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Abstract

Creatine Deficiency Genetic Defect (CDGD) constitute a new chapter in Medical Genetics; this refers to a group of genetic
pathologies in the metabolism of creatine synthesis: deficiency in the arginine:glycine amidinotransferase (dAAGAT), deficiency in
guanidinoacetate methyltrasnferase (dGAMT) and creatine transport deficiency (dACRTR). Both dAGAT and dGAMT are
inherited in autosomal recessive form, while transmission of dCRTR is bound to the X chromosome. The most frequent clinical
manifestations include mental retardation, epilepsy, language alteration, autism and hypotony. The integrated research protocol
consists of: |- selection of compatible patients, 11- biochemical analyses, Ill- proton magnetic resonance spectroscopy, IV-
enzymatic activity dosage in dAGAT, dGAMT and the functionality of the transporter in dCRTR, V- molecular analysis. The
purpose of this review is to update the biochemical, enzymatic and molecular studies to enable the identification and
characterization of these severe neurological diseases, irreversibly evolutionary if undiagnosed, and not as yet described in our
environment. The methodology used for the detection of DGDCs consists of clinical procedures of selection; mensuration of
guanidinoacetate, creatine by gas chromathography and creatinine; enzymatic activity dosage in dAGAT, dGAMT and the
functionality of the transporter in dCRTR. Experience indicates that the extraordinary clinical heterogeneity and biochemical
complexity requires research programmed within a specific protocol, justified by the serious neurological compromise involved
and the therapeutic management possible in dAGAT and dGAMT.

KEY WORDS: guanidinoacetate methyltransferase, glycine: arginine amidinotransferase, creatine transporter, saliva,
neurometabolic disease.

Resumen

Los defectos genéticos de deficiencia de creatina (DGDC), constituyen un capitulo de la Genética Médica que refiere a un grupo
de patologias genéticas del metabolismo en la biosintesis y transporte de la creatina; comprende deficiencias en dos enzimas:
arginino:glicino amidinotransferasa (d-AGAT), y guanidinoacetato metiltransferasa (d-GAMT) y la deficiencia en el
transportador de la creatina (d-CRTR). Las d-AGAT y d-GAMT se heredan ambas en forma autosémica recesiva, mientras que la
d-CRTR es de transmision ligada al cromosoma X. Las manifestaciones clinicas méas frecuentes incluyen, retardo mental,
epilepsias, sugiriendo mayor compromiso de la sustancia gris cerebral, alteracion del lenguaje, autismo e hipotonia. Un parametro
quimico comun de los DGDC es la deficiencia de creatina cerebral que se demuestra por espectroscopia de resonancia magnética
proténica "in vivo" (ERM H?). El propésito de este trabajo es realizar una actualizacién de los estudios bioquimicos, enziméaticos
y moleculares, que permitan la identificacion y caracterizacion de estas severas enfermedades neuroldgicas, irreversiblemente
evolutivas si no son diagnosticadas, ademas se pretende realizar un andlisis de la saliva en el estudio de los DGDC en forma
complementaria con el plasma y la orina. La metodologia utilizada para la deteccién de los DGDC consta en esencia: I-
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seleccionar pacientes con compatibilidad fenotipica, II- analizar el perfil bioquimico, a través de la medicién del
guanidinoacetato, que permite diferenciar entre d-GAMT (alta concentracion), la d-AGAT (baja concentracion) y la d-CRTR
(concentracién normal), creatina y creatinina en plasma, orina y saliva, 111- efectuar la ERM H?, IV- definicién del probable
defecto genético mediante el ensayo de la especifica actividad enzimatica en saliva, V- realizar el analisis molecular del gen
correspondiente. La importancia estimada de cumplimentar el algoritmo diagnoéstico estriba en la disponibilidad de una terapia
eficaz para las d-GAMT y d-AGAT, el circunscribir las familias involucradas y brindar el correcto asesoramiento genético.
Resulta importante ademas, el desarrollo de un area genética no explorada con anterioridad en nuestro medio y de gran impacto

asistencial y académico.

PALABRAS CLAVE: guanidinoaceto metiltransferasa, arginina:glicina amidinotransferasa, transportador de creatina, saliva,

enfermedad neurometabélica.

Introduccion

La creatina (Cr), también denominada o metil
guanidino- acético, es un compuesto nitrogenado
del grupo de las aminas no esencial. En el
organismo humano, el 50 % es obtenido
exogenamente a través de los alimentos tales como
la carne roja, pescado y otros productos de origen
animal y el otro 50 % se sintetiza end6genamente.
La biosintesis de Cr tiene lugar mayoritariamente
en el higado, el pancreas y los rifiones. En la
biosintesis de Cr estdn involucrados tres
aminoacidos, arginina, glicina, metionina y
ademas, participan dos enzimas; L-arginino:glicino
amidinotransferasa (AGAT), S-adenosil-L-
metionina:N-guanidinoacetato metiltransferasa
(GAMT) vy el transportador de creatina (TCr)
(Fig.1). La AGAT cataliza la transaminidacion
reversible del grupo guanidino de la arginina a la
glicina produciendo guanidinoacetato (GAA) y
ornitina. EI GAA es metilado por accion de la
GAMT, siendo el donante del grupo metilo la S-
adenosil-L-metionina para producir Cr y S-
adenosil-L-homocysteina. La Cr llega al mdsculo y
al cerebro a través de un sistema de transporte
activo en el que participan proteinas
transportadoras dependientes de Na® y CI". Las
células de los tejidos arriba mencionados contienen
una actividad alta de creatina kinasa (CK). La
enzima CK cataliza la fosforilacion de Cr a
creatina fosfato (CrP), a través del sistema
ATP/ADP, de esta manera se provee un sistema
buffer fosfato de alta energia durante la sintesis y
utilizacion del ATP; la Cr y CrP se degrada
intracelularmente en forma no-enzimética a
creatinina (Crn) 2.
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Figura 1. Vias Metabélicas de la Creatinina/Creatinina-Fosfato
AGAT, arginino:glicino amidinotransferasa; GAMT,
guanidinoacetato metiltransferasa; CRTR, transportador de creatina;
CK, creatina kinasa.

El sistema Cr/CrP/CK, juega un rol esencial en el
almacenamiento y transmision de fosfatos de alta
energia. Por ende, la sintesis y el transporte de Cr
constituyen una parte integral del metabolismo
energético general En el SNC, la Cr esta
involucrada en el crecimiento neuronal, en la
elongacion axonal, en la actividad Na'/K'-
ATPasa, en el mantenimiento del potencial de
membranas, teniendo funcion neuromoduladora > °.
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En la actualidad, se conocen tres desdrdenes
metabolicos que provocan los Defectos Genéticos
de Deficiencia de Creatina (DGDC), presentando
una caracteristica comdn en estas patologias
genéticas, la falta de Cr/CrP en el cerebro’. Los dos
primeros desdrdenes identificados afectan, por un
lado, la biosintesis y por el otro la proteina
transportadora de Cr, cuya funcion es trasladar la
Cr al interior de las células. La primera patologia
hereditaria detectada en humanos relacionada a la
biosintesis de Cr fue la deficiencia en GAMT (d-
GAMT) ®" bioquimicamente caracterizada por
presentar ausencia de Cr y acumulacion de GAA
en fluidos bioldgicos 'y cerebro, cuya
concentracion lo torna un compuesto neurotdxico
1213 |a enzima GAMT se expresa en higado,
rifion y pancreas, en menor proporcion en cerebro,
linfocitos, fibroblastos y otros tejidos, se hereda en
forma autosdmica recesiva *. El gen en humanos
fue mapeado en el cromosoma 19p13.3, tiene un
tamafio de ~ 5 kb, con seis exones que codifican
para una proteina de 237 aminoacidos ™.

El segundo defecto genético descripto es la
deficiencia en CTR (d-CTR), causado por defectos
en el transportador del Cr. Dos transportadores de
Cr se han identificado, ambos son miembros de la
familia de proteinas  transportadoras de
neurotransmisores; la herencia es recesiva ligada al
cromosoma X; en las portadoras se han encontrado
problemas de aprendizaje y/o de comportamiento
> 16 El gen que codifica para la proteina
transportadora de la Cr, conocido como SLCG6AS,
ha sido mapeado en el Xg28; contiene 13 exones
gue codifican para una proteina de 635
aminodcidos con 12 dominios transmembrana, se
expresa en la mayoria de los tejidos, en altos
niveles en el masculo esquelético, rifién y baja
actividad en colon, cerebro, corazon y préstata *'.
El tercer defecto genético reportado en la
biosintesis capaz de producir alteraciones en el
metabolismo de la Cr es: deficiencia en AGAT (d-
AGAT), que cataliza el primer paso en la
biosintesis de Cr. Bioguimicamente se caracteriza
por una baja concentracion de Cr y GAA en
fluidos biologicos '®, el tipo de herencia es
autosémica recesiva ', el gen se localiza en el
cromosoma 15¢21.1, contiene nueve exones 2 %,
El reconocimiento temprano de pacientes con
DGDC es de gran importancia para la estimacion
de las frecuencias alélicas en nuestra poblacion,
para comprender las variaciones fenotipicas y
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principalmente las estrategias de tratamiento a
seguir en cada caso en particular. La dGAMT y
dAGAT son patologias tratables que tienen terapia
eficaz con la administracion de Cr oral, siendo
tratamientos de muy bajo costo % % | por lo tanto,
es importante destacar la importancia de ser
diagnosticadas en los primeros meses de vida, de
lo contrario llevan a una discapacidad psico-
motora-emocional  invalidante, que genera
implicancias econdmicas y sociales. En la D-CTR
se utilizan terapias que mejoran los sintomas
musculares pero no las alteraciones cognitivas y
las manifestaciones psiquiatricas®” > .

Las comunicaciones de pacientes con DGDC
pertenecen a EEUU, Reino Unido y otros paises
europeos. En nuestra poblacion y de acuerdo a
nuestro conocimiento en el resto de Latinoamérica
no se encontraron trabajos previos sobre DGDC;
por ende, este trabajo representa el primer abordaje
a un nuevo capitulo de la Genética Neuro-
metabdlica de implicancias directas en la préactica
asistencial como asi mismo en su contenido
académico.

El diagnostico de los primeros pacientes con
DGDC se realizd mediante espectroscopia
proténica por resonancia magnética in vivo (ERM-
H1), procedimiento costoso y no siempre
disponible en la practica clinica ™. Para arribar al
diagnostico del sujeto involucrado se debe
cumplimentar con el algoritmo de los DGDC (Fig.
2) ¥ para ello, la estrategia de seleccion de
pacientes esta basada en el fenotipo clinico, este
debe incluir un amplio espectro de sintomas entre
ellos; retraso mental leve a severo, epilepsias en
ciertos casos no  responsivos a  los
anticonvulsivantes convencionales en especial en
d-GAMT, autismo, retraso en el desarrollo y en el
lenguaje, trastorno del movimiento e hipotonia
entre otros (Tabla 1) ** *. Posteriormente se debe
analizar el perfil bioguimico de los presuntos
sujetos involucrados, mediante la determinacién de
los metabolitos Cr, Crn y GAA en diferentes
fluidos bioldgicos entre ellos orina, plasma y
recientemente en saliva ¥ ¥ 3 que permita
identificar a los pacientes en los que se debera
confirmar la ausencia de Cr y CrP en cerebro
mediante ERM H' in vivo * *® ¥ Los
procedimientos bioquimico mas utilizados en la
aproximacion diagnostica de estas enfermedades se
basan en la cromatografia de gases 3**,
cromatografia de gases/espectrometria de masa
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(CGIMS) *¥% cromatografia liquida de alta
resolucion (CL-MS/MS) % 2y espectrometria de
masa de triple cuadrupolo con ionizacion por
electrospray (HPLC-MS/MS) “®, posteriormente se
realiza la determinacion de las actividades
enzimaticas de AGAT * y GAMT “* *; |a
medicién de la funcionalidad del transportador TCr
a partir de cultivo de fibroblastos, a través de la
incorporacion de Cr en cultivo de fibroblastos *°
La confirmacién del diagndstico del probando y la
identificacion de portadores se realiza a través del
analisis molecular del gen pertinente al tipo de
B%%: identificado en linfoblastos y/o fibroblastos
La saliva es un biofluido ampliamente reconocido
como potencial medio de diagnostico de
desordenes orales y enfermedades sistémicas de
diferente etiologia. La presencia en la saliva de
biomarcadores  especificos, protedbmicos vy
gendémicos que se encuentran intimamente
asociados a los procesos de salud— enfermedad,
permite ser utilizada para la deteccion precoz de
algunas enfermedades entre ellas el cancer oral, el
Sindrome de  Sjogren, fibrosis  quistica,
hiperlipemias y disfunciones hormonales > **. El
desarrollo tecnoldgico actual ha influenciado
extraordinariamente sobre el avance en la
utilizacion de la saliva como biofluido diagnostico,
gue permite discriminar en forma répida los
biomarcadores, analizar muestras  pequefias
(microfluido), de alta sensibilidad y especificidad,
de facil manejo y bajo costo %, a su vez medir y
comprar con los valores de los componentes
séricos *°. Estudios realizados recientemente en
algunas patologias de atesoramiento lisosomal
diagnosticadas en el Centro de Estudios de las
Metabolopatias Congénitas de Cérdoba, a como la
Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea ** * y la
expansion de estos hallazgos en los DGDC ¥,
indicaron la factibilidad de separar, identificar y
cuantificar los compuestos involucrados en el
metabolismo de la Cr en saliva, con las obvias
connotaciones de utilizar un procedimiento no
invasivo, de facil obtencién, que permite el
reconocimiento precoz de los DGDC en nuestro
medio.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los defectos genéticos de
deficiencia de creatinina

d- d- d-CRTR

GAMT AGAT
Tipo de herencia AR AR Ligada-
Retraso desarrollo + + X
Retardo mental + + +
Conducta autista + - +
Retraso en el lenguaje + + +
Convulsiones + + +
Hipotonia + + +
Signos piramidales y + - +
extrapiramidales - - -
Incremento circunferencia +
cefalica

+ -

IMR: Sefial anormal en )
ganglios basales (Globus
pallidus) + -
EEG: baja actividad .

Ref.: presencia (+), ausencia (-). Abreviaturas: d-AGAT: deficiencia
en arginino:glicino amidinotransferasa; d-GAMT: deficiencia en
guanidinoacetato metiltransferasa; d-CRTR: deficiencia en el
transportador de creatina, AR: autosémica recesiva.

Compatibilidad
Fenatipica
|
Determinacion de GAA, Cry Crn
en orina

[ |
GAAICT GAAICM N GAA/Cm N
cricmt CriCm N

1 =
Determinar GAA en sallvay plasma Investigar otras
patologias
@ @ Estudios de captacion de Cry
‘—|—l Moleculares

Estudios Enziméaticos y
Moleculares

Figura 2. Algoritmo correspondiente a los Desérdenes de Deficiencia
Cerebral de Creatina (DGDC). Adaptado de Verhoeven et al. 2005
(Clin. Chim. Acta. 362: 1-9) y modificado. Simbolos GAA:
guanidinoacetato, Cr: creatina, Crn: creatinina, d-GAMT: deficiencia
en guanidinometiltrasnferasa, d-AGAT: deficiencia en arginina:glicina
amidinotranferasa, d-CRTR: deficiencia transportador de creatina.

La presente revision bibliogréfica es inédita en
nuestro medio y en el pais y pretende contribuir al
reconocimiento, tratamiento y correcto
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asesoramiento genético del paciente y de las
familias involucradas. La falta de diagndstico o
diagnostico equivocado de estas enfermedades
tienen implicancias enormes no sélo médicas sino
socio-econdmicas por la invalidez permanente que
provocan.
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