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RESUMEN

La hiperglicinemia no cetésica es una encefalopatia por glicina
autosémica recesiva y hereditaria sumamente rara, causada
por una deficiencia en el sistema enzimatico de division de la
glicina mitocondrial, que provoca sintomas clinicos graves. La
hiperglicinemiano cetésica se caracteriza por fenotipos diversos
y complejos, por ejemplo, hipotonia, convulsiones, deterioro
cognitivo, retrasos del desarrollo y espasmos mioclénicos que
podrian causar apnea e incluso la muerte. En este articulo,
presentamos el caso de un nifio de 1 afio con convulsiones
mioclénicas, hipotoniay coma, conaumento dela concentracién
deglicinaenel plasmay elliquido cefalorraquideoy conunindice
de glicina en liquido cefalorraquideo/plasma de 0,24. Existen
dos mutaciones heterocigotas novedosas que confirman el
diagnoéstico de hiperglicinemiano cetésica. Unaesunamutacién
de aminodcido, c.2516A>G (p.Y839C), y la otra es una mutacién
en los sitios de corte y empalme, ¢.2457+2T>A, en el gen GLDC.
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INTRODUCCION

La hiperglicinemia no cetésica (HNC, OMIM
605899), también conocida como encefalopatia
por glicina, es un trastorno autosémico recesivo
devastador del metabolismo de la glicina.'” Puede
provocar la acumulacién de grandes cantidades
de glicina en los liquidos corporales y también
puede causar disfuncién neuroldgica grave. Al
igual que con muchas afecciones congénitas,
este trastorno es resultado de una variedad
de fenotipos. Sus variantes, denominadas
neonatal, infantil, leve episédica, de inicio
tardio y transitoria, se caracterizan por fenotipos
heterogéneos, por ejemplo, convulsiones,
trastornos de la conducta, déficits cognitivos
y retrasos del desarrollo. En la mayoria de los
pacientes se presenta la forma neonatal, que se
manifiesta mediante encefalopatfa por glicina en
los primeros dias de vida, junto con hipotonia,
letargo y convulsiones resistentes al tratamiento.
Algunos sobreviven y tendrdn discapacidad
intelectual en el futuro.3*

La causa de la HNC es un defecto en el
sistema enzimadtico de divisién de la glicina
mitocondrial,®® que se diagnostica bioquimica
y molecularmente. Debe sospecharse HNC
en los individuos con sintomas neurolégicos
acompariados de aumento de la concentracién de
glicina en la sangre y el liquido cefalorraquideo
(LCR). El aumento de la concentracion de glicina
en LCR (> 80 umol/1) y un indice de glicina en
LCR/plasma elevado (normal: < 0,02) indican
inequivocamente hiperglicinemia no cetdsica
tipica.’ El diagnéstico de HNC debe determinarse
con la deteccién de la mutacion en los genes del
sistema enzimético de division de la glicina.
El sistema enzimadtico de divisién de la glicina
es un sistema mitocontrial multienzimético
formado por cuatro subinidades individuales,
que incluyen tres componentes especificos:
proteina P (glicina descarboxilasa), proteina T
(aminometil transferasa) y proteina H (proteina H
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del sistema enzimadtico de divisién de la glicina),
y una enzima constitutiva: la dihidrolipoamida
deshidrogenasa, que son codificadas por los genes
GLDC, AMT, GCSH y DLD, respectivamente.*%”
Las mutaciones en el gen GLDC son responsables
por la mayoria de los casos de HNC.? Por primera
vez, se presenta el caso de un nifio de 1 afio con
HNC neonatal heterocigoto para dos mutaciones
novedosas en el gen GLDC.

Estudio de caso

Se trata de un paciente de 1 afio de edad,
con antecedentes de hipotonia y fasciculaciones
frecuentes en las extremidades, nacido de padres
no consanguineos. El nifio nacié en otro hospital
a las 40 semanas de gestacién de una madre
primipara de 25 afos de edad tras un embarazo
sin complicaciones y con movimientos fetales
normales (peso al nacer: 3150 g). Se lo hospitaliz6
en la unidad de cuidados intensivos neonatales
debido a alimentacion deficiente y a disminucién
de la actividad al dia de vida. Presenté letargo,
hipotonia muscular generalizada, alimentacién
deficiente, ausencia de reflejos tendinosos
profundos y retraso del desarrollo. A partir de
los 3 meses de vida, se observaron convulsiones
miocldnicas progresivas aproximadamente diez
veces al dia.

Los andlisis de laboratorio habituales, entre
otros, glucemia, amoniaco en suero, hemograma
y coagulacion, eran normales. En la resonancia
magnética (RM) se observé displasia del cuerpo
calloso. En el andlisis del LCR se observé que el
recuento de leucocitos y las concentraciones de
proteinas y glucosa eran normales. El cultivo y
el andlisis viral del LCR fueron negativos. Las
muestras de LCR se analizaron con el kit NeoBase
Non-derivatized MS/MS kit™ (3040-001Z) de
Perkin Elmer, conforme al protocolo estdndar.
Se uso6 el sistema AB Sciex API 3200 LC/MS/
MS para el andlisis, y los datos se gestionaron
con el programa Chemoview™ de Perkin Elmer.
En el anélisis metabdlico se observé un aumento
de la concentracién de glicina plasmdtica a
947,8 uM/1 (valor de referencia: 115-600 uM /1)
y la concentracién de glicina en el LCR alcanz6
226,4 uM/1 (valor de referencia: 3-20 uM/1).
El indice de glicina en LCR/plasma era 0,24
(normal: < 0,02). Por lo tanto, se probé el
diagnostico de hiperglicinemia no cetdsica con el
andlisis de aminodcidos en LCR y plasma, junto
con las manifestaciones clinicas tipicas.

Se confirmé el diagndstico mediante la
secuenciacion directa de todos los exones y

los limites intrén-exén de los genes GLDC,
GCSH y AMT, con ADN obtenido a partir
de linfocitos periféricos. El nifio es portador
de dos mutaciones heterocigotas novedosas,
€.2457+2T>A y c.2516 A>G(Y839C), en los exones
20 y 21 del gen GLDC, heredadas de su padre y
su madre, respectivamente (Figura 1 B1-B4). Hasta
el momento, segin las investigaciones realizadas,
no se habian notificado previamente estas dos
mutaciones.

El andlisis bioinformédtico de estas dos
mutaciones se hizo mediante SIFT, Mutation
Taster, PolyPhen2, BDGP y ESE finder (Figura1 A,
C-G). Los resultados se indican a continuacion:
(1) c.2457+2T>A: Mutation Taster: causante de
la enfermedad, prob: 1; ESE finder: la mutacién
conlleva a la pérdida del sitio emblemaético;
BDGP: las predicciones del sitio de corte y
empalme indicaron que este sitio natural formé
un sitio donante de corte y empalme alternativo,
con un puntaje de 0,99. (2) ¢.2516 A>G(Y839C):
SIFT: perjudicial, con un puntaje de 0; Mutation
Taster: causante de la enfermedad, prob:
0,999999999819036; PolyPhen2: probablemente
perjudicial con un puntaje de 1,000 (valor
méximo). Segun los resultados del anélisis
bioinformadtico, se consider6 inequivocamente que
eran las mutaciones causantes de la enfermedad.

Hasta el momento, no existe un tratamiento
eficaz para la HNC. El tratamiento actual
consiste en reducir la concentracién de glicina
con benzoato y bloquear los efectos del exceso
de glicina sobre los receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) con dextrometorfano.® En
este paciente, parte del tratamiento experimental
incluye la administracién por via oral de dosis
de 500 mg/kg/dia de benzoato de sodio,
300 mg/dia de piridoxina y 6 mg/kg/dia
de dextrometorfano. Entretanto, se inicid la
restriccién alimentaria de protefnas naturales
como método terapéutico suplementario, que
era de 3 g/kg/dia al momento del diagnostico.
Para lograr el efecto terapéutico deseado, se
realizaron ajustes adicionales de la dosis sobre
la base de la concentracién real de glicina en la
sangre y la respuesta del paciente. Después de
un mes de tratamiento combinado, en la primera
visita de seguimiento, la hipotonia muscular
habia mejorado levemente y la frecuencia de
las convulsiones habia disminuido a una o dos
al dfa; ademads, la concentracion de glicina en
plasma cay6 a 752 uM /1 (valor de referencia: 115-
600 uM/1). Sobre la base de estos resultados, se
inici6 el ajuste de la dosis de benzoato de sodio a
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Ficura 1. Identificacion de las mutaciones c.2457+2T>Ay ¢.2516 A>G (Y839C) en los exones 20 y 21 del gen GLDC
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(A) Representacion gréfica del dominio proteico y la estructura del gen GLDC. Los recuadros de color verde, azul, rosado y
turquesa, respectivamente, representan los dominios de la transferasa dependiente de piridoxal fosfato (IPR015424), la proteina P,
terminal N del sistema enzimdtico de divisién de la glicina (IPR020580), la transferasa dependiente de piridoxal fosfato, regién
mayor, subdominio 1 (IPR015421) y la liasa de eliminacién de beta-aminodcidos aromaticos/ treonina aldolasa (IPR001597). Las
mutaciones puntuales de ¢.2457+2T>Ay ¢.2516 A>G (Y839C) en el gen GLDC se muestran con lineas violetas y rojas, respectivamente.
(B) Cromatogramas de secuencia delas mutaciones enel gen GLDC. B1 y B2 representan, respectivamente, las secuencias mutadas de
€.2457+2T>Ay ¢.2516 A>G en el nifio, heredadas de su padre (B3) y su madre (B4). El sitio de la mutacién se indica con flechas rojas.
(C) Comparacién BLAST de la secuencia alrededor de los aminodcidos en la posicién 839 en el gen ortélogo GLDC entre las
diferentes especies. El recuadro y los caracteres indican el aminodcido altamente conservado entre las especies en las que se
identificé p.Tyr839Cys.

(D1 y D2) Simulacion computarizada de los aminodcidos y las estructuras alrededor de la posicién 839 en el gen GLDC. Las
estructuras animadas del tipo salvaje (D1) y el tipo mutante (D2) del gen GLDC muestran la mutagénesis que reemplaza la tirosina
con cisteina en la posicién 839 en el dominio transferasa dependiente de piridoxal fosfato de la glicina-deshidrogenasa. En D1,
las lineas punteadas de color verde indican las interacciones estéricas alrededor de la tirosina en la posicién 839, mientras que
D2 indica la pérdida de las interacciones estéricas y la conformacién del cambio en el dominio como resultado de la sustitucién.
(E) Comparacién BLAST de la secuencia alrededor del nucleétido ¢.2457+2 en el gen ortélogo GLDC entre las diferentes especies.
El recuadro y los caracteres indican el aminodcido altamente conservado entre las especies en las que se identificé ¢.2457+2T>A.
(F) Diagrama de secuenciacién de c.2457+2 que indica que la mutacién se encontraba cercana al limite intrén-exén.

(G1y G2) Prediccién computarizada del efecto del cambio ¢.2457+2T>A en la composicién de los potenciadores exénicos de corte
y empalme. G1: La T en la posicién +2 del intrén 20 del gen GLDC incluye un potenciador exénico de corte y empalme. G2: Cabe
observar que la sustitucién de T por A pierde el potenciador exénico de corte y empalme en el intrén 20 reconocido por la proteina
SRSF6. La flecha roja indica la posicién de la mutacion.
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600 mg/kg/dia y de dextrometorfano a 12 mg/
kg/dia. La concentracién de glicina en plasma se
normaliz6 (297 umol /1, valor de referencia: 158-
302 umol/1). La ingesta de proteinas naturales
bajé a 2 g/kg/dia después de aumentar la dosis
de benzoato de sodio. Antes de que el nifio dejara
de asistir al seguimiento, después de seis meses
de tratamiento, la concentracién de glicina en
plasma variaba entre 546 y 1132 uM/1 (valor
de referencia: 115-600 uM /1) debido al bajo
cumplimiento del tratamiento, como interrumpir
los medicamentos y llevar un control deficiente de
la ingesta de proteinas. La tltima evaluacién de
seguimiento fue seis meses después de completar
el tratamiento inicial (cuando el nifio tenia 1 afio
y 7 meses); la dieta con restriccién protéica y el
tratamiento farmacolégico mejoraron los reflejos
tendinosos profundos activos y la hipotonia
muscular, pero no habia tenido efectos evidentes
sobre la alimentacion deficiente y el retraso
mental.

DISCUSION

La patogenia de la HNC es relevante para la
acumulacion de glicina en el sistema nervioso
central como resultado de la deficiencia del
sistema enzimadtico de divisién de la glicina.’
Los sintomas se explican por la funcién
neurotransmisora de la glicina. La glicina
cumple una funcién inhibidora sobre receptores
especificos en el tronco encefdlico. Esta funcién
inhibidora se realza cuando la concentracién de
glicina aumenta, lo que conduce a insuficiencia
respiratoria y letargo. La glicina es también un
coagonista obligatorio, junto con el glutamato,
del receptor del NMDA excitador del glutamato
en la corteza cerebral y el cerebelo, por lo que el
exceso de glicina explicarfa las convulsiones. La
mutaciones en el gen GLDC son responsables
por el 70% al 75% de los casos de HNC, mientras
que las mutaciones en los genes AMT y GCSH
representan solo el 20% y < 1% de los casos de
HNC, respectivamente.® Segtin las investigaciones
recientes, en unos pocos pacientes con deficiencia
enzimédtica no se identific6 una mutacién en
el gen GLDC, AMT o GSH. Estos casos se
deben a la deficiencia en la sintesis del dcido
lipoico cofactor'®!! o a la disrupcién del sistema
de transporte de glicina, que estd mediado
por dos portadores dependientes de sodio,
principalmente GLYT1 y GLYT2.!? En relacién
con el principal gen causante de la enfermedad,
existen hasta el momento 214 variantes en el gen
GLDC aunque no se hallaron puntos especificos

donde se produzca la mutacién. Las mutaciones
de aminodcido representan mds del 70% de
las variantes; el resto son deleciones de mayor
escala, inserciones/deleciones de menor escala y
mutaciones que podrian afectar el sitio de corte
y empalme (The Human Gene Mutation Database
2016).5

Se prevé que la mutacién c.2457+2T>A en el
exo6n 20 interrumpa el sitio de corte y empalme, y
afecte el corte y empalme alternativo del ARNm.
La mutacién de aminodcido ¢.2516A>G en el
ex6n 21 provoca el reemplazo de tirosina con
cistefna en la posicién 839 de la proteina P. No
se han notificado estas dos mutaciones en la
base de datos de mutaciones genéticas humanas
(HGMD), la base de datos dbSNP ni PubMed.
Segun varios programas de bioinformdtica, es
sumamente probable que estas dos mutaciones
sean patogénicas. Dado que no se realiz6é un
andlisis funcional, se requieren mds estudios y
pacientes.

La identificacién de dos mutaciones
novedosas en el gen GLDC en este nifio indica
que la hiperglicinemia no cetésica es la causa
mds probable de las manifestaciones clinicas
observadas en el paciente. Las dos mutaciones
novedosas en el gen GLDC, asociadas con
ausencia de actividad enzimdtica y aumento
de la concentraciéon de glicina, también se
correlacionaban con el fenotipo grave presente
en este nifno. Asimismo, la verificacién de estas
dos mutaciones novedosas en los padres confirma
su estado de portadores. La disponibilidad de
un informe sobre estas mutaciones permitiria
ofrecer un diagnostico prenatal ante embarazos
futuros. ®
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