetasa, probablemente
debida a la disminucidn de su sustrato glutamina. Finalmente, hemos observado que los
pacientes también tienen un desequilibrio de los aminoacidos aromaticos, lo que podria tener

implicaciones en la sintesis de neurotransmisores.

Muchas de las alteraciones bioquimicas observadas, asi como parte de los sintomas
agudos y sobre todo crénicos, tales como la anemia y posiblemente también la pancreatitis,
parecen estar en relacion con desequilibrios en los niveles de los aminoacidos ramificados. La
valina y la isoleucina se restringen de forma habitual en la dieta de estos pacientes por tratarse
de sustratos propiogénicos, pero dados los resultados de nuestro estudio, que se correlacionan

con hallazgos descritos previamente por otros autores, se presenta el dilema sobre si su



restriccion excesiva, sobre todo si se asocia con un aporte proporcionalmente elevado de
leucina, no sea también un factor que pueda favorecer la aparicion de crisis hiperamoniémicas
y/o complicaciones a largo plazo. La implicacion de la treonina en el mantenimiento de la
barrera intestinal estd insuficientemente estudiada pero nuestros resultados apuntan a que
podria tener implicacidn en el paso de nutrientes, propionato o gérmenes al organismo y por

lo tanto influir asi en la aparicién tanto de sintomas agudos como crénicos.

En los ultimos ailos algunos pacientes con acidemia propidnica se tratan mediante
trasplante hepatico. También se ha propuesto el analogo sintético de la N-acetil glutamato no
s6lo como tratamiento en las crisis hiperamoniémicas agudas sino como tratamiento crénico
para reducir el riesgo de hiperamoniemia. Ninguno de estos tratamientos actuaria sobre el
metabolismo muscular de los aminoacidos ramificados ni tendria efecto en la produccion de
los aminoacidos del ciclo de la urea, que tiene lugar en el enterocito. Sin embargo, en ambos
casos se puede predecir un beneficio en la reduccion de complicaciones agudas y crénicas si
permiten aumentar la ingesta de proteinas naturales. Se plantea por tanto la duda sobre si este
mismo beneficio se podria conseguir con medidas menos costosas o invasivas adecuando mejor
la dieta de los pacientes, sobre todo evitando restricciones proteicas excesivas y/o

administrando sustratos anapleréticos.

La disfuncidn mitocondrial secundaria también se especula como una causa importante
de la sintomatologia, fundamentalmente crénica y que incluye sintomas pancreaticos,
neuroldgicos y cardiacos como los observados en nuestros pacientes. Hemos observado

cambios bioquimicos que apoyan esta hipotesis, y también hemos comprobado que la



suplementaciéon con ubiquinol es una terapia segura y eficaz para la normalizacién de los
niveles de coenzima Q10, lo que en un futuro podria evitar la aparicion de estas

complicaciones.

Finalmente, hemos demostrado que las muestras de sangre y orina seca en papel de
filtro reflejan correctamente el estado metabdlico de los pacientes con acidemia propidnica y
podrian ser utiles para su seguimiento a corto y largo plazo. La facilidad de recogida y trasporte
de las muestras, junto con el coste de las determinaciones hace que sean metodoldgica y
econdmicamente ventajosas, lo que permite utilizarlas de forma mas frecuente y asi realizar
estudios mas precisos. Ademas, la obtencién de muestras en papel filtro es sencilla, lo que
reduce la necesidad de utilizar técnicas agresivas y permite su toma en el domicilio, mejorando
la calidad de vida de los pacientes, especialmente aquellos que viven lejos de los centros
hospitalarios de referencia.

Por todos estos motivos, se ha alcanzado el objetivo principal de la tesis, que consistia
en mejorar el entendimiento de la acidemia propidnica con el fin de proponer nuevas formas
de seguimiento y tratamiento de los pacientes para reducir su sintomatologia y mejorar su

esperanza y calidad de vida.
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Abstract

Background: Propionic acidemia (PA), an inborn error of metabolism, is caused by a deficiency in propionyl-CoA car-
boxylase. Patients have to follow a diet restricted in the propiogenic amino acids isoleucine (lle), valine (Val), methio-
nine (Met) and threonine (Thr); proper adherence can prevent and treat acute decompensation and increase life
expectancy. However, chronic complications occur in several organs even though metabolic control may be largely
maintained. Bone marrow aplasia and anemia are among the more common.

Materials and methods: In this retrospective study, data for patients with PA being monitored at the Hospital Ramdn
y Cajal (Madrid, Spain) (n=10) in the past 10 years were examined to statistically detect relationships between per-
sistent severe anemia outside of metabolic decompensation episodes and dietary practices such as natural protein
intake and medical food consumption (special mixture of precursor-free amino acids) along with plasma levels of
branched-chain amino acids (BCAA). High ferritin levels were deemed to indicate that a patient had received repeated
transfusions for persistent anemia since data on hemoglobin levels at the moment of transfusion were not always
passed on by the attending centers.

Results: Three patients had severe, persistent anemia that required repeated blood transfusions. Higher medical food
consumption and plasma Leu levels were associated with iron overload. Notably, natural protein intake and plasma
Val were negatively correlated with ferritin levels. We also observed an inverse relationship between plasma Val/Leu
and lle/Leu ratios and ferritin.

Conclusion: The present results suggest that severe anemia in patients with PA might be associated with low natural
protein intake and BCAA imbalance.

Keywords: Propionic acidemia, Anemia, Diet, Protein-restricted, Branched-chain amino acids imbalance

Background mitochondrial enzyme that transforms propionyl-CoA
Propionic acidemia (PA; OMIM 606054) is a rare, into methylmalonyl-CoA. Propionyl-CoA is an interme-
inherited (autosomic recessive) metabolic disease diate in the metabolism of the amino acids isoleucine

caused by a deficiency in propionyl-CoA carboxylase, a
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(Ile), valine (Val), methionine (Met) and threonine (Thr).
Other sources of propionyl-CoA include odd-numbered
long-chain fatty acids (OLCFAs), cholesterol, and propi-
onic acid generated by gut bacteria. Propionyl-CoA defi-
ciency leads to the accumulation of 3-hydroxy propionic
acid and methyl citrate, propionyl carnitine and tiglyl
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glycine among other abnormal intermediates of propio-
nyl-CoA metabolism [1].

Commonly beginning in neonatal life, patients with
PA experience acute metabolic decompensation during
scenarios involving increased catabolism, e.g., infections
or prolonged fasting. These episodes are the result of
intoxication by alternative metabolism products, leading
to lactic acidosis, ketosis, hyperammonemia, and multio-
rgan failure [2]. Moreover, patients with PA, even those
with good metabolic control, suffer chronic complica-
tions involving organs with high energy demands, e.g.,
the central nervous system (encephalopathy, abnormal
movements, epilepsy, psychomotor delay, ataxia, lesions
in the basal ganglia similar to those seen in Leigh’s syn-
drome, and atrophy of the optic nerve), the heart (dilated
cardiomyopathy, arrhythmias), bone marrow (bone mar-
row aplasia, cytopenia), and the gastrointestinal tract
(pancreatitis, hepatitis), etc [3]. No complete pathophysi-
ological explanation for this is yet available. Treatment
is based largely on dietary natural protein restriction to
limit the intake of amino acids providing precursors of
propionyl-CoA (Met, Thr, Val and Ile), together with a
special mixture of precursor-free amino acids (SMAA)
when the natural protein tolerance is below FAO/WHO/
UNU (2007) recommendations, plus the administration
of carnitine and metronizadole [2, 4].

The main aim of the present work was to detect the
possible relationships between severe anemia in patients
with PA outside of metabolic decompensation episodes
and nutritional parameters, such as protein intake and
BCAA plasma levels.

Materials and methods

The medical records of patients with PA being monitored
in the past 10 years at the Metabolic Disease Unit, Hos-
pital de Ramon y Cajal (Madrid, Spain) (N=10), were
examined in order to identify those with significant ane-
mia outside of metabolic decompensation episodes. Since
these patients receive periodic transfusions of blood
derivatives at hospitals other than the above, high plasma
ferritin was used as a marker of iron overload secondary
to repeated transfusions for severe anemia. This proxy
was employed since hemoglobin levels at the moment of
transfusion were not available for all patients (they were
not passed on by all attending centers). The blood trans-
fusion was provided by their attending hospitals when
hemoglobin concentrations were below 7.5 g/dl; genetic
causes of hyperferritinemia (e.g. haemochromatosis) and
renal disease were discarded. Relationships were sought
between plasma ferritin, the natural protein intake (NPI),
SMAA consumption and the BCAA (Ile, Val, Leu, Val/
Leu and Ile/Leu ratios) plasma levels. Periods of meta-
bolic decompensation were not taken into account in
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analysis since severe pancytopenia can occur at such
times. Infection episodes were also excluded given the
possible interference with plasma ferritin concentrations.
Blood and plasma samples were collected with 4—6 h of
fasting. When prescribing total protein, the WHO/FAO/
UNU (2007) safe levels of protein intake were used as
point of reference [2].

Amino acids in plasma/serum were analyzed by ion-
exchange chromatography with ninhydrine. All lab meas-
urements were completed in our ERNDIM approved,
reference laboratory (CEDEM, Centro de Diagnostico
de Enfermedades Moleculares, Universidad Autonoma,
Madrid).

Statistical analysis

We fitted a multilevel linear regression model with
plasma ferritin as the dependent continuous outcome
and each amino acid together with natural protein and
SMAA intakes as the independent variable. We defined a
two-level model for measures (first level) within patients
(second level). Thus, we considered repeated measures
were made for each patient. We considered statistically
significant for a p-value<0.05. All analyses were per-
formed using Stata software version 16 [5].

Results

Data of ten PA patients (aged 5-38 years) were exam-
ined. The number of measures for each patient ranged
from 3 to 24, see Table 2 and Additional file 1. Table 1
shows the demographic and clinical characteristics of
the patients. 3/10 patients showing persistent severe ane-
mia and requiring repeated transfusions were detected
(patients 1, 2 and 3). All three were diagnosed when
neonates, and at the time of study they all showed multi-
system disease with different chronic complications, see
Table 1. The iron overload caused by these transfusions
led all three to require iron chelation treatment with def-
erasirox (Exjade®). Although the renal function estimated
by plasma creatinine was normal (see Additional file 2),
treatment with erythropoietin was prescribed in two
patients (patient 1 and 2), but without benefit.

Median natural protein prescription was below the
WHO/FAO/UNU (2007) safe levels, therefor SMAA sup-
plements was prescribed for the all the patients included
(see Table 2). All received treatment with metronidazole,
carnitine and Ile supplements; the caloric intake was
maintained between 100 and 150 kcal/kg/day.

The natural protein intake (g/kg/day) was negatively
associated with iron overload (p-value 0.003, regres-
sion coefficient (95% C.I): —72.1 (—119.6; —24.5)),
whereas the SMAA consumption (g/kg/day) resulted
in higher plasma ferritin levels (p-value 0.019, regres-
sion coefficient (95% C.I): 37.8 (6.1; 69.5)). Notably, the
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Table 1 Demographic and clinical data of 10 PA patients included in the study
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Sex Currentage (years) Age atdiagnosis  Genetics Clinical course (long term complications)

1 F 32 Neonatal PCCB gene Peripheric neuropathy, neuromotor delay, pancreatitis,

p.Gly407Argfs*14/p.Arg165GIn thrombopenia
Severe persistent anemia

2 M 12 Neonatal PCCB gene Severe neuromotor delay, leukopenia
p.Gly407Argfs*14/ Severe persistent anemia
p. Arg410Trp

3 M Died (5) Neonatal PCCA gene Severe neuromotor delay
p.Leu470Arg/p.Leud70Arg Choreoathetosis, basal ganglia involvement, leuko-

penia, frequent infections, dilated cardiomyopathy,
pancreatitis
Severe persistent anemia

4 F 15 4 months PCCA gene Pancreatitis
p.Gly477fs*9/p.Cys616_Val633del

5 M9 Neonatal screening  PCCB Autism
p.Asn536Asp/p.Asn536Asp

6 F 27 4 months PCCB gene -
p.Gly407Argfs*14/p.Glu168Lys

7 M 12 6 months PCCA gene Sever neuromotor delay
p.Gly477fs*9/p.Cys616_Val633del

8 F 13 6 months PCCB gene Neuromotor delay, epilepsy, pancreatitis, myositis
p.Arg512Cys/p.Gly255Ser

9 F 38 Neonatal PCCB Neuromotor delay
p.Glu168Lys/p.? (c.183+3G>C)

1 F 32 Neonatal PCCB gene Neuromotor delay, dilated cardiomyopathy

p.Gly407Argfs*14/p.Gly407Argfs*14

Table 2 Descriptive statistics for ferritin levels and nutritional support: natural protein intake (NPI) (g/kg/day), special mixture of
precursor-free amino acids (SMAA) intake (g/kg/day), total protein intake, % of protein provided by natural protein intake

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Measures (N) N=10 N=24 N=9 N=4 N=12 N=5 N=9 N=3 N=3 N=7
Natural protein intake (NPI) (g/kg/day)

Mean (sd) 0.29(0.14) 0.55(0.25) 0.79(0.29) 0.58(0.06) 0.96(0.07) 0.39(0.01) 0.72(0.06) 024(0.00) 0.32(0.09 0.28(0.09)
Min; max 0.11; 046 0.17,0.89 04,12 0.5;0.65 0.87; 1.1 0.38;041 0.6;0.3 024,024 021;036 0.16;0.36
SMAA intake (g/kg/day)

Mean (sd) 1.23(0.23) 1.97 (0.33) 1.58(0.2) 141(0.2)  2(0.09) 062(0.02) 23(0.13) 1.7(000) 0.96(0.09) 1.0(0.00)
Min; max 092,15 1.61;2.77 1.33;1.93 1.2;1.66 1.86;2.15 061,066 2.1;25 1.7;1.7 0.91;1.07 1.0;1.0
Amount of total protein from natural protein (%)

Mean (sd) 19.1 (8.5) 22 (9.5) 33(10) 29.5(4.9) 355(1.8) 38.5(0.00) 24(1.9 12 (0.00) 25(7) 21.5(5.8)
Min; max 7.2;285 74;35 17,44 23;33.3 30; 36 385;385 19; 26 12,12 16.6; 29 14; 26
Ferritin (ng/ml). NV: 20-250 ng/ml

Mean (sd) 429.1 (223.6) 873.1(768.1) 5562(657.2) 56(283) 246(11.2) 344(66) 76(39) 25(23) 72.8(273) 245(186)
Min; max 124,829 142, 2926 103; 2085 24,93 9,50 28; 44 25;139 10; 53 51;103 111,651

hyperferritinemia was associated with lower levels of Val
(p-value<0.001, regression coefficient (95% C.I): —8.6
(—12.3; —4.8)) and higher levels of Leu (p-value 0.001,
regression coefficient (95% C.I): 5.6 (2.2; 9.1), see Fig. 1
and Table 3. Also, a negative correlation was observed
between the ratios of Val/Leu (p-value<0.001, regres-
sion coefficient (95% C.I): —771.5 (— 987.4; — 555.5)) and
Ile/Leu (p-value<0.018, regression coefficient (95% C.I):
—431 (—788.6; —73.3)) with the ferritin suggesting that

BCAA imbalance was potentially detrimental for the
bone marrow, see Fig. 1 and Table 3.

Discussion

The long-term complications suffered by patients with
PA affects their prognosis [3]. Certainly, they increase
morbidity and mortality rates outside of the acute
decompensation episodes. Given the small number of
patients with PA, the actual prevalence of hematological
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Table 3 Analysis of plasma amino acid plasma levels and dietary
practices (natural protein and special amino acid mixture intake)
according to ferritin levels using multilevel linear regression

Regression coefficient (95% p value
()]
Natural protein intake (g/kg/ —721(=1196;, —24.5) 0.003
day)
Special mixture of precursor-  37.8 (6.1; 69.5) 0.019
free amino acids intake (g/
kg/day)
Valine (umol/L) —86(—123;,—48) <0.001
Isoleucine (umol/L) —52(=12;15) 0.128
Leucine (umol/L) 56(2.2;9.1) 0.001
Valine/Leucine —7715(—9874; —555.5) <0.001
Isoleucine/Leucine —431(—7886;, —73.3) 0.018

complications is unknown. A recent meta-analysis deter-
mined anemia to be more common than cardiomyopathy
or lesions in the basal ganglia [3]. In another study of the
long-term complications of organic acidemia and urea
cycle disorders (as recorded in the European Registry of
Organic Acidemia and Urea Cycle Disorders), the preva-
lence of anemia among patients with PA was determined
to be 22%, while figures for leucopenia and thrombocyto-
penia reached 18% [6]. Pancytopenia has generally been
described as occurring during periods of acute decom-
pensation, but patients can also experience anemia, neu-
tropenia or thrombocytopenia outside of these times

[2]. The reason for these hematological problems may
lie in the toxicity of accumulating metabolites such as
3-hydroxy propionic acid, methyl citrate or tiglyl glycine,
a lack of certain nutrients [6], or mitochondrial dysfunc-
tion [3]. The pancytopenia seen during decompensation
episodes is generally reversible [2, 7, 8], supporting the
idea that accumulating toxic metabolites are to blame.
However, why hematological problems should occur dur-
ing times of metabolic stability remains unclear.

The blood is a tissue with a high regeneration rate. The
need for nutrients—especially amino acids—is therefore
high compared to other tissues, leaving the hematopoi-
etic tissue sensitive to malnutrition [9]. Certainly, anemia
associated with protein-energy malnutrition is relatively
common in children and elderly people in general [10].
The constant production of blood cells from hematopoi-
etic stem cells (HSC) is also influenced by the latter’s
microenvironment, a complex biological niche [11]. In
recent years, interest has grown in understanding the
influence of diet on the physiology and viability of HSC.
Several studies, particularly those investigating the pre-
transplant conditioning of the bone marrow, have shown
the influence exerted by dietary BCAAs and cysteine
(Cys) on the function of HSC and their microenviron-
ment. Indeed, Val and Cys have been reported indispen-
sable for the maintenance of HSC [12]. In vitro, neither
human nor rat HSC can proliferate in media without
these amino acids, and rats fed a Val-restricted diet show
a reduced HSC count within a week [12]. In another
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study that examined the effect of BCAA balance on HSC
viability, restricting the Val intake by 10% led to a sig-
nificant fall in HSC numbers. The same 10% restriction
in Val in the presence of increased Ile and Leu led to the
complete blockage of HSC proliferation [13]. The reason
why HSC are so sensitive to a reduced Val intake and to
disequilibrium between BCAAs has not been explored.
However, it may involve Val’s role as a structural unit of
proteins, or some relationship with cell signaling [11].

The above evidence suggests that an imbalance of the
BCAA can have a negative effect on the bone marrow.
Certainly, among the present patients, reduced plasma
Val negatively correlated with ferritin levels, whereas Leu
was directly associated with iron overload. Moreover,
there was an inverse relation between the ratios Val/Leu
and Ile/Leu with plasma ferritin.

The dietary recommendations for PA patients are
based on the restriction of natural protein intake, the use
of SMAA together with the avoidance of prolonged fast-
ing and adequate energy supply [2]. The SMAA contains
no Val, Ile, Met and Thr, but a normal-high Leu levels
and they are recommended if natural protein tolerance
is below FAO/WHO/UNU safe levels [2]. The actual
amount of medical food versus intact protein intakes are
not detailed by the current guidelines and protein toler-
ance should be titrated individually [2, 14].

Thus, in PA patients, the combination between the
natural protein restriction and the use of SMAA might
result in an imbalanced BCAA dietary content with high
Leu/Val or Leu/lle ratios [15] that will directly reflect
in BCAA plasma levels [16, 17], since these are essen-
tial amino acid entirely provided by the diet. Still, there
are scarce studies investigating the impact of an BCAA
imbalanced diet in organic aciduria patients. In an obser-
vational study in methyl malonic acidemia patients,
increased leucine intake was associated with adverse
growth outcomes [16].

In mice, elevated Leu was found to reduce plasma Val
and Ile via system L amino acid transporter [18]. Animals
fed high doses of Leu show low central nervous system
concentrations of tryptophan, Val, Ile, Met and alanine,
which might affect the synthesis of neurotransmitters
[19]. Other authors have reported the importance of
BCAA equilibrium in body growth and cellular immu-
nity in animal models [20, 21]. In normal adults, high Leu
intake was found to increase ammonia levels and to sig-
nificantly decrease plasma concentration of Val and Ile
[22].

The present work is the first to provide positive evi-
dence of a nutritional component underlying the hema-
tological complications of PA during stable metabolic
periods. Our findings suggest that the natural protein
and medical food intake as well as the balance of BCAA
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plasma levels might play an important role in the onset
and development of severe anemia in PA. The natural
protein restriction below 25-30% of total protein intake
together with generous use of medical food might
result in branched-chain amino acids imbalance and
should be avoided.

The small number of patients examined is an impor-
tant limitation of this study. Confirmatory studies
involving international registries should be performed.

Conclusion

Patients with PA can experience serious hematological
complications even during periods of metabolic stabil-
ity. The severe anemia may be due to an imbalance of
BCAA plasma levels, presumably due to a low natural
protein intake/high synthetic protein consumption.
Further work is needed to confirm the importance
of dietary practices and the BCAA equilibrium in the
development of long-term hematological complications
in patients with PA.
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Abstract

Background: Propionic acidemia (PA) is an inherited disorder caused by defi-
ciency of propionyl CoA carboxylase. Most patients with this disorder are diag-
nosed during the neonatal period because of severe metabolic acidosis and
hyperammonemia. Patients are required to undergo blood and urine analysis
at least 3 to 4 times per year, depending on age and metabolic control.
Methods: We designed a prospective study in which we investigated the
results from blood and urinary samples collected monthly in filter paper from
10 PA patients followed in a single metabolic reference center from January
2015 to September 2017. The aim of this study was to evaluate the usefulness
of filter paper samples in the follow-up of the PA patients.

Results: During the follow-up period, 163 dried blood spot (DBS) and
119 urine dried spot samples were analyzed and compared with 160 plasma
and 103 liquid urine specimens; 64 specimens of plasma were analyzed for
odd-numbered long-chain fatty acids (OLCFAs). A total of 40 metabolic crises,
18 of them with hyperammonemia were documented. We observed a strong
correlation between the filter paper and the urine/plasma samples for the
main PA parameters both in stable metabolic conditions as well as in acute
decompensations. Also, there was a strong correlation between OLCFAs mea-
sured in plasma and quantification of odd number acylcarnitines in DBS.
Conclusions: We conclude that filter paper blood and urinary samples can be
used for the follow-up of the patients with PA, correctly reflecting their meta-
bolic situation.
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1 | INTRODUCTION

Propionic acidemia (PA; OMIM 606054) is a rare autoso-
mal recessive disease with an estimated prevalence of
1:100 000 to 150 000." It is caused by a deficiency of prop-
ionyl CoA carboxylase (PCC), a mitochondrial enzyme
that converts the propionyl CoA to methylmalonyl CoA,
which will enter in the citric acid cycle to generate ATP.
Propionyl CoA is formed by degradation of several essen-
tial amino acids, cholesterol, and odd-numbered long-
chain fatty acids (OLCFAs). Also, important amounts of
propionic acid are produced by the gut bacteria.!

PCC is composed by two distinct subunits (PCCA and
PCCB) and mutations in either of their genes can pro-
duce PA. The etiopathology of PA is not completely
understood, but apart from interference with the citric
acid cycle, a large variety of secondary metabolites is
formed that interfere in other metabolic pathways and
are responsible for the severe metabolic acidosis, ketosis,
hypoglycemia, lactic acidosis, and hyperammonemia
observed in these patients. Many of these secondary
metabolites are excreted in urine, such as
3-hydroxypropionic acid or methyl citric acid (Figure 1).

Most of the patients with PA present in the first days
of life with metabolic coma, lethargy, vomiting, dehydra-
tion, or seizures. Later in life, metabolic crisis can be trig-
gered by infections, fever, or other catabolic events. The

Synopsis

The filter paper samples can be used for the
follow-up of the patients with propionic
acidemia, correctly reflecting their meta-
bolic situation.

management of PA patients include low protein intake
limiting the propiogenic amino acids (isoleucine, valine,
methionine, and threonine), together with precursor-free
amino acid formulas in order to achieve WHO nutritional
recommendations. Additionally, cofactors such as t-
carnitine and intermittent antibiotic therapy in order to
avoid gut propionic formation are indicated."*

Neonatal screening and a better control of decompen-
sations have significantly increased the survival of PA
patients over the last decades. However, chronic compli-
cations have become increasingly apparent even in
patients with adequate metabolic control, posing new
challenges in patients’ care. These complications can
affect any organ: epilepsy, movement disorders caused by
metabolic stroke of the basal ganglia, optic neuropathy,
cardiomyopathy, pancreatitis, high liver transaminase
levels, anemia, and so on. The underlying mechanism of
these complications is still debated.?
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It is clear that PA patients, even those with an appar-
ently good clinical status, require a close clinical and bio-
chemical supervision. In order to improve the follow-up
of our patients and lower the burden of the families, we
have designed a study in which we compared the tradi-
tional gold-standard methods of liquid blood and urine
analysis for the PA metabolites with the dried blood
(DBS) and dried urine spots (DUS) that could be collected
by the families in their homes. We also tried to identify
which metabolites best correlate with the metabolic sta-
tus of the patient.

2 | MATERIALS AND METHODS

We designed a prospective study in which we analyzed
data collected from PA patients followed in a single meta-
bolic reference center in Spain from January 2015 to
September 2017. The study was approved by the Ethical
Committee of our hospital and all patients or their guard-
ians signed the appropriate informed consent form. The
study received financial support from an independent
foundation (Fundacién Ramon Areces).

Samples of DBS and DUS were collected monthly by
the patient's family in their homes and sent to the labora-
tory by regular mail. Both dried spots and liquid blood
and urine samples were collected every 3 months or dur-
ing metabolic decompensation in the hospital. We
defined metabolic decompensation as the presence of
either hyperammonemia (ammonia levels > 60 pmol/L),
ketosis (++), or metabolic acidosis (pH < 7.30,
HCOj; < 20 mmol/L).

All lab measurements were completed in our
ERNDIM approved, reference laboratory (CEDEM, Cen-
tro de Diagnostico de Enfermedades Moleculares,
Universidad Autonoma, Madrid). Acylcarnitines and
amino acids in DBS were determined as their butyl esters
by flow injection analysis-tandem mass spectrometry
with  stable isotope dilution.*®  Simultaneously,
acylcarnitines were acquired by precursor ion scan of
m/z 85 mode and amino acids by neutral loss of 102 amu,
except basic amino acids, glycine, leucine, and isoleucine
which were acquired by multiple reaction monitoring
(MRM). Amino acids in plasma/serum were analyzed by
ion-exchange chromatography with ninhydrine. Organic
acids and acylglycines in DUS were analyzed by HPLC-
tandem mass spectrometry and MRM mode.* In addition,
an ACE C18 HPLC column was included to resolve
MRM isomers.® Organic acids in liquid urine samples
were determined as trimethylsilyl derivatives by GC-MS
after urease treatment and ethyl acetate liquid-liquid
extraction without oxymation. Odd long-chain fatty acids
in plasma/serum were analyzed by gas chromatography
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coupled to flame ionization detection.” Total (free and
esterified) fatty acids were obtained after acidic hydroly-
sis and derivatized as methyl esters. The results were
given as the percentage of C15, C17, and C17:1 in the
total fatty acid content.

The data collected was deidentified for statistical anal-
ysis. We evaluated the correlation coefficients between
the liquid and the filter paper samples by linear regres-
sion and we included the decompensation as an interac-
tion variable. We used multivariant model for the
variables with statistically significant interaction and the
univariant model for those with no significant interac-
tion. The significance of the regression was established
using STATA 15 and considered statistically significant
for P-value < .05.

3 | RESULTS

All 10 PA patients attending the Metabolic Unit of the
Hospital Ramon y Cajal (Madrid, Spain) agreed to partici-
pate in the study. Median age at the beginning of the
study was 13.5 years (range: 3-35 years). The clinical and
demographic characteristics of our sample are shown in
Table 1.

We identified 40 metabolic crises during the study
(18 with hyperammonemia, 22 with ketosis without
hyperammonemia). The metabolic profile of our patients
is shown in Figures 2 and 3 and summarized in Tables 1
and 2. Regarding the different metabolites measured,
results are shown in Table 2. As a summary:

Amino acids: branched-chained amino acids
(BCAA) in DBS were correctly estimated comparing to
plasma (P-value .03 for isoleucine and valine, P-value
.001 for leucine). During metabolic crisis there was a
significant elevation of BCAAs (P-value < .001 for iso-
leucine and valine, P-value .04 for leucine), reflecting
increased catabolism and ketogenesis. Other amino
acids did not have such a good correlation in plasma
and in DBS and no differences were observed during
decompensations.

Organic acids: findings in DUS and in liquid urine
correlated and reflect the metabolic status of the patients.
As expected, there was an elevation of several urinary
organic acids during the decompensation crisis, which
was statistically  significant in the case of
3-hydroxypropionic acid (P-value < .001), methyl citric
acid (P-value .04), lactate (P-value < .001), tiglyl glycine
(P-value < .001), 2-methyl 3-hydroxy butyric acid (P-
value < .001), fumaric (P-value < .001), and malic acid
(P-value < .001) (see Table 2). As for propionyl glycine,
an important marker of PA, there was a good correlation
in the univariant model between DUS and urine (P-
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TABLE 1 Demographic and clinical data of 10 PA patients included in the study

Current Age at
Sex age (y) diagnosis Genetics Clinical course (long-term complications)
1 M Died (5) Neonatal PCCA gene Severe neuromotor delay
p.Leu470Arg/p.Leud70Arg Choreoathetosis, basal ganglia involvement,
leukopenia, frequent infections, dilated
cardiomyopathy, pancreatitis
2 M 9 Neonatal PCCB gene Severe neuromotor delay, anemia, leukopenia
p.Gly407Argfs*14/p.Arg410Trp
3 F 35 Neonatal PCCB Neuromotor delay
p.Glu168Lys/p.? (c.183+3G>C)
4 F 29 Neonatal PCCB gene Neuromotor delay, dilated cardiomyopathy
p.Gly407Argfs*14/p.Gly407Argfs*14
5 F 15 6 mo PCCB gene Neuromotor delay, epilepsy, pancreatitis,
p-Arg512Cys/p.Gly255Ser myositis
6 M 6 Neonatal PCCB Autism
screening p-Asn536Asp/p.Asn536Asp
7 F 29 Neonatal PCCB gene Peripheric neuropathy, neuromotor delay,
p.Gly407Argfs*14/p.Argl65Gln+p. pancreatitis, thrombopenia
Ala497Val
8 F 24 4 mo PCCB gene =
p.Gly407Argfs*14/p.Glul68Lys
9 F 12 4 mo PCCA gene Pancreatitis
p.Gly477{s*9/p.Cys616_Val633del
10 M 10 6 mo PCCA gene Sever neuromotor delay
p.Gly477fs*9/p.Cys616_Val633del
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value < .001), interaction was
detected.

Acylcarnitines: there was a good statistical correlation
between free carnitine and propionyl carnitine levels in
plasma and DBS samples in the univariant model (P-
value < .001 for both markers). No significant changes
were found in any of the acylcarnitines during the meta-
bolic crisis.

Odd-numbered long-chain fatty acids: OLCFAs have
been used as a long-term control marker in PA patients.
It cannot be analyzed in DBS. However, odd-numbered
acylcarnitines  (C14:1-OH + C15, C16:1-OH + C17,
C16:2-OH + C17:1) are expressed in DBS as a common
peak. We observed a strong correlation between the sum
of odd-numbered acylcarnitines in DBS and the OLCFAs
levels in plasma with a P-value < 0.001 (CI 95% [5.41;
10.95], regression coefficient: 8.2) in the univariant
model.

since no significant

4 | DISCUSSION

PA is one of the most frequent and severe types of
organic acidemia and as such requires frequent clinical
and biochemical controls that up to now could only be
performed in a hospital setting. Adding to their regular
visits, a majority of patients need to come to the hospital
due to situations that have led or may lead to a metabolic
decompensation. It is in the first years of life in which
patients are especially at risk, as metabolic control is har-
der to achieve because of frequent infections or feeding
difficulties. Whether because of previous frequent intra-
venous procedures or because of age, many times blood
and urine collection are difficult to obtain in PA patients.

[NpRRe=l WILEY 5

Also, the number of PA children who are surviving
into adolescence and adulthood is increasing and more
chronic complications are observed. These problems are
usually not related with previous metabolic decompensa-
tions and their pathophysiology is not well understood.
We cannot help but wonder if being able to have more
frequent measurements of the metabolic status of our
patients might help better understand the underlying
mechanisms of long-term complications and help achieve
better outcomes, as it happened in diabetes and phenyl-
ketonuria. Long-term management of PA is a difficult
task, considering that no reliable biochemical parameters
are yet available for quality control of therapy.®

Most of the PA literature is centered on the patho-
physiology of the metabolic disturbances. However, there
are also social and quality of life issues for the patients
and their families which tend to be disregarded because
our interventions are indispensable to avoid complica-
tions and frequently save the patient's life. One of the
aims of our study was to determine whether the filter
paper samples could be a method that reliably reflect the
metabolic status of PA patients. If so, using this sample
collection method would avoid many invasive proce-
dures, might help increase the autonomy of the patients,
who could send the paper samples from home. Easier
sample handling and storage and the limitation of hospi-
tal visits are economically interesting. Therefore, the use
of DBS and DUS would be more convenient for hospitals,
laboratories, and patients.

In stable conditions, we observed a good correlation
for BCAAs levels as well as for other specific PA metabo-
lites such as 3-hydroxypropionic acid, methyl citric acid,
and propionyl carnitine. During the metabolic crisis,
there was a significant elevation of BCAA, reflected both

TABLE 2 Linear regression in multivariant model (significant interaction)

Metabolic stability

Metabolic crisis

Regression coefficient
2.36 (0.79;3.93)
0.85 (0.66;1.03)
0.86 (0.67;1,06)
0.08 (—1,88;2,06)
0.08 (—0,7;0,87)
1.94 (—0.9;4.8)
4.8 (2.92; 6.68)

3-OH propionic acid

Methyl citric acid

Citric/methyl citric ratio
Lactate

2-Methyl 3-hydroxy butyric acid
Tiglyl glycine

Fumaric acid

Malic acid 0.80 (0.35;1.25)
Isoleucine 0.7 (0.65;1.35)
Leucine 0.30 (0.10;0.45)
Valine 0.75 (0.25;1.20)

P-value Regression coefficient P-value
.003 5.68 (4.63;6.73) <.001
04 0.51 (0.24;0.77) <.001

<.001 —0.24 (—1.08;0.6) .57
93 3.41 (2.82;4.01) <.001
.83 1.08 (0.68;1.47) <.001
.18 6.97 (5.45;8.50) <.001

<.001 8.9 (7.06; 10.78) <.001

<.001 2.00 (1.50; 2.45) <.001
.03 2.50 (2.00;3.00) <.001

<.001 0.30 (0,15; 0,65) .04

.03 1.70 (1.45; 2.00) <.001
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in DBS and plasma, as a marker of decompensation. Sev-
eral metabolites are formed from the breakdown of iso-
leucine, such as tiglyl-CoA which is trapped by glycine
and excreted as tiglyl glycine.” Hydration of tiglyl-CoA
results in formation of 2-methyl 3-hydroxy-butyryl-CoA,
also significantly elevated during the decompensation.
The amount of these former metabolites during the acute
metabolic derangement therefore seems to reflect the
enhanced metabolism of Isoleucine. Other tested parame-
ters such as 3-hydroxypropionic acid, methyl citric acid,
lactate, and propionyl carnitine, also showed a significant
correlation during the acute decompensation.

Although there is little consensus concerning the util-
ity of metabolic markers in the long-term follow-up,
quantitative plasma amino acids are indicated each 3 to
6 months mainly to evaluate the nutritional status.' Low
levels of Isoleucine are often described in PA forms that
require severe natural protein restriction and are associ-
ated with acrodermatitis enteropathica-like, requiring
supplementation.’ In our series, 9 of 10 receive isoleucine
supplements to maintain Ile levels above 15 pmol/L in
order to avoid the skin lesions. Results from DBS samples
correctly reflected the nutritional status, with a strong
correlation both in stable condition as in metabolic acute
decompensation.

Other amino acids patterns, such as high glycine or
lysine, low levels of citrulline or normal/low glutamine
during the hyperammonemia,'® that might help in
understanding the biochemical changes in PA, have not
proved any clinical relevance.

Free carnitine CO and propionyl carnitine C3 were
strongly correlated in the univariant model in plasma
and DBS, but no interaction with the decompensation
was observed. All our patients were supplemented with
L-carnitine (150-200 mg/kg/d), as all of them were diag-
nosed previously to be included in the study.

One important limitation of our study was the lack of
measure of the ketone bodies in the DUS due to the
extreme volatility of acetoacetate and 30H butyric acid.
However, the ketones bodies can be easily determined
qualitatively in dipstick urine.

Utilization of propionyl-CoA as a primer in fatty acid
synthesis instead of acetyl-CoA leads to accumulation of
OLCFAs in patients with PA, such as C15 and C17 fatty
acids. These acids, like any other carboxylic acid, could
be esterified to form carnitine-conjugates, among them
the odd-number acylcarnitines detected in DBS samples
of our patients. It has been proposed that the content of
OLCFAs in different body lipids or tissues
(ex. erythrocyte membrane) can be used as a tool for
monitoring patients with PA, as a quantitative estimation
of the intracellular pool of propionyl-CoA.'"'* The sum
of the OLCFAs 15- and 17-carbon saturated and

17-carbon monounsaturated fatty acids (C15:0, C17:0,
C17:1) is calculated and expressed as a percentage of the
total C14-C22 fatty acids. The technique was first
described in erythrocyte, but it can also be performed in
plasma.

It is known that OLCFAs production is already active
prenatally and large amounts have been detected in
fetuses suffering of propionate metabolism defects, even
if these alterations seem not to influence normal preg-
nancy and birth."® Enhanced postnatal lipolysis may lead
to increase production of propionyl-CoA in mitochondria
not only from proteins but also from OLCFAs.’ Thus, not
surprisingly, several papers have recently reported that in
patients affected by disorders of propionate metabolism,
newborn screening showed an increased concentration of
heptadecanoyl carnitine (C17) in addition to elevated C3;
therefore, C17 has been proposed as a second-tier test in
the neonatal screening for the detection of propionate
metabolism defects.'*

In our study we detected in DBS samples elevation of
odd number acylcarnitines that were expressed as a com-
mon peak C14:1-OH + C15, C16:1-OH + C17, C16:2-OH
+ C17:1. We could also demonstrate a strong statistical cor-
relation between the sum of odd-numbered acylcarnitines
and the OLCFAs in plasma. As the OLCFAs have shown
utility as a biochemical marker for the severe forms of PA,
we could conclude that the sum of odd-numbered
acylcarnitines might be considered an equivalent of
OLCFAs in DBS. The usefulness of these parameters in
monitoring PA patients or as a second-tier test in neonatal
screening of propionate disorders should be further
analyzed.

w0+

Plasma OLCFAs %

T T T T

0 5 1 1.5
DBS odd-numbered acylcarnitines (umol/L)

FIGURE 3 Association between plasma OLCFAs (%) and the
DBS impar acylcarnitines sum using the mixed linear regression
models in metabolic stability (O) and crisis (). DBS, dried

blood spot
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Despite many advances that have been made in
understanding the disorders of propionate metabolism,
still no clinical or biochemical marker is available for the
quality of treatment control. A recent retrospective study
concluded that in decision-making on the start of emer-
gency treatment in PA patients, the most useful biochem-
ical parameters seem to be ammonia, acid-base balance
and anion gap; no statistical correlation was found with
any other biochemical markers of PA. Still, this study
refers exclusively to the risk of metabolic decompensa-
tion, the question of the long-term management and out-
come remain unresolved."

5 | CONCLUSIONS

PA patients require lifelong monitoring. DBS and DUS
correctly reflect the metabolic and nutritional status and
might be used for the long-term follow-up of these
patients. The simplicity of obtention and transportation
of the samples are considerable advantages. Their use
can facilitate having more frequent metabolic control of
patients and are especially convenient in those cases in
which the patient resides far from the metabolic center
or have a difficult social situation.
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