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Resumen

El déficit de mioadenilato deaminasa (MADA) es una de las causas de miopatia metabdlica mas frecuentes. Los pacientes afectos por
este déficit enzimatico pueden permanecer asintomaticos o bien presentar diferentes grados de afectacion muscular, desde la
fatigabilidad precoz, hasta una miopatia grave. Para su diagnostico es fundamental el test de ejercicio en isquemia (TEIl), en el que se
aprecia elevacion del lactato, pero no del amonio. El defecto de MADA puede ser primario o secundario a otra enfermedad muscular.
La confirmacion ha de realizarse con estudio genético del gen AMPD1. Hasta la fecha, la técnica utilizada es la secuenciacion de
Sanger o la deteccidon de mutaciones mas prevalentes. Teniendo en cuenta la dificultad de diferenciar un defecto de MADA primario o
secundario, la secuenciacién completa del exoma puede ser de gran ayuda.

Como ejemplo ilustrativo presentamos el caso de un vardn de 28 afios con fatigabilidad y elevacion de la CPK. La sospecha
diagnéstica de décifit (MADA) se apoyo0 principalmente en el test de ejercicio en isquemia y ausencia de datos sugestivos de otras
miopatias. Posteriormente se confirmo el diagndstico con andlisis genético mediante secuenciacién masiva del exoma, sin necesidad
de biopsia muscular.
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Abstract

Mioadenilate defect is a frecuent cause of metabolic myopathy. We can find a variety of clinic features. Patients can be asymptomatic
or they present differents degrees of muscular impairment, from early fatigability to sever miophaty. Miodanilate Deaminase diagnosis
requires a pathological anaerobic exercise test, with no rise of ammonium and rise of lactate. This fact should make us think about this
defect. Mioadnilate Deaminase defect can be originated by other muscular diseases. Diagnosis confirmation needs genetic studies.
Most often Sanger sequence and prevalent mutations are the genetic technics used. Probably, next generation sequence (NGS) could
help us to discern between primary and secundary defects of enzyme.

We report the caso of 28 years-old man with early fatigability and dystrophy sign who was diagnosed of Mioadenilate Deaminase. We
supportted the diagnosis with anaerobic exercise test. Later, we confirmed the diagnosis with genetic analyse using next generation
sequence.
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Introduccion:

El déficit de MADA (ORPHA 45) se estima como una de las causas mas frecuentes de miopatia de origen
metabdlico, aunque es mucho mas frecuente el defecto secundario a otra miopatia. La prevalencia se desconoce. Su
herencia es autosémica recesiva. La MADA esta codificada por el gen AMPD1 (OMIM 615511), localizado en el
cromosoma Crlp13.2. Dicha enzima cataliza™ ? la formacién de monofosfato de inosina (IMP) y amonio a partir de
monofosfato de adenosina (AMP); esta reaccion contribuye a la formacion de trifosfato de adenosina (ATP) a partir de
difosfato de adenosina (ADP) (Figura 1).
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Figura 1. Funcién de la Mioadnilato Deaminasa en el metabolismo intermediario. MADA: Mioadenilato Deaminasa; AMP:
monofosfato de adenosina; ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; IMP: monofosfato de inosina.

La generacion de ATP es necesaria para la contracciébn muscular, por lo que un déficit de esta enzima
condiciona un defecto en la generacién de energia. La prevalencia es desconocida segun el informe del portal orphanet
de enfermedades raras.

La expresion clinica de la enfermedad es muy variable. Se estima que el 1% de la poblaciéon caucésica presenta
mutaciones en el gen de la MADA, sin necesariamente desarrollar una enfermedad muscular por ello. En los casos en
los que el defecto de MADA es primario, la expresién fenotipica es altamente variable. Podria decirse que el hallazgo
mas frecuente entre aquellos que presentan miopatia es la elevacion de la CPK, con un amplio intervalo de valores. En
cuanto a la clinica, existen individuos que no presentan ningun tipo de manifestacion y otros con diferente grado de
afectacion muscular, desde la fatigabilidad precoz, calambres musculares e intolerancia al ejercicio hasta debilidad
muscular progresiva® .

En la mayor parte de pacientes el defecto de MADA es secundario a otras miopatias. Se puede deducir por
tanto, que su diagnostico es por descarte de otras miopatias y que exclusivamente con una demostracion de defecto de
actividad como se aprecia en el TEl, es insuficiente para aseverar que la enfermedad muscular se debe a un defecto de
MADA exclusivamente® ®’,

En todas las miopatias la anamnesis es fundamental. Es importante valorar el tratamiento con farmacos que
causan elevacion de la CPK, siendo el principal protagonista las estatinas; descartar la exposicién a toxicos, interrogar
sobre la presencia de sintomas constitucionales, fiebre.

De forma dirigida hay que interrogar al paciente por la tolerancia al ejercicio y el tipo de ejercicio tolerado,
sintomas de inflamacion muscular, coluria, mialgias tras ejercicio, antecedentes de traumatismo reciente y el patrén
diario en el caso de que exista debilidad muscular. Tan importante es la anamnesis que en algunos casos puede
orientarnos a patologias concretas, como es el fenébmeno de segundo aliento en la Enfermedad de Mc Ardle (fatiga
muscular al inicio del ejercicio que posteriormente desaparece y permite continuar con éste).

No hay que olvidar que las inyecciones intramusculares pueden elevar la CPK. Una vez realizada la historia
clinica solicitaremos analisis de sangre para valorar funcion tiroidea, electrolitos, autoinmunidad. El electromiograma nos
ayudara a confirmar la afectacion muscular y descartar una causa neurdgena de elevacion de la CPK.

Descartados los traumatismos, el ejercicio excesivo, la exposicién a toxicos (alcohol, cocaina), el hipotoriodismo,
las alteraciones electroliticas, las enfermedades autoinmunes (polimiositis, dermatomiositis) y causas neurdgenas
(distrofias con miotonia, pardlisis periodicas) de elevacion de la CPK hemos de realizar el test de ejercicio en isquemia
(TEI)> ® 7 o test de ejercicio en condiciones anaerobias. Dicho test explora el metabolismo muscular en condiciones de
anaerobiosis, determinando las concentraciones de amonio y lactato previas al test y posteriormente en diferentes
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tiempos (por ejemplo en el minuto O, 1, 3, 5y 10). El test normal presenta ascenso de lactato y de amonio tras al
realizacion de ejercicio en anaerobiosis o isquemia; en el caso de presentar un defecto en la MADA, elevara el lactato,
sin elevarse el amonio. Este hallazgo es el que sugiere un defecto de MADA> ”.

Es en este momento del proceso diagndstico cuando tendremos en cuenta que podemos encontrar defecto de la
MADA secundarios a otras patologias musculares, es decir, no debido a un defecto primario de la MADA, sino debido a
otra enfermedad que causa dafio muscular y por tanto secundariamente a este dafio pierde la funcién en mayor 0 menor
medida de la MADA®.

En este estadio del diagnéstico adquiere importancia el analisis de acilcarnitinas (alteradas en defectos de la
beta oxidacidon mitocondrial y transporte de la carnitina) y la realizacion de la biopsia muscular para valorar la presencia
de lipidos, andlisis de la cadena respiratoria mitocondrial y realizacién de técnicas inmunohistoquimicas para proteinas
estructurales musculares.

Objetivos:

Plantear una alternativa de diagnéstico a la biopsia muscular en las miopatias, proponiendo como primer paso el
andlisis fenotipico exhaustivo, en el que se incluye como herramienta principal el test de ejercicio en isquemia. En el final
del proceso, para llegar al diagnéstico definitivo, se propone el uso de la secuenciacion masiva del exoma, ya que en el
caso descrito y en un gran niumero de miopatias, existen numerosos genes que pueden ser los causantes de la miopatia.

Aumentar el indice de sospecha del defecto de MADA, siendo fundamental para ello la realizacion e
interpretacion del test de ejercicio en isquemia.

Material y métodos:

Describimos el caso de un varén de 28 afios que es valorado en la consulta de Medicina Interna en relacién a
elevacion persistente de la CPK, con dificultad para pasar de la sedestacién a la bipedestacion, precisando apoyo
manual. No recibe tratamiento farmacolégico ni refiere exposicion a toxicos. El paciente presenta cierta disminucion de la
capacidad de ejercicio con respecto a sujetos de su edad. No refiere cambios inflamatorios en grupos musculares ni
pérdida de masa muscular. No ha presentado coluria, mialgias ni calambres musculares. No presenta sintomas
constitucionales ni fiebre. No fendmeno de segundo aliento. No ha presentado dolor toracico ni disnea, asi como
disminucion de la agudeza visual o auditiva.

En la exploracion fisica llama la atencion un temblor fino distal de reposo que desaparece con los movimientos y
la necesidad de apoyarse en una superficie para pasar de la sedestacion a la bipedestacion. La maniobra de Gowers es
positiva (apoyo de los brazos en las piernas para poder pasar de la sedestacion a la bipedestacion). La fuerza esta
conservada, asi como la sensibilidad en todas sus modalidades. Los reflejos osteotendinosos son simétricos, no
exaltados, no se evidencia la presencia de fasciculaciones ni clonus. No presenta signos de atrofia en la musculatura
proximal ni distal. La exploracién cardiopulmonar es normal, asi como la abdominal.

En la bioquimica sanguinea destacaba un valor de CPK de 5257 Ul/Il, LDH: 434 Ul/l, GOT: 90 Ul/l, GPT: 90 UI/I.

El electromiograma evidenciaba un patrén miopético crénico con principal afectaciéon en cuadriceps, sin datos de
denervacién ni reinervacion, y una velocidad de conduccion normal.

Teniendo en cuenta estos resultados se realizé un TEI® ° en el que se evidenciaba ascenso de lactato, pero no
de amonio.

Posteriormente se determinaron concentraciones de acilcarnitinas con objeto de descartar patologia del
catabolismo lipidico, con resultado normal.

Teniendo en cuenta los hallazgos anteriormente descritos, se realiz6 la secuenciacion masiva del exoma, ya que
las miopatias que se diagnostican con los métodos anteriores estan descartadas y el resto son de de origen genético. Se
decidié no realizar biopsia muscular, ya que la secuenciacion a priori revelaria el gen implicado y por tanto para el
diagndstico no hace imprescindible la biopsia.

La secuenciacién del exoma se realizO en DNA extraido de leucocitos de sangre periférica (MagNa Pure,
Roche), Panel Trusight NextSeq 500 de lllumina, andlisis bioinformatico DNAnexus y VariantStudy. Confirmacién por
secuenciacion de Sanger (BigDye v3.1 Applied Biosystems). Analisis bioinformatico de mutaciones (Alamut Visual
Interactive Biosoftware Mutalyzer).

La busqueda bibliogréfica se realiz6 en Pubmed, embase, scielo. Se realizé una revision de las bases de datos
mas relevantes, usando los términos de blsqueda més apropiados a cada una para recuperar el mayor niumero de
articulos sobre el tema.

Resultados:

Tras este estudio se decide realizar secuenciacion masiva del exoma, situdndose la sospecha entre un defecto
primario de MADA y un defecto de esta enzima secundario a otra patologia muscular.

La secuenciacion del exoma identifico dos polimorfismo funcionales del gen de la MADA (gen AMPD1), C133T
(GIn454Ter) y C242T (Pro8lLeu) en hetreozigosis. No se identificaron polimorfismos ni mutaciones para genes
implicados en distrofias musculares, metabolismo lipidico (incluyendo el gen PNPL2A relacionado con el déficit de
aciltriglicérido lipasa), glucogenosis y otras enfermedades musculares con elevacion de la CPK.
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Discusion:
El defecto de MADA pertenece al grupo de errores congénitos del metabolismo que pueden causar miopatia. El
espectro de afectacion va desde la elevacion de la CPK asintomatica hasta la miopatia grave® En cuanto a la

sospecha de dicho defecto, esta ha de establecerse con la ausencia de elevacion de los niveles de amonio en el TEI 5.
Este hecho permite aseverar que existe un defecto de la MADA, sin poder decir si es primario o secundario a otra
miopatia. Este hallazgo es de suma importancia puesto que el pensar que se trate de un defecto primario nos puede
llevar al error de no diagnosticar la patologia por la cual se produce la miopatia.

En el TEI 5 el defecto de MADA como citamos se caracteriza por ausencia de elevacion del amonio tras ejercicio
en anaerobiosis® ’ . Es relativamente frecuente encontrar una elevacion de lactato menor que en sujetos sanos. Existe la
modalidad del test de ejercicio en aerobiosis” °, pero hasta la fecha existe mayor informacién referente al TEl y esta
mejor estandarizado.

Para que el ascenso de lactico y de amonio sean representativos, el lactato ha de elevarse entre 3 y 5 veces
sobre el valor basal y el amonio tras la isquemia ha de llegar a una concentracion maxima entre 90-140 mmol/l.

Como hemos comentado anteriormente, no evidenciar ascenso de amonio tras ejercicio anaerobio con ascenso
de lactato, ha de hacer sospechar un defecto de MADA, continuando el estudio descartando otras miopatias y en caso
de resultar negativo, analisis genético con sospecha de MADA (Figura 2).

Una vez descartadas las causas mas comunes de miopatia (hipotiroidismo, toxicos, farmacos, autoinmunidad)
con un TEI sin aumento del amonio y aumento de lactato (con esto descartamos las glucogenosis musculares y apoya el
defecto de MADA), hay que realizar determinacion de acilcarnitinas para explorar el catabolismo lipidico muscular.
Valores de acilcarnitinas normales descartan defectos de beta oxidacion mitocondrial y defectos del transporte de la
carnitina, aunque en este caso pueden permanecer normales en periodos de reposo. En este escalon diagnostico habria
gue plantearse la realizacion de una biopsia muscular por varios motivos: 1) Realizacion de técnicas
inmunohistoquimicas para descartar una distrofia muscular. 2) Descartar la presencia de vacuolas lipidicas,
fundamentalmente para descartar un déficit de aciltriglicérido lipasa, cuyo defecto no afecta a la concentracion de
acilcarnitinas. 3) En casos de alta sospecha clinica de enfermedad mitocondrial (sordera neurosensorlal retinosis
pigmentaria, alteraciones hormonales, epilepsia, ictus, etc.) realizar estudio de la cadena respiratoria®

En el caso expuesto no se realizé biopsia muscular y se realiz6 secuenciacién masiva del genoma. Esto se debe
a que llegando al punto de haber descartado las miopatias con expresion en el metabolismo, que se pueden identificar
con andlisis de metabolitos en plasma, las potenciales causas eran concretas. Por orden de probabilidad que se
contemplaban eran en primer lugar un defecto de MADA, en segundo una distrofia muscular y en tercero un déficit de
aciltriglicérido lipasa. El diagnéstico definitivo, con independencia del resultado de una biopsia, dependeria del analisis
genético posterior, con lo que para evita la secuenciacion gen a gen, segun las sospechas diagnésticas, se realizd
directamente una secuenciacion masiva del exoma, que daria informacion en relacion a las mutaciones que presentase
el paciente en las patologias mencionadas, incluso podria identificar polimorfismos o variantes que no producen
enfermedad de la MADA en caso de asociarse a otra de las miopatias anteriormente mencionadas.

El resultado, como se menciona anteriormente es el hallazgo de dos polimorfismos funcionales, que sin
mutaciones en otros genes de patologias que producen miopatia, se consideran como causales de enfermedad
muscular en el paciente.

Actualmente no esté establecido el uso de la secuenciacion masiva del genoma en las miopatias, pero sin lugar
a dudas y desde nuestra experiencia, una vez descartadas las causas que se pueden diagnosticar sin andlisis genético,
este es de gran utilidad. En el proceso diagnéstico llega un momento en el que no se puede avanzar mas, adquiriendo
un papel fundamental el andlisis genético. El principal problema es realizar la secuenciacion del gen de la enfermedad
sospechada o la realizacion de las mutaciones mas prevalentes para esa enfermedad ya que en muchas ocasiones nos
lleva a resultados negativos, teniendo que elegir otro gen candidato de esta o bien de otra enfermedad (la segunda
sospecha clinica), prolongdndose el diagndstico del paciente y los costes. Con la realizacion de la secuenciacién masiva
del genoma evitamos la secuenciacion gen a gen, consiguiendo en gran parte de los casos un diagndstico preciso.

En el caso concreto del defecto de MADA, el diagndstico practicamente es de exclusion con otras enfermedades
musculares, con lo que siempre podemos estar ante la posibilidad de un defecto secundario®. Si realizasemos la
secuenciacion del gen de la MADA, (gen AMPDL1, Cr 1p13), podriamos encontrarnos con un resultado negativo y por
tanto deberiamos buscar otro gen. En este segundo caso es donde podemos encontrarnos con mutaciones del gen
AMPDL1 que no causan la miopatia del paciente o que no es la Unica alteracion genética responsable de la miopatia,
pues como citamos anteriormente, un 1% de la poblacion caucasica puede presentar mutaciones o polimorfismos que no
tienen necesariamente que ocasionar enfermedad. En cuanto a la realizacién de la biopsia muscular, en el caso de
sospecha de defecto de MADA la indicacion es relativa, puesto que si estdn descartadas el resto de miopatias, la
secuenciacion nos informara que del defecto del gen, a priori sin necesidad de biopsia muscular.

En los casos en los que no se realice biopsia muscular hay que tener seguridad de que se trata de una miopatia
de evolucion no agresiva y de origen genético, puesto que en caso de que no ser asi, probablemente sea necesaria la
biopsia para descartar un proceso autoinmune muscular (pese a pruebas de autoinmunidad negativas).

Por otra parte, el resultado de una biopsia muscular que no oriente a una enfermedad en concreto, junto con el
defecto de MADA documentado en el TEI, puede inducir a realizar el andlisis del gen AMPD1.

El resultado de este andlisis si no demuestra mutaciones o polimorfismos funcionales no es problemético, ya que
hemos de continuar en el diagndstico de la miopatia.
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Diferente es el caso de encontrar mutaciones o polimorfismos funcionales, que siguiendo el argumento
diagndstico, establecen el diagndstico del defecto de MADA.

- Historia clinica exhaustiva.

- Analitica general: TSH, iones,
lipidos, VSG, PCR, anticuerpos
relacionados con miositis.

- Electromiograma afectacion,
excluye causas neurogenas.

- Test de ejercicio en isquemia:
descarta glucogenosis, estudio la
funcion de la MADA.

Acilcarnitinas

Biopsia Muscular *

Analisis genético: NGS.

Figura 2. Algoritmo diagndstico del déficit de Mioadenilato Deaminasa (MADA).
NGS: Next generation sequence.

Biopsia Muscular *: se debe individualizar la necesidad de biopsia muscular para el
diagnostico, ya gque en determinadas situaciones podria no ser necesaria.

Esta segunda situacion puede llevar a error, puesto que hay enfermedades musculares con minima expresion en
la biopsia muscular que ocasionan un defecto secundario de MADA y que pueden tener polimorfismos o mutaciones que
no necesariamente ocasionen enfermedad"’.

En esta situacion es donde juega un papel crucial la secuenciacion masiva del exoma, puesto que permite
diferenciar si el defecto es exclusivo del gen AMPD1 o bien existen mutaciones en otro gen con mayor probabilidad
ocasione la miopatia.
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Actualmente no existe ningln tratamiento que restaure la funcionalidad del enzima. Se ha utilizado la
administracion de D-Ribosa de forma continua y 30-60 minutos previamente al ejercicio. Administrandose previamente al
ejercicio se consigue mejora de la tolerancia a este. El efecto de la D-Ribosa es transitorio. Los efectos secundarios que
se han evidenciado en los poco estudios realizados son diarrea (més frecuente cuando la dosis supera 200 mg/kg/h en
casos de administracion continua y por via oral) e hipoglucemia leve asintomética (mas frecuente en administracion
endovenosa), puesto que estimula la liberacién de insulina. La ribosa administrada presenta una fraccion que se
Erlalnzsforma en glucosa y que es utilizada para la sintesis de purinas, siendo esta la que interesa en el defecto de MADA *

Conclusiones:

El déficit de MADA es una causa frecuente de miopatia metabdlica con expresion fenotipica variable. El hallazgo
gue nos debe sugerir este defecto en el TEI es la presencia de un ascenso de lactato discreto en muchos casos, en otros
normal, y ascenso nulo del amonio. Dicho hallazgo confirma una actividad insuficiente de la MADA, pudiendo ser el
origen primario 0 secundario. La biopsia muscular no es indispensable para el diagnéstico, se ha de individualizar su
indicacion. En determinados pacientes se puede realizar directamente el estudio genético.

En los casos en los que se prescinda de biopsia, el estudio genético de eleccidn es la secuenciacion masiva del
exoma, ya que si se trata de un defecto de MADA secundario demostrara el gen responsable de la miopatia. Si no se
realiza biopsia muscular, es importante descartar una miopatia progresiva y/o grave, en la que la informacion obtenida
de la biopsia muscular tendria implicaciones en el tratamiento.
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