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Resumen

El andlisis de los acidos organicos urinarios juega un papel crucial
en el diagnéstico y seguimiento de pacientes con trastornos me-
tabolicos congénitos. La falta de datos completos, las variaciones
en los habitos alimentarios entre paises y el aumento del consumo
de alimentos procesados subrayan la necesidad de realizar inves-
tigaciones actualizadas. Con el fin de establecer los intervalos de
confianza y medianas de acidos organicos urinarios se evaluaron
mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de ma-
sas, 125 muestras de orina de pacientes sanos, con edades com-
prendidas entre 2 dias 'y 13 afios. Los resultados fueron analizados
teniendo en cuenta el grupo etario, y evidenciaron que las concen-
traciones de la mayoria de los acidos orgéanicos urinarios varian de
acuerdo a la edad, lo que enfatiza la importancia de los valores de
referencia emparejados con la edad para interpretar los datos de
los pacientes. Existen pocos informes en esta area; sin embargo,
la comparaciéon de estos resultados con los valores de referencia
informados por otros trabajos muestra una concordancia razonable
y las pocas disparidades podrian atribuirse a factores genéticos o
influencias dietéticas. Se presentan resultados e interpretaciones
de niflos previamente diagnosticados con trastornos metabélicos y
otras afecciones, lo que confirma la confiabilidad de nuestros datos
y métodos analiticos. Este estudio proporciona datos de referencia
esenciales para los profesionales clinicos, destaca la importancia
de los valores de referencia especificos de la edad para diagnos-
ticar y tratar con precisién a pacientes con trastornos metabélicos
y sirve como recurso fundamental para futuras investigaciones en
este campo.

Palabras clave: Acidos organicos urinarios; Intervalo de referen-
cia; Errores innatos; Cromatografia de gases; Espectrometria de
masas
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Analysis of urinary organic acid levels in early childhood and newborns: a gas
chromatography-mass spectrometry study with evaluation of reference ranges

Abstract

Analysis of urinary organic acids plays a crucial role in the diagnosis and monitoring of patients with
congenital metabolic disorders. The lack of complete data, variations in dietary habits between coun-
tries, and increasing consumption of processed foods highlight the need for up-to-date research. In
order to establish the confidence intervals and medians of urinary organic acids, 125 urine samples
from healthy patients, aged between 2 days and 13 years, were evaluated by gas chromatography
coupled to mass spectrometry. The results were analysed taking into account the age group, showing
that the concentrations of most urinary organic acids vary according to age, which emphasises the
importance of paired age reference values to interpret patient data. There are few reports in this area;
however, comparing our results with those reference values reported by other papers demonstrates
reasonable agreement, and minor disparities could be attributed to genetic factors or dietary influenc-
es. Results and interpretations from children previously diagnosed with metabolic disorders and other
conditions are presented, confirming the reliability of our data and analytical methods. This study
provides essential reference data for clinicians, highlighting the importance of age-specific reference
values to accurately diagnose and treat patients with metabolic disorders and serves as a critical re-
source for future research in this field.

Keywords: Urinary organic acids; Reference interval; Inborn errors; Gas chromatography; Mass spectrometry

Analise dos niveis de acidos orgdnicos na urina da primeira infancia e dos
recém-nascidos: um estudo por cromatografia gasosa acoplada a espectro-
metria de massa com avaliagdo de intervalos de referéncia

Resumo

A anélise dos acidos organicos urindrios desempenha um papel crucial no diagndstico e monitoramento
de pacientes com disturbios metabdlicos congénitos. A falta de dados completos, as variacbes nos
habitos alimentares entre paises e o aumento do consumo de alimentos processados destacam a ne-
cessidade de realizar pesquisas atualizadas. Para estabelecer os intervalos de confianca e medianas de
dcidos orgénicos urinarios, 125 amostras de urina de pacientes saudaveis, com idades entre 2 dias e 13
anos, foram avaliadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os resultados fo-
ram analisados levando em consideragdo o grupo etario, evidenciando que as concentragdes da maioria
dos acidos orgénicos urindrios variam de acordo com a idade, o que destaca a importancia dos valores
de referéncia pareados com a idade para interpretar os dados dos pacientes. Ha poucos relatos nesta
area; no entanto, a comparacao destes resultados com os valores de referéncia informados por outros
trabalhos demonstra uma concordéncia razoavel, e as poucas disparidades poderiam ser atribuidas a
fatores genéticos ou influéncias dietéticas. Sdo apresentados resultados e interpretacbes de criangas
previamente diagnosticadas com distdrbios metabdlicos e outras condicdes, o que confirma a confiabi-
lidade de nossos dados e métodos analiticos. Este estudo fornece dados de referéncia essenciais para
profissionais clinicos, enfatizando a importancia dos valores de referéncia especificos da idade para
diagnosticar e tratar com precisdo pacientes com disturbios metabdlicos, e serve como recurso funda-
mental para futuras pesquisas nesse campo.

Palavras-chave: Acidos organicos urindrios; Intervalo de referéncia; Erros inatos; Cromatografia de gases;
Espectrometria de massa

Introduccién

Los errores congénitos del metabolismo abarcan una
amplia gama de trastornos genéticos complejos que tipi-
camente surgen de deficiencias en procesos metabolicos,
alterando el metabolismo normal de biomoléculas tanto
exogenas (dietarias) como endoégenas. En consecuencia,
estas condiciones pueden conducir a la acumulacién de
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compuestos toxicos dentro del cuerpo, mientras que sus-
tancias vitales pueden ser deficientes y perjudican a la
salud general. Estos trastornos se manifiestan con graves
consecuencias clinicas, lo que los convierte en una causa
importante de mortalidad y morbilidad, particularmen-
te entre los recién nacidos y la poblacion pedidtrica en
general (1); sin embargo, también pueden manifestar-
se a cualquier edad (2). En muchos casos, las interven-



ciones nutricionales sirven como enfoque terapéutico
principal para controlar estas afecciones (3). Las ma-
nifestaciones clinicas comunes asociadas abarcan tras-
tornos neurolégicos, hipoglucemia, alteraciones del
equilibrio 4acido-base, hiperamonemia, miocardiopatia,
enfermedad hepatica aguda y colapsos repentinos (4).

A pesar de la rareza de estas enfermedades (1 en
10 000 a 1 en 1 000 000), la incidencia colectiva es alta
ya que se han descripto mas de 700 trastornos metabo-
licos hereditarios diferentes (5). La deteccion rapida
es un desafio para los médicos y es fundamental para
iniciar el tratamiento, evitar complicaciones y prevenir
la muerte (4) (6). Muchas enfermedades metabdlicas
tienen presentaciones clinicas similares y el diagnoéstico
final s6lo puede realizarse mediante el analisis de flui-
dos biologicos.

La orina humana contiene numerosos acidos orga-
nicos y otras sustancias derivadas del metabolismo, en
concentraciones muy variables. En la orina de un pa-
ciente con deficiencia de una enzima o cofactor hay
un aumento pronunciado en la concentraciéon de su
sustrato o metabolitos relacionados debido a la activa-
cion de vias metabolicas secundarias. Asi, los errores
congénitos del metabolismo pueden diagnosticarse
por la presencia o incrementos de estas moléculas en la
orina, tales como acidos organicos, acilcarnitina, ami-
noacidos, etc.

Los acidos organicos comprenden metabolitos clave
de casi todas las rutas metabdlicas, por lo tanto su es-
tudio proporciona informacién sobre el estado de las
mismas. Cabe senalar que el diagnéstico puede compli-
carse debido a la variabilidad de la excrecion, la cual de-
pende de la genética, la edad, la dieta, y también puede
tener un origen ambiguo (alteraciones en la excrecion
por otras enfermedades o por factores nutricionales o
fuentes artificiales, como medicamentos) (7). La cola-
boracién con los médicos y el conocimiento de los ran-
gos de referencia de dcidos orgdnicos urinarios en una
poblacién sana de la misma edad son fundamentales
para la interpretacion del resultado del cromatograma.
Lamentablemente, en la literatura s6lo se ha documen-
tado un nimero limitado de rangos de referencia, los
cuales fueron publicados hace mas de 10 anos y ningu-
no fue realizado en Latinoamérica (8) (9) (10) (11).
Ademas, las notables variaciones en los habitos alimen-
tarios y el aumento sustancial del consumo de alimen-
tos procesados en las ultimas décadas recalcan la impor-
tancia de este estudio (12) (13) (14) (15).

En el presente trabajo se aporta al conocimiento del
intervalo de confianza de dcidos organicos urinarios
obtenidos de 125 individuos en la primera infancia y re-
cién nacidos, lo que constituye una herramienta para la
interpretacion del perfil de acidos organicos en la orina
de pacientes con sospecha de enfermedad metabélica,
como asi también para dar seguimiento biomédico de
aquellos que la poseen.
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Materiales y Métodos

Para el analisis estadistico descriptivo de acidos orga-
nicos urinarios se obtuvieron 125 muestras de orina no
cronometradas de pacientes del Hospital Roque Saenz
Pena (Rosario, Santa Fe, Argentina), del Hospital In-
fantil Victor J. Vilela (Rosario, Santa Fe, Argentina) y de
hijos de amigos y familiares del personal del laborato-
rio. Todos se encontraban clinicamente en buen estado
de salud, no medicados y con dieta libre. Las mismas se
agruparon en: grupo I: 0-30 dias, n=22; grupo II: 1-36
meses, n=20; grupo III: 3 a 6 anos, n=27; grupo IV: 6
a 10 anos, n=34 vy, finalmente, grupo V: 10 a 13 anos,
n=22. Ademas, con el objetivo de comparar, se estudia-
ron orinas de ninos que presentaban enfermedad me-
tabolica congénita. Las muestras de orina se conserva-
ron mediante congelacion a -20 °C. Se midi6 el pH y se
determinaron los valores de creatinina utilizando un kit
de un método enzimadtico segun el protocolo del fabri-
cante (Wiener Lab., Buenos Aires, nimero de catalogo:
1260360). Todos los procedimientos se ajustaron a los
estandares €ticos y se obtuvo el consentimiento infor-
mado de los padres. Los procedimientos realizados han
sido posteriores a la obtencién del consentimiento in-
formado de los pacientes, cuando esto fue posible. Este
estudio cumpli6 con todas las regulaciones nacionales,
con las politicas institucionales y se realizé6 de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki.

Extraccién de acidos organicos urinarios
y cromatografia de gases-espectrometria de masas

El procedimiento utilizado para la oximacion, ex-
traccion y trimetilsililacion fue esencialmente el mis-
mo que el descripto por Semeraro et al. (16) con lige-
ras modificaciones. Se utilizaron volimenes de orina
correspondientes a 0,1 mg de creatinina y se ajustaron
a 1,9 mL con agua destilada. Luego, se agregaron 50
pL de acido undecanodioico 0,5 mg/mL a cada mues-
tra antes de la extracciéon, como control para el pro-
cedimiento de extraccion y relativizacion de areas. A
continuacion, se anadieron 50 pL de hidroxilamina
150 mg/mLy 0,45 mL de NaOH 1 Ny se purg6 con ni-
tréogeno. La mezcla se calent6 a 80 °C durante 30 min.
Después de acidificar con 600 pL de HCI 3 N hasta
pH <1, se anadieron 70 mg de NaCl y 2 mL de aceta-
to de etilo y se agit6 durante 5 min. Posteriormente,
la fase organica se separ6 mediante centrifugacion
durante 10 min a 5000 r.p.m. Se realiz6 una segunda
extraccion de la fase acuosa con acetato de etilo y las
dos fases organicas se combinaron y secaron bajo co-
rriente de nitrégeno. Para la sililacion, se agregaron
100 pL de una mezcla de 99% de bis (trimetilsilil)-tri-
fluoroacetamida (BSTFA) y 1% de trimetilclorosilano
(TMCS) (Sigma-Aldrich, EE.UU., nimero de catdlogo
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15238) y 100 pL de acetonitrilo. Después de purgar el
tubo de reaccién con nitrégeno, se dejoé reaccionar la
mezcla durante 1 h a 80 °C.

Se inyect6 1 pL. de muestra derivatizada en el cro-
matografo de gases-espectrometro de masas como se
describi6é anteriormente (17), excepto que se utilizé un
cromatografo de gases Agilent 7890B acoplado a un es-
pectrometro de masas Agilent 5977A (Agilent Technolo-
gies Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.) y un Ultra Inert HP-bms
de 30 m con un didmetro interior de 0,25 mm y un es-
pesor de pelicula de 0,25 pm (Agilent Technologies Inc.,
Palo Alto, CA, EE.UU.). La muestra se inyect6 a 250 °C
con un caudal de gas de 1 mL/min. El programa de tem-
peratura fue isotérmico durante 5 min a 70 °C, seguido
de una rampa de 5 °C/min hasta 310 °C y un manteni-
miento a 310 °C durante 1 min. Los iones se generaron
mediante un voltaje de ionizacién de 70 eV con un ran-
go de escaneo de 70 a 600 Da.

Los componentes de cada uno de los picos de cro-
matografia gaseosa (CG) se identificaron mediante la
comparacion de indices de retencion y los espectros
de masas de la biblioteca de espectros de masas NIST
2011 y también con una base de datos interna creada
con estandares propios. Las areas de los cromatogramas
i6nicos se obtuvieron teniendo en cuenta que el ion de
cuantificacion y el ion de confirmacion son tnicos para
los tiempos de retencion de ese acido organico. Es de
destacar la importancia de un profesional altamente
capacitado en los criterios definitivos para la identifi-
cacion de compuestos en espectros mixtos. Se integra-
ron las areas de los picos de CG y los valores se relativi-
zaron al drea del pico de dcido undecanodioico.

Curva de calibracion

Soluciones patron de 24 acidos organicos fueron pre-
paradas por triplicado en NaOH 0,1 N en una concen-
tracion de 5 mg/mL (acido 3-hidroxipropionico, acido
3-hidroxibutirico, acido etilmal6nico, acido maleico, aci-
do succinico, acido glutdrico, acido metilsuccinico, aci-
do fumarico, acido 3-metilglutarico, acido malico, acido
salicilico, acido 3-metiladipico, acido 4-hidroxifenilacéti-
co, acido orético, acido cis-aconitico, acido citrico, acido
4-hidroxifenillactico, acido 4-hidroxifenilpirtavico, acido
adipico, isovalerilglicina, tiglilglicina, 3-metilcrotonilglici-
na, acido metilmalénico, acido 3 hidroxisebacico). Estos
patrones se utilizaron para preparar mezclas de estanda-
res y se agregaron a la orina de ninos sanos o al agua en
un rango de 0,002 a 0,35 pmol de cada 4cido organico
(Fig. 1). Las curvas se repitieron entre 3 y 5 veces en
diferentes momentos durante dos anos, usando diferen-
tes mezclas de estandares, distintas matrices de orina y
también usando agua para evaluar el efecto de la matriz.
Se realiz6 un analisis de regresion lineal para calcular la
pendiente, la interseccion y el coeficiente de correlacion
de Pearson (r?) (Tabla II). Los limites de deteccién (LD)
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y de cuantificacién (LC) se obtuvieron mediante tres y
diez veces el desvio estandar (DE) de la senal del ruido,
respectivamente segiin Currie (18).

Andlisis estadistico

Las concentraciones de acidos organicos urinarios
(en mmol/mol de creatinina) se calcularon a partir de
las relaciones de area de pico relacionadas con el estan-
dar interno (acido undecanodioico) y mediante las cur-
vas de calibracion para cada acido. Para los compuestos
para los cuales no se dispone de estandar (acidos 2-hi-
droxiisovalérico, 3-hidroxiisovalérico, 3-metilglutaconi-
co, piroglutamico-prolina, hipurico-glicina), se realizé
una semicuantificacion utilizando las areas del ion de
cuantificacion con respecto al area del acido undecano-
dioico y relativizando a los moles de creatinina.

El conjunto de datos anterior (>130 individuos) se
analiz6 a fin de establecer parametros estadisticos, como
la media, la mediana, la desviacién estandar y el 95%
de los intervalos de confianza considerando los grupos
de edad. Los intervalos de referencia se obtuvieron me-
diante un método no paramétrico y se informaron los
limites superior e inferior. El patréon de excrecion de
acido con el aumento de la edad se analiz6 mediante
un ANOVA unidireccional (el p esta informado en la
Tabla III). Cuando fue significativo (£<0,05) se realizé
el analisis de Bonferroni.

Para evaluar los rangos establecidos, se procedié a
analizar la excrecién de acidos organicos en la orina
en 7 pacientes previamente diagnosticados con diversas
enfermedades. De cada paciente se evaluaron entre 1y
3 muestras colectadas en distintos momentos. Se calcu-
laron los valores de excrecion de 4cidos organicos en
orina y se compararon con los rangos previamente esta-
blecidos en este trabajo.

Resultados

Veintinueve acidos organicos urinarios fueron iden-
tificados mediante CG/EM, algunos de los cuales son
indicativos de enfermedades metabdlicas. Estos acidos
organicos (junto con el estindar interno) se cuantifica-
ron mediante las areas de los cromatogramas de iones
extraidos (los tiempos de retencion, iones de cuanti-
ficacion, los LD y los LC se informan en la Tabla I).
Se aplic6 el analisis de regresion lineal de las curvas
de calibracion para los estindares de acidos organicos
analizando las relaciones de area (area dcido organico/
area acido undecanodioico) en funcion de la cantidad
de cada acido organico (Fig. 1). En todos los casos, el
método fue lineal en el rango de 0,002 a 0,3 pmol y
los coeficientes de correlacién de Pearson (r?) fueron
>0,98 (Tabla II). Los parametros obtenidos (Tabla II)
se utilizaron luego para determinar las concentracio-
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Curvas de calibracién de 4cidos organicos. Area relativa (4rea de pico del acido organico/area del acido undecanodioico) en funcién de los umoles de &cido
organico agregado. Cada simbolo representa una réplica realizada a partir de una nueva solucién patrén utilizando una matriz de orina o agua.
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Tabla I. Tiempos de retencidn, ion de cuantificacion (q ion), limites de deteccion (LD) y limites
de cuantificacién (LC) de acidos organicos sililados mediante cromatografia de gases-espectrometria
de masas en orina humana

Acido orgénico ret.tla-l::i‘:: ((::in) q ion LD* LCc*
2-Hidroxiisovalerato 12,41 145 0,00039 0,00130
3-Hidroxibutirato 12,27 191 0,00256 0,00853
3-Hidroxiisovalerato 13,73 131 0,00067 0,00223
3-Hidroxipropionato 11,62 177 0,00160 0,00532
3-Hidroxisebacato 33,58 233 0,00019 0,00062
3-Metiladipato 22,45 125 0,00084 0,00281
3-Metilcrotonilglicina 23,29 286 0,00028 0,00093
3-Metilglutaconato 20,13 147 0,00079 0,00264
3-Metilglutarato 19,72 275 0,00046 0,00152
4-Hidroxifenilacetato 24,82 179 0,00089 0,00296
4-Hidroxifenillactato 30,55 179 0,00269 0,00897
4-Hidroxifenilpiruvato 31,28 277 0,00050 0,00166
Adipato 21,64 275 0,00061 0,00203
cis-Aconitato 27,46 375 0,00018 0,00061
Citrato 29,12 273 0,00044 0,00148
Etilmalonato 15,86 147 0,01214 0,04046
Fumarato 17,67 245 0,00079 0,00265
Glutarato 19,08 261 0,00016 0,00053
Hipurato - glicina 28,49 323 0,00016 0,00052
Isovalerilglicina 21,90 176 0,00069 0,00229
Malato 21,56 233 0,00024 0,00080
Maleato 16,50 245 0,00085 0,00282
Metilmalonato 13,87 218 0,00154 0,00513
Metilsuccinato 17,08 261 0,00024 0,00080
Orotato 27,43 254 0,00162 0,00541
Piroglutamato - prolina 22,17 156 0,00072 0,00240
Salicilato 21,84 267 0,00110 0,00368
Succinato 16,77 245 0,00036 0,00119
Tiglilglicina 22,96 286 0,00026 0,00086

*LD y LC estan informados en é&reas relativas al undecanodioico.

nes (en mmol/mol de creatinina) de muestras de orina
desconocidas. No se observé ningun efecto de matriz
cuando se evalu6 segun las pautas de la FDA (19). El
error tipico intra e interensayo fue <15%.

Se analizaron muestras de orina de un total de 125
individuos y se determinaron las concentraciones de
acidos organicos mediante las curvas mencionadas en el
parrafo anterior. Si el estandar estaba ausente, se regis-
traron las relaciones entre el area del pico de acido or-
ganico y el estandar interno. De los 29 acidos organicos
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analizados, 13 estaban presentes en mas del 90% de las
muestras, mientras que 13 sélo se detectaron en deter-
minadas muestras y tres acidos (maleico, metil malénico
y orético) no se encontraron en ninguna de las muestras
de los grupos de pacientes sanos. En la Tabla III se pue-
den ver los valores de la mediana y el rango del 95%
de acidos organicos en orina en pacientes clinicamente
sanos, agrupados por edad. Es importante senalar que
los grupos de edad no se fusionaron, ya que las concen-
traciones de acidos organicos no se nivelaron en todos
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Tabla Il. Anélisis de regresién lineal

Acido organico Regresion™: Y=mX+h n
m h P

3-Hidroxibutirato 0,83 0,0005 0,994 4
3-Hidroxipropionato 0,18 0,0004 0,996 3
3-Hidroxisebacato 0,16 0,0002 0,997 3
3-Metiladipato 10,51 -0,0499 0,984 2
3-Metilcrotonilglicina 1,18 -0,0052 0,997 2
3-Metilglutarato 2,99 -0,0048 0,998 3
4A-Hidroxifenilacetato 11,71 0,0008 0,999 3
4-Hidroxifenillactato 41,96 -0,0693 0,999 4
4-Hidroxifenilpiruvato 3,60 -0,0327 0,988 2
Adipato 1,59 0,0008 0,999 3
cis-Aconitato 1,71 -0,0047 0,992 6
Citrato 0,58 -0,0007 0,999 4
Etilmalonato 31,74 -0,0474 0,999 3
Fumarato 12,43 -0,0252 0,995 3
Glutarato 1,55 0,0039 0,999 3
Isovalerilglicina 0,99 -0,0024 0,998 2
Malato 0,25 -0,0005 0,999 4
Maleato 0,74 -0,0011 0,994 3
Metilmalonato 0,75 -0,0001 0,998 5
Metilsuccinato 1,62 0,0002 0,997 4
Orotato 1,63 -0,0038 0,987 4
Salicilato 15,69 -0,0026 0,996 3
Succinato 0,89 -0,0004 0,986 3
Tiglilglicina 1,15 -0,0019 0,984 2

*Y: area relativa (drea de pico de cada 4cido relativa al area de pico de acido undecanodioico), X: can-
tidad de acido orgéanico en pmol, Pendiente (m), interseccién al origen (h) y coeficiente de regresion
de Pearson (r?) para el ajuste lineal de cada acido organico, n: nimero de repeticiones de cada curva.

los grupos. Para el rango del 95%, el valor minimo se
estableci6 en el percentil 2,5 si estaba por encima del
LD, y el rango de valores maximo se estableci6 en el
percentil 97,5. Sin embargo, si el percentil 2,5 estaba
por debajo del LD, el rango de valor maximo se esta-
bleci6 en el percentil 95. En la dltima columna de la
Tabla III, se proporciona un esquema para mostrar el
patron de excrecion de cada acido al incrementarse la
edad. Hay 12 dcidos con un patrén de excrecion inalte-
rado en funcién de la edad, algunos con medias inde-
tectables (simbolo -0) y algunos con medias detectables
(simbolo —). Diez acidos mostraron menor excrecion
al aumentar la edad, 4 de forma regular (simbolo \)
y 6 con niveles marcadamente elevados en los recién
nacidos (simbolo L); incluso, en algunos casos fueron
indetectables en los grupos de mayor edad. Siete acidos

se excretaron en mayores niveles en infantes, Grupo 11
o III (simbolo /\). Tanto el patrén “\”’ como el “L” po-
drian explicarse parcialmente por la mayor excrecion
urinaria de creatinina al incrementarse la edad; los va-
lores mas bajos de creatinina se observaron en la orina
de los recién nacidos.

Se analiz6 la orina de siete pacientes con enferme-
dad metabdlica confirmada (Tabla IV). De los dos pa-
cientes diagnosticados con aciduria metilmalénica, uno
present6 una elevacion significativa del marcador tipi-
co, el 4cido metilmalénico, mientras que el otro pacien-
te no mostré un aumento de éste ni de otros marcado-
res. Es probable entonces que el paciente 6 poseyera
una deficiencia en cobalamina, posiblemente del tipo
cblC. Cabe destacar que la cuantificacion de metilma-
I6nico en orina no aportaria informacion acerca de la

Acta Bioquim Clin Latinoam 2024; 58 (3): 227-39
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evolucion del tratamiento e incluso su determinacion
en plasma muchas veces es confusa en estos pacientes.
Otro paciente, previamente diagnosticado con una en-
fermedad mitocondrial, presentaba alterada la excre-
cion de dcidos organicos urinarios relacionados con
esta disfuncion y se elevo por encima del limite superior
en las tres muestras de orina. Un paciente con acidemia
isovalérica mostré un nivel incrementado de excrecion
de 3-hidroxibutirico en una de sus muestras de orina,
mientras que en otra presentaba otros cambios. Un pa-
ciente con enfermedad de jarabe de arce fue evaluado
en dos ocasiones distintas y mostré altos incrementos
en la excrecion urinaria de acido 2-hidroxiisovalérico.
Un caso de fenilcetonuria no mostré niveles elevados
de acidos organicos en la orina. Finalmente, otro estu-
dio de caso involucro6 a un individuo con la enfermedad
de Crohn, cuyos niveles de acidos organicos en la orina
se mantuvieron dentro del rango normal.

Discusion y Conclusiones

El presente estudio implicé investigar y documentar
las concentraciones de acidos organicos en muestras de
orina obtenidas de una poblacion pediatrica sana cate-
gorizada por edad. La escasez de estudios sobre valores
de corte basados en la edad y origen étnico anade una
capa adicional de complejidad e importancia a este estu-
dio. Estos datos son cruciales para detectar la excrecion
anormal de acidos organicos en pacientes pedidtricos,
especialmente cuando la excrecion de uno o mas aci-
dos excede ligeramente el rango normal establecido. El
rango etario de 30 dias para el grupo de los neonatos
fue intencionalmente estrecho para mitigar el impacto
de las complicaciones cuando estos errores congénitos
estaban presentes. En este grupo, los recién nacidos pre-
sentaban una gestaciéon de entre 36 y 41 semanas, ya que
la mayoria de las personas con errores congénitos del
metabolismo nacen a término. El mayor riesgo observa-
do en neonatos posiblemente se atribuya a la apariciéon
temprana (dentro del primer ano de vida) de los casos
mas graves (como enfermedad de jarabe de arce, acidu-
ria metilmalénica, aciduria orética, etc.) y las compleji-
dades médicas asociadas a la corta edad. Son evidentes
las variaciones significativas en la excrecién promedio de
varios acidos dentro de cada grupo de edad, probable-
mente derivadas de diferencias metabolicas.

Pocos estudios han caracterizado la excrecion de aci-
dos organicos urinarios segun la edad en la profundidad
en que se ha realizado en este trabajo (9) (10) (11). Al
comparar los resultados obtenidos en este estudio con
los mencionados anteriormente, se hace evidente que
muchos de los valores minimos de rango son en su ma-
yoria indeterminados, y caen por debajo de los limites de
deteccion, tanto en esta investigacion como en estudios
previamente publicados (9) (10) (11). Esta tendencia es
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particularmente notable en los grupos Iy II, donde 16 de
los 29 dcidos investigados estaban por debajo del umbral
de deteccién. En cambio, para los grupos de mayor edad
se observo que los valores minimos eran detectables. En
concreto, de los 29 4dcidos, 11 de los grupos II1y IVy 6 del
grupo V, fueron indeterminados [(9) (10) (11) y el pre-
sente trabajo]. Por el contrario, se cuantificaron valores
maximos del rango para la mayoria de los dcidos organi-
cos en la orina en todos los grupos, y fueron consistentes
con los informados (9) (10) (11).

La observacion de variaciones en los perfiles de ex-
crecion urinaria de acidos organicos en funcién de la
edad ha facilitado su categorizacion en tres grandes gru-
pos: en primer lugar, aquellos con excrecion constante
(-0 0 —); en segundo lugar, aquellos que disminuyen
con la edad (L o)) y, en tercer lugar, los que presentan
valores elevados en infantes (/\). El patron de excre-
cion identificado en este trabajo es similar al evidencia-
do por otros investigadores mencionados anteriormen-
te, aunque existen ligeras variaciones en las medianas
de algunos acidos especificos, como el cis-aconitato, el
citrato y el 3-hidroxibutirato (9) (10) (11). Dentro del
primer grupo, aquellos acidos con valores medios inde-
tectables (metilmalénico, orético, 2-hidroxiisovalerato,
3-hidroxipropionato, 3-metilcrotonilglicina, isovaleril-
glicinay maleato) se emplean cominmente en la detec-
cion de aciduria metilmalonica, trastornos del ciclo de
la urea o se los ha asociado con el metabolismo de los
aminoacidos de cadena ramificada y otras acidurias que
generalmente se detectan en el recién nacido. En este
mismo grupo, pero con medias detectables, se destaca
el 4-hidroxifenilacetato como marcador bien conocido
de todas las tirosinemias. Sin embargo, cabe mencionar
que el diagnoéstico de tirosinemias se realiza por la pre-
sencia de succinilacetona, metabolito no incluido en el
trabajo.

Si bien los salicilatos inicialmente se consideraron
contaminantes debido a su uso como estabilizadores en
la industria farmacéutica, su presencia ha sido confirma-
da en la orina de personas que no tomaban salicilatos
(20) (21). La presencia de estos metabolitos podria ser
relevante en casos de sindrome de Reye’s like. En futuras
investigaciones se considerara cuidadosamente la inclu-
sibn de metabolitos que puedan proporcionar infor-
macion clinica relevante en diferentes contextos, tales
como incluir el paracetamol en el anadlisis debido a su
asociacion con la aciduria piroglutamica, incluyendo ca-
sos de presentaciones atipicas o sindromes relacionados.

La tendencia observada en el segundo grupo (L o)
se alinea con una mayor excrecion de creatinina en los
grupos de mayor edad, lo que potencialmente podria
contribuir a este comportamiento. Dentro de este gru-
po, nueve acidos urinarios, 3-hidroxisebacato, adipato,
glutarato, 4-hidroxifenillactato, 4-hidroxifenilpiruvato,
citrato, fumarato, malato y succinato, muestran valores
de rango y un perfil de excrecién con el aumento de la



edad similares a los de la literatura (9) (10) (11). En este
grupo se destaca la importancia de los valores maximos
referenciados con la edad para la correcta interpreta-
cion de valores elevados. Algunos de ellos son marca-
dores de acidurias glutaricas (adipato y glutarato), tiro-
sinemias (4-hidroxifenillactato, 4-hidroxifenilpiruvato),
aciduria fumarica (fumarato) y trastornos mitocondria-
les (fumarato, malato, succinato y 3-hidroxisebacato).
En el tercer grupo, sélo seis acidos exhiben un patrén
de excrecion bimodal: la excreciéon aumenta en los gru-
pos de edad intermedia y posteriormente disminuye en
los grupos de mayor edad, y vuelve a los niveles bajos
originales (3-hidroxiisovalerato, 3-metiladipato, 3-metil-
glutaconato, 3-metilglutarato, hipurato o glicina, piro-
glutamato o prolina y tiglilglicina).

Mas alla de las variaciones en la excrecion de creati-
nina, otros factores tienen importancia en la excreciéon
urinaria de acidos organicos. De hecho, es importan-
te tener en cuenta la madurez enzimdtica y renal y las
alteraciones en los habitos dietarios durante la infan-
cia. Como ocurre con el grupo antes mencionado, es
fundamental considerar valores maximos de referencia
especificos segtin la edad para la interpretacion precisa
de niveles elevados. Dentro de este grupo, el 3-hidroxii-
sovalerato se asocia con trastornos relacionados con la
degradacion de la leucina, mientras que el 3-metilglu-
taconato y el 3-metilglutarato estan relacionados con la
aciduria 3-metilglutaconicay la tiglilglicina es indicativa
de aciduria propionica.

Si bien no se pudieron cuantificar con precision cier-
tos acidos organicos debido a la ausencia de estanda-
res, el patron de excrecion en relacion con la edad y
el crecimiento se alinea con los hallazgos informados
anteriormente por otros autores (9) (10) (11). Se ob-
tuvieron los valores estadisticos basados en esas areas
relativas y se sugiere este método para laboratorios que
carecen de marcadores especificos, siempre que se rea-
licen estudios estadisticos especificos por edad.

En la Argentina, los laboratorios bioquimicos que
realizan este estudio a menudo dependen de la expe-
riencia de especialistas para interpretar cromatogra-
mas e identificar elevaciones maximas. Este método
es menos preciso y puede variar segin la habilidad del
operador. Cabe destacar que la interpretacion de los
cromatogramas por parte de un profesional entrenado
aun seguira siendo una herramienta crucial en este es-
tudio, ya que permite detectar posibles superposiciones
de los compuestos entre otras situaciones en las cuales
la inspeccion supera con creces la comparaciéon numé-
rica unicamente. En este sentido se insta a sumar a la
interpretacion del operador una comparacién con los
rangos de referencia a fin de mejorar las observaciones
en aquellos casos en los que la elevacion no es tan evi-
dente. La concordancia entre los valores de referencia
obtenidos en este estudio y los de investigaciones ante-
riores refuerza la confiabilidad del rango establecido.
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Esto es particularmente crucial para detectar variantes
mas leves caracterizadas por cambios s6lo moderados,
que es mas probable que pasen desapercibidas.

Al comparar pacientes diagnosticados con enferme-
dades metabolicas, se hizo evidente la importancia de
utilizar rangos de referencia. Esto se puso de manifies-
to en los diagnosticos precisos observados, asi como en
la exclusion efectiva de tales trastornos. En estos casos,
posteriormente se diagnosticaron enfermedades alter-
nativas como diabetes, enfermedad de Crohn u otras, lo
que permitié a los médicos buscar métodos de prueba
alternativos. El aumento sustancial de los niveles de aci-
do metilmalonico, observado en dos de tres orinas de
dos pacientes con aciduria metilmalonica, se alinea con
la literatura existente que enfatiza la utilidad diagnosti-
ca de este marcador y la necesidad de un tratamiento
apropiado a largo plazo para mejorar el pronoéstico de
la enfermedad (22) (23). Es esencial senalar que estos
pacientes se sometieron a multiples evaluaciones y la ex-
crecion urinaria de acido metilmalonico sirvié como un
indicador integral de la funcion renal y de los niveles de
metabolitos toxicos, incluidos el acido metilmalénico sé-
rico y la homocisteina (24). En el contexto del paciente
con enfermedad mitocondrial, la elevacion constante de
los acidos organicos asociados con la disfunciéon mito-
condrial en tres momentos diferentes subraya la confia-
bilidad de estos marcadores tanto para identificar como
para monitorear los trastornos mitocondriales (25). La
comparacion de los presentes hallazgos con un estudio
exhaustivo sobre los trastornos causados por deleciones
unicas de ADN mitocondrial a gran escala (16) podria
indicar que el perfil metabdlico observado en nuestro
paciente ajusta mejor con el sindrome de médula/pan-
creas de Pearson (SPM). Esta apreciacion se respalda por
la presencia de un aumento de acidos urinarios, como
3-hidroxibutirato, malico, fumarato, 3-metilglutaconato
y tiglilglicina, que se identificaron con frecuencia en la
orina de personas con este sindrome (16), sin embargo
se destaca la necesidad de incluir otros estudios comple-
mentarios tales como secuenciaciéon genémica o identifi-
cacion de otros marcadores para su diagnostico preciso.
Ademas, al analizar los acidos organicos urinarios de un
paciente con acidemia isovalérica se observo el incremen-
to del acido 3-hidroxibutirico, el cual indicaria un estado
metabolico cetogénico para este paciente. Este resultado
fue encontrado en dos muestras de orina recolectadas
en diferentes momentos durante un lapso de mas de un
ano y se compararon con los rangos de referencia apro-
piados para la edad, lo que fortalece atin mas el diagnos-
tico y ayuda en el proceso de la investigacion en curso y
el manejo de la condicién (26). Un tnico paciente con
enfermedad de jarabe de arce fue evaluado en dos oca-
siones distintas. El analisis de los dcidos orgdnicos urina-
rios revel6 un aumento en el acido 2-hidroxiisovalérico,
lo que se alinea claramente con el estado metabolico del
paciente durante la evaluacion y, por lo tanto, permite a
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los médicos estar atentos a las convulsiones y otros pro-
blemas neuroldgicos (27). En esta enfermedad es de vital
importancia incluir el estudio de aminoacidos plasmati-
cos a fin de mejorar la interpretacion del estado metabo-
lico del paciente. La ausencia de un aumento de dcidos
organicos en la orina de un paciente con fenilcetonuria,
posiblemente debido a un tratamiento eficaz, resalta la
importancia de una terapia temprana y controlada en el
manejo de esta enfermedad (28). Finalmente, el caso del
paciente con enfermedad de Crohn que mantuvo niveles
normales de acidos organicos en la orina es consistente
con la ausencia de un componente metabdlico en esta
enfermedad y se alinea con investigaciones previas sobre
su etiologia (29). En conjunto, estos hallazgos subrayan
la utilidad de los analisis de acidos organicos en orina
como herramienta de diagnostico y seguimiento para di-
versas enfermedades metabolicas, pero también resaltan
la importancia de considerar el contexto clinico de cada
caso para una interpretacion precisa. Debido al nume-
ro limitado de casos positivos, no fue posible calcular la
especificidad o sensibilidad de cada prueba metabolica
individual.

La estrecha colaboracién entre médicos y bioquimi-
cos es crucial para interpretar estas pruebas, conside-
rando los datos clinicos, las condiciones de recoleccién
de muestras y los factores de transporte, ya que varios
elementos externos pueden afectar la interpretacion de
los resultados de las pruebas metabolicas. Ciertos acidos
organicos fundamentales requieren una consideraciéon
particular, especialmente aquellos en el limite, al tiem-
po que se considera la informaciéon completa sobre el
estado clinico y la progresion del paciente. Los niveles
elevados de acidos organicos individuales pueden indi-
car distintos trastornos. En la mayoria de los casos, el
diagnostico definitivo se logra evaluando meticulosa-
mente metabolitos adicionales.

El analisis metabdlico es una herramienta eficaz para
detectar condiciones metabdlicas y nutricionales anor-
males en los pacientes, incluidas deficiencias vitamini-
cas adquiridas, respuestas biologicas a los farmacos o
carga excesiva de nutrientes, manifestando claramente
la dieta y el metabolismo del paciente.

Considerando que el ultimo trabajo sobre la excre-
cion de acidos orgdnicos urinarios databa del ano 2003,
que en las altimas décadas hubo un aumento significati-
vo en los alimentos procesados y debido a la ausencia de
informacién para esta region con la posible variacion en
los habitos alimentarios entre diferentes paises (12) (13)
(14) (15), es destacable que el presente estudio ofrece
datos actualizados y referidos a nuestra area geografica.
En futuras investigaciones seria importante recolectar la
informacion nutricional de los voluntarios. Los presen-
tes resultados se refirieron a una poblacién clinicamen-
te sana y ofrecen informacion valiosa para profesionales
de la salud, bioquimicos e investigadores dedicados al
estudio de los trastornos metabdlicos congénitos.
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