Diagnoéstico molecular de un caso de Deficiencia de
Acil CoA Deshidrogenasa de Cadena Media (MCADD)
detectado por MS/MS.

a deficiencia de Acil CoA Deshi-
Ldrogenasa de Acidos Grasos de

Cadena Media (MCADD) es el
trastorno de la R-oxidacion mas comun-
mente diagnosticado en humanos. Se
hereda de forma autosémica recesiva y
presenta una frecuencia que varia entre
1:4900 y 1:25000. La mutacion mas fre-
cuente es la A985G que se observa en
condicién homocigoto en 81% de los ca-
sos y heterocigoto compuesto en 18%.
Ei blogqueo enzimatico lleva a la acumu-
lacion de ésteres de acilcarnitinas de ca-
dena media io cual permite la deteccion
temprana de la enfermedad mediante el
andlisis de Espectrometria de Masas
(MS/MS) y su posterior confirmacién
molecular.

El primer caso de MCADD en Costa Rica
fue detectado por MS/MS en el Labora-
torio Nacional de Tamizaje y la presencia
de la mutacion A985G fue confirmada
por métodos moleculares. La mutacién
afecta una region lejana de! sitio activo
que participa en el empaquetamiento de
la proteina, proceso que es asistido por
las chaperaonas moleculares. Hasta la fe-
cha, el paciente permanece asintomati-
co lo cual podria explicarse por una serie
de factores genéticos y ambientales que
permiten mantener, parcialmente, la ac-
tividad de la enzima.

Palabras claves: tamizaje neonatal, acil-
carnitinas, mutacioén, empaquetamiento,
MCADD.
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Durante los afios 70’s se descri-
bieron trece trastornos heredi-
tarios de la oxidacion de acidos
grasos (FAO), causados por la
deficiencia de transportadores y
enzimas de membrana, o de en-
zimas de la matriz mitocondrial,
donde se lleva a cabo la R-Oxida-
cion® (fig.1).

La Deficiencia de Acil CoA deshi-
drogenasa de Acidos Grasos de
Cadena Media (MCADD; OMIM
201450) es el trastorno de la B-
oxidacién de acidos grasos mas
comunmente diagnosticado en
humanos®?®, El defecto se here-
da de forma autosémica recesiva
y la prevalencia de esta enferme-
dad es alta en poblaciones de ori-
gen caucasico, principalmente en
aquellas que descienden de los
asentamientos del norte de Eu-
ropa. La frecuencia estimada por
programas de tamizaje neonatal
que utilizan Espectrometria de
Masas en Tandem (MS/MS) varia
en unrango que vade 1: 4 900 a
1: 25 000, lo cual esta determina-

do por la estructura genética de
cada poblacidén estudiada®. Se
considera que la deficiencia es
poco comun en poblaciones his-
panas. Esta posicién se ha visto
cuestionada; sin embargo, por
resultados obtenidos en un estu-
dio piloto a través de analisis de
espectrometria de masas en Ca-
lifornia, EUA, se requiere mayor
investigacion al respecto.

Los pacientes con MCADD lucen
sanos al nacimiento, la enferme-
dad se presenta generalmente
entre los 3 y los 24 meses de
edad, aunque se han reportado
casos confirmados que se man-
tienen asintomaticos hasta la
adultez®. Los sintomas pueden
ser hipoglicemia, vémito, letargo,
encefalopatia, paro respiratorio,
hepatomegalia, apnea, paro car-
diaco, coma y muerte subita. A
largo plazo, los pacientes pueden
presentar problemas de desarro-
llo sicomotor y comportamiento,
debilidad muscular crénica, falla
para progresar, paralisis cere-
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bral y trastorno de déficit atencio-
nal®?". Muchos de estos sintomas
se presentan durante el aumento
en la actividad fisica y/o el ayuno
prolongado.

El gen ACADM (OMIM 607008)
se localiza en la region 31 del
brazo corto del cromosoma 1
(1p31), esta formado por 12 exo-
nes distribuidos a lo largo de 44
kilobases y codifica un monéme-
ro precursor de 421 aminoaci-
dos®. La proteina MCAD madura
es una de las cuatro deshidroge-
nasas de Acil CoA dependientes
de la longitud de la cadena que
inician la R-oxidacion de ésteres
de Acil CoA®. Estas cuatro en-
zimas catalizan la oxidacién de
acidos grasos de cadena corta
(4-6 carbonos), media (6-10 car-
bonos), larga y muy larga (12-18
carbonos), para producir un doble
enlace entre los atomos de car-
bono 2 y 3 como resultado de la
deshidrogenacion. Son enzimas
solubles localizadas en la matriz
mitocondrial con excepcién de la
acil CoA deshidrogenasa de ca-
dena muy larga que se encuentra

unida a la membrana interna mi-
tocondrial™®'™, El empacamiento
del péptido en la mitocondria es
asistido por las chaperonas mo-
leculares.

La mutaciéon puntual A985G en el
gen MCAD, que causa el cambio
de una lisina por un glutamato
en la posicion 304 (K304E) en la
proteina madura, se presenta en
el 90% de los alelos de pacientes
con la deficiencia. De los pacien-
tes clinicamente diagnosticados
con MCADD, 81% son homoci-
gotos para A985G y un 18% son
heterocigotos compuestos para
esta mutacion@#+67.9.12),

La frecuencia de portadores osci-
la entre 1:40 a 1:100“)., Es posible
que no todos los pacientes ho-
mocigotos para A985G muestren
niveles elevados de octanoilcar-
nitina (C8) en el periodo neona-
tal (ver adelante). Posiblemente
otros polimorfismos presentes en
las chaperoninas podrian ofrecer
cierta proteccion al estabilizar la
proteina mutante y normalizar la
actividad enzimatica. Las otras
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Figura 1. Transporte del 4cido graso activado a través de la membrana mitocondrial.
El acido graso activado es transportado al espacio intermembrana mediante la camitina
aciliransferasa I. Una vez ahi, es llevado a la matriz mediante difusion facilitada donde
se separa de la carnitina. La carnitina puede retornar inmediatamente al citoplasma o
unirse con metabolitos no procesados por la B-oxidacion participando de esta manera
en su posterior eliminacion de la matriz mitocondrial (modificado de Nelson & Cox
2004).
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mutaciones en el heterocigoto
compuesto son raras y diversas.
Se han descrito 45 mutaciones
hasta el momento aunque la rela-
cién genotipo-fenotipo no ha sido
bien determinada siendo A985G
la mas estudiada®#+3),

El proceso de la 3-oxidacién en la
matriz mitocondrial es precedido
por la asociacién de carnitina con
acidos grasos activados (acil-
CoA), lo que permite su transpor-
te a través de la membrana mito-
condrial interna™ (Fig.1). Se ha
determinado que pacientes con
trastornos hereditarios del meta-
bolismo de acidos grasos, elimi-
nan en la orina acilcarnitinas es-
pecificas que reflejan la acumula-
cién anormal de tioésteres de acil
CoA. Esto permite que la determi-
nacion de tales concentraciones,
mediante técnicas como MS/MS,
se convierta en una herramien-
ta diagnoéstica invaluable para la
deteccion y posterior confirma-
cion por métodos moleculares de
errores de R-oxidacion causantes
de diferentes enfermedades!'®.

El incremento de ésteres de acil
CoA de cadena media produci-
dos por el bloqueo enzimatico
lleva a un incremento de acidos
grasos de cadena media, &ci-
dos dicarboxilicos, acilglicinas y
acilcarnitinas de cadena media
en plasma y orina (Fig. 1, 2). La
carnitina sé une a residuos acil y
participa en su eliminacion (Fig.
1), disminuyendo la concentra-
cion de residuos conjugados con
CoA e incrementando la relacion
entre CoA libre y acilado.



Pacientes con MCADD presentan
unincremento de octanoilcarnitina
(C8 >0.23 ymol/L) y un aumento
de la relacién octanoilcarnitina-
decanoilcarnitina (C8/C10 >5)"¢),
De esta manera, el analisis por
MS/MS permite, en principio, el
diagnostico de todos los pacien-
tes con la deficiencia de MCAD
sin importar la mutacién, estado
sintomatico o tratamiento.

El presente reporte expone
un perfil amplio del analisis y
diagnostico del primer caso de
MCADD detectado en Costa Rica
dentro - del Programa Nacional
de Tamizaje Neonatal median-
te espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) y confirmado
a través de procedimientos mole-
culares'™”),
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Figura 2. La via de la R-oxidacién. En
cada paso de la secuencia de cuatro
eventos, un residuo acetil es removido en
forma de acetil CoA del extremo carboxil.
En MCADD, el error se presenta en el
primer paso de la cadena de reacciones
{madificado de Nelson & Cox 2004).

Materiales y métodos:

El analisis de espectrometria de
masas en tandem y el analisis
de ADN se llevd a cabo en los la-
boratorios de espectrometria de
masas y biologia molecular res-
pectivamente, del Centro para la
Prevencion de Discapacidades
del Hospital Nacional de Nifios
“Dr. Carlos Saez Herrera”.

Espectrometria de Masas en
Tandem (MS/MS): la muestra fue
recolectada por tamizaje masivo
en papel de filtro S&S 903 al 4°
dia de edad y analizada con las
siguientes condiciones: Sistema
MRM, para todos los ésteres de
acilcarnitinas a saber C2, C3, C4,
C5, Cb, C8, C10, C12, C14, C16
y sus derivados, con una voltaje
del cono de 35 Volt, Energia de
colision de 27 Volt, flujo de inyec-
cién de 10 ul/min, un flujo del gas
desolvatante (N2) de 450 Iit/Min,
utilizando una mezcla de aceto-
nitrilo 80:20 con agua, tiempo de
escanec en el detector de 1.50
minutos.

Extraccion de ADN y analisis
molecular: muestras de sangre
fueron recolectadas en tubos
con K3EDTA tanto del paciente
como de la madre con el fin de
determinar sus genotipos con
respecto a la mutacion A985G.
La extraccion de ADN se realizd
siguiendo el protocolo basado en
NaCl previamente publicado®.
Con respecto al analisis mole-
cular, la mutacion A985G en el
exon 11 del gen MCAD introduce
un sitio de restriccién Ncol en el
mutante y no en el alelo normal.

De esta manera, el alelo mutante
puede ser distinguido del normal
mediante una digestion para Ncol
del producto de la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR)
seguida por la separacion de pro-
ductos en un gel de agarosa™®'2.
El ADN correspondiente del pro-
bando y de la madre fue ampli-
ficado mediante la PCR utilizan-
do los siguientes imprimadores:
sentido, 5-TTTATGCTGGCTGA-
AATGGCCATG; antisentido, 5'-
AGTTTTTCTACAGGATAT TCT-
GTATTAAATCCATGGCCTC. EI
producto fue digerido con la enzi-
ma Ncol (Fermentas).

Caso clinico:

El paciente fue referido por resul-
tado anormal de tamizaje neo-
natal masivo: Octanoyl-carnitina
(C8) en 2.36pM (punto de corte
: 0.23uM) y Hexanoyl-carnitina
(punto de corte : 0.27uM). Fue
evaluado por primera vez en la
Consulta de Enfermedades Me-
tabdlicas del Hospital Nacional
de Nifios a los 15 dias de edad.
Madre de 16 afios de edad,
G1,P1,A0, con control prenatal,
sin enfermedades asociadas a
la gestacion. Antropometria al
nacer: Peso: 3540 gramos, Talla:
51 cm, CC: 33 cm. Apgar: 9-9.
No hay antecedentes patolégi-
cos familiares de relevancia. No
hay historia de retraso mental,
hipoglicemias o muerte subita.
Consanguinidad en tercer grado
(el padre del nifio es hermano del
abuelo por linea materna).

En su evaluacion inicial:, Gases
venosos normales, glicemia en
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91 mg/dl, con cetonemia nega-
tiva. Transaminasa oxalacética
discretamente elevada en 99 1U/
L pruebas metaboélicas en orina:
normales. Hemograma normal.
US de higado normal. Explora-
cidon cardiovascular que incluye
Ecocardiografia normal. Evalua-
cién de control a los 2% meses
con evidencia de elevacion de
transaminasas hepaticas, con
TSGP: 164 1U/L, TSGO: 254 U/
L, Fosfatasa alcalina: 174 IU/L,
Glicemia: 94 mg/dl, Cetonemia:
negativa. Con electrolitos séricos
y pruebas de funcién renal nor-
males. A sus 5 meses de edad,
TSGO: 225 1U/L, TSGP: 163 IU/L,
Cetonemia trazas, con glicemia:
98 mg/dl, bilirrubinas totales: 0.4
mg/ dl, B. Directa: 0.1 mg/ dl. Las
serologias virales por citomega-
lovirus, hepatitis, VDRL son ne-
gativas. Tiene un examen fisico
normal, con desarrollo psicomo-
tor y antropométrico adecuado y
totalmente asintomatico hasta la
fecha de preparacion de este in-
forme. (16 de agosto del 2005).

El analisis de mutaciones para
MCADD mostré una condicién
homocigota para la mutacién
A985G.

Desde el punto de vista terapéuti-
co, el manejo ha sido nutricional,
con tomas de leche materna fre-
cuentes, evitando el ayuno. Al ini-
ciar la ablactacion se indico dieta
rica en carbohidratos complejos
alternando con 5 tomas de leche
al dia. Se instruy6 a la madre para
gue evite el ayuno y se mantenga
vigilante ante las enfermedades
propias de la infancia que podrian

ser desencadenantes de crisis.

Resultados y discusion:

La implementacién técnica de
metodologias de MS/MS y biolo-
gia molecular permite el tamizaje
metabdlico y la confirmacién diag-
néstica de gran variedad de tras-
tornos en neonatos, por ejemplo,
enfermedades metabdlicas here-
ditarias del metabolismo de los
aminoacidos (enfermedad del Ja-
rabe de Arce, Fenilcetonuria, Ho-
mocistinuria, etc.) y, al incorporar
el analisis de perfiles de acilcar-
nitinas, transtornos relacionados
con la oxidaciéon de acidos gra-
sos y otros acidos organicos®2h,
El Programa de Tamizaje Neona-
tal de Costa Rica analiza, anual-
mente, las muestras de 72.000
neonatos a través de diferentes
tecnologias dentro de las cuales
MS/MS y biologia molecular jue-
gan un papel fundamental en el
proceso de deteccién y confirma-
cién diagndstica.

El analisis molecular de la mues-
tra confirma la presencia de la
mutacién A985G en condicidn
homocigota. El paciente presenta
la deficiencia de MCAD aunque,
al momento de la presentacion
de este articulo, se mantenia
asintomatico. La variacion afecta
el empaquetamiento y la estabili-
dad de la enzima. El proceso de
empaquetamiento es monitorea-
do por sistemas de control de ca-
lidad, los cuales incluyen las cha-
peronas moleculares que asisten
el empaquetamiento, y protea-
sas intracelulares, que eliminan
proteinas mal empaquetadas.

Puesto que la eficiencia de estos
sistemas depende de las condi-
ciones celulares, por ejemplo, de
temperatura y nivel energético,
y probablemente de diferencias
genéticas asociadas entre indivi-
duos, el efecto de esta y otras va-
riaciones en la secuencia de ADN
con pérdida de sentido no puede,
en general, ser predicho. Recien-
temente se ha demostrado que
este tipo de mutaciones, ademas
de influenciar la biogénesis de la
proteina, también afecta la efi-
ciencia del editaje de intrones o
“splicing” al interferir con los sitios
de unién para factores modulado-
res del editaje. Este fenémeno se
ha observado en algunas deshi-
drogenasas y esta en proceso de
ser caracterizado para los genes
MCAD y VLCAD®. La sintomato-
logia variable que puede presen-
tar la enfermedad podria explicar-
se por el hecho de que el efecto
que la mutacion pueda tener, in
vivo, podria estar modulado por
factores celulares y genéticos.

Investigaciones sobre la toxici-
dad de acidos grasos de cadena
media, por ejemplo el acido oc-
tanoico, muestran propiedades
narcéticas que pueden contribuir,
de manera significativa, al letar-
go y coma hepatico observado
en pacientes durante periodos
de descompensacion metabd-
lica. Con respecto a la deficien-
cia de énergia, la manifestacion
no tan severa es probablemente
causada por una combinacion
de, primero, el hecho de que va-
rios ciclos de oxidacién pueden
proceder antes de que la via sea
bloqueada y, segundo, alguna



actividad enzimatica puede surgir
de la acil CoA deshidrogenasa
de cadena larga (LCAD) y SCAD
debido a que existe traslape en
cuanto a los sustratos en los que
acttan®1,

Desde el punto de vista de la pa-
togénesis molecular, la mutacion
A985G, que lleva al reemplazo
de la lisina por el acido gluta-
mico, se localiza lejos del cen-
tro activo. La sustitucion K304E
afecta el empaquetamiento de la
proteina MCAD normal [levando
a la deficiencia en la expresion
de ésta. Especificamente, la pro-
teina MCAD es asistida en su
empaquetamiento intramitocon-
drial, primero, por la chaperona
de choque térmico 70 (Hsp70) v,
subsecuentemente, por la cha-
peronina Hsp60, proceso que
se ve afectado en presencia de
la sustitucién. La lisina en la po-
sicion 304 es trascendental para
el empaquetamiento eficiente del
monoémero ya que la interacciéon
de cargas entre la lisina 304 y el
aspartato 346 es determinante
para el ensamblaje del tetrAmero
y, por lo tanto, para la estabilidad
de la enzima®. Esto tiene efecto
directo en la conformacién del si-
tio activo y en el surco de unién al
sustrato, lo cual podria contribuir
a la patogénesis de la variante.

Aproximadamente el 20% de los
pacientes muere antes de ser
diagnosticados y un porcentaje
importante de los sobrevivien-
tes al primer episodio de des-
compensacion aguda presentan
secuelas significativas®. Es de
gran importancia mencionar que

las deficiencias en el metabolis-
mo de &cidos grasos han sido
extensamente estudiadas en ca-
sos donde se presenta el sindro-
me de muerte subita y de estos,
la mutacién A985G es la mejor
estudiada. No obstante, menos
del uno por ciento de los casos
de muerte subita investigados
presentan esta mutacién. Esto
aunado al hecho de que se han
observado perfiles bioquimicos
caracteristicos para trastornos de
la oxidacién de acidos grasos en
un numero considerable de casos
indica la importancia de la inves-
tigacion de otros padecimientos
diferentes al MCADD®@),

El diagnéstico molecular de
MCADD es atractivo porque se
ha observado que, en general, el
80% de los casos son homocigo-
tos para la mutacién A985G. Sin
embargo, resultados tempranos
de algunos estudios indican una
frecuencia de homocigotos mu-
cho menor de lo esperado para la
mutacion y una frecuencia mayor
de heterocigotos compuestos,
esto podria tener implicaciones
importantes en cuanto a expre-
sion fenotipica y diagnéstico mo-
lecular®y,

Hay una variacién importante en
la severidad de diferentes muta-
ciones, la actividad enzimatica
residual generada por diversas
mutaciones puede ser modula-
da por factores endogenos, tales
como el nimero de chaperonas
disponible y la temperatura. La
accion de genes modificadores
podria tener un efecto importante
en la variacion del fenotipo pro-

ducido. Mutaciones que directa-
mente inhabilitan el sitio activo
pueden tener consecuencias mas
criticas que aquellas que afectan
los sitios de editaje, el marco de
lectura, el empaquetamiento o la
estabilidad. A pesar de la hetero-
geneidad de factores involucra-
dos, la severidad intrinseca de
las mutaciones se ve reflejada en
el fenotipo bioquimico y se expre-
sa como con diferentes perfiles
de acilcarnitina®. El estudio mo-
lecular de aquellos que exhiban
concentraciones elevadas de oc-
tanoilcarnitina permitira estimar
la prevalencia y determinar la
frecuencia de la mutacién A985G
en la poblacién costarricense. Si
bien las restantes mutaciones no
podran ser identificadas, la infor-
macién obtenida permitira llevar
a cabo una evaluacidn precisa
sobre la eficiencia de la técnica
para el diagndstico general de la
deficiencia de MCAD, ademas de
un mayor conocimiento de la es-
tructura genética de nuestra po-
blacion.

Por otro lado, el diagnéstico de
esta y otras enfermedades a
través de tales tecnologias (MS/
MS y biologia molecular), es de
importancia trascendental para el
tratamiento adecuado de estos
casos. Como se menciond ante-
riormente, el paciente se mantie-
ne asintomatico. No obstante, se
puede aplicar tratamiento médico
preventivo (uso de L-carnitina)
asi como la vigilancia de factores
que, dada la etiologia del padeci-
miento, podrian precipitar la ma-
nifestacién clinica, como lo son el
ayuno prolongado y el aumento
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de la actividad fisica o infeccio-
nes. Ambas medidas disminuyen
considerablemente la probabili-
dad de manifestacion y, en caso
de presentarse, la severidad de
los sintomas.
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