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1 JUSTIFICACION

La Fenilcetonuria (PKU) es una enfermedad metabolica, autosémica recesiva,
debida a una alteracién en la hidroxilacion del aminoécido Fenilalanina (Phe) a Tirosina
(Tyr), catalizada por la fenilalanina hidroxilasa (PAH), requiriendo tetrahidrobiopterina

(BH,4) como cofactor’.

El programa de screening neonatal implantado universalmente en Espafia en 1980
tiene como objetivo conseguir el diagndstico y tratamiento precoz de la enfermedad y
proveer de informacion a la familia sobre la epidemiologia, la patologia, el diagndstico

y el tratamiento de la PKU.

La evolucion natural de la enfermedad en los pacientes no tratados produce
generalmente retraso mental y trastornos conductuales severos. Sin embargo, la PKU es
uno de los pocos trastornos genéticos en los que el tratamiento precoz puede prevenir el

dafio neurolégico®.

No obstante, a pesar de los avances diagndsticos y terapéuticos en esta entidad, en
los Gltimos afios se han objetivado en estos pacientes interferencias en su calidad de
vida de indole psicosocial, plantedndose la hipdtesis de que pudieran estar derivadas del
hecho de vivir con una patologia cronica y una dieta restringida en alimentos de uso

habitual en el resto de la poblacion®.

Los recientes avances en relacion a la repuesta terapéutica con BH, y su repercusion
en la restriccion dietética, nos ha conducido a profundizar en la correlacion del
genotipo, fenotipo y respuesta al tratamiento con BH, en nuestra area de referencia,
compuesta por los pacientes con PKU de la Comunidad andaluza, asi como a aplicar y
evaluar la nueva prueba disefiada por el Dr. Pérez Pérez, impulsor y responsable de la
Unidad de Enfermedades Metabolicas y Nutricion Infantil hasta su jubilacién, que nos
permita seleccionar a pacientes PKU susceptibles de ser tratados con BH, de facil

aplicacion y sin requerimiento de ingreso hospitalario.

Ofrecer nuevas aportaciones a la atencion integral de nuestros enfermos PKU, de
los que en la actualidad estoy responsabilizada, me induce a llevar a cabo el presente
trabajo de investigacion, tanto desde la perspectiva de facilitar nuestras decisiones
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terapéuticas, como en el de la mejora, no menos importante, conducente a potenciar el

bienestar y calidad de vida de los afectados.
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2. INTRODUCCION

2.1. ENFERMEDADES METABOLICAS HEREDITARIAS

El conocimiento de las Enfermedades Metabdlicas Hereditarias (EMH) data
historicamente de hace mas de un siglo. En concreto, el estudio generalizado de las
EMH fue iniciado por A. Garrod en 1908 al observar que los pacientes con
Alcaptonuria excretaban una gran cantidad de acido homogentisico en orina®. Garrod
Ilegd a la conclusion de que esta acumulacion se debia a una alteracion en una enzima
del metabolismo de la Tyr y que la herencia de esta enfermedad se podia explicar segun
las leyes de Mendel. Asi mismo, definié que determinadas enfermedades se producen
por el fallo o ausencia de una enzima que cataliza un paso especifico de una ruta

metabdlica®.

El metabolismo es el conjunto regulado y coordinado de reacciones quimicas que
tienen lugar en un organismo vivo. Dichas reacciones son catalizadas por unas
proteinas denominadas enzimas. Estas enzimas pueden actuar a nivel del metabolismo
general o de un ciclo particular; como un receptor celular, un transportador de

membrana o como parte de una organela celular.

Las alteraciones congénitas o adquiridas de las enzimas implicadas en dichas

reacciones se denominan enfermedades metabolicas.

Si éstas se han transmitido por herencia de la dotacion genética de los progenitores
hablamos de Enfermedad Metabolica Hereditaria (EMH). La herencia de las EMH

suele ser monogénica y més frecuentemente autosémica recesiva®.

La mayor parte de ellas tienen una incidencia individual baja, por lo que son
consideradas enfermedades raras. La Union Europea (UE) define como enfermedad
rara aquella que tiene un prevalencia de menos de 5 casos por 10.000 habitantes, lo que
equivale a un 6-8% de la poblacion europea. Esto se traduce en una estimacion de 29
millones de afectados en la UE-27 y de 3 millones en Espafia’.

Las EMH de forma individual pertenecen al grupo de Enfermedades Raras pero al
ser muy numerosas en conjunto (se han descrito mas de 700 EMH diferentes) afectan a

un namero elevado de individuos®.
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El origen de una EMH se halla en alteraciones del material genético (DNA), que se
expresa como un dafio del producto génico especifico (proteina) y que se traduce en un
cambio fenotipico. Este puede ser debido a una pérdida o ganancia de funciones de la
proteina, alterando la homeostasis fisioldgica e induciendo como consecuencia las

manifestaciones clinicas (enfermedad).

Las diferencias entre los distintos fenotipos vienen determinadas por el grado de
afectacion del gen y el tipo y funcion de la proteina alterada, ya que segin actle
surgiran distintos grupos de enfermedades con gran variabilidad clinica lo que conduce
a otra de las principales caracteristicas de las EMH: la diversidad. Esta gran diversidad

clinica de las EMH dificulta considerablemente su clasificacion.

En el siguiente esquema se muestra una clasificacion de las EMH desde distintas

perspectivas (Figura 1)®.

Tipos cll'nicosl

Segun sintomas Segun factores Segun edad
desencadenantes
Cronico progresivo| | | Nutrientes . Neonatal
Agudo intermitente| | | Intercurrentes ] Lactancia
Agudo progresivo . Farmacos __|Adolescente Adulto
|
Tipo déficit Tipo intoxicacién
energético

Figura 1.- Clasificacion de EMH por Sanjurjo et al.

Otra clasificacion, es la que realiz6 el Dr. Saudubray, de EMH de “expresion

aguda” en el periodo neonatal, siendo muy utilizada en el momento actual (Figura 2).

Por tanto la gran diversidad de las EMH y su escasa prevalencia individual

constituyen sus dos principales caracteristicas y determinan que tanto el diagnostico de
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sospecha, el andlisis bioquimico-molecular para la confirmacion diagnostica y el

tratamiento sean complejos.

Fisiopatol6gicamente las alteraciones que se producen dependen del exceso o
cumulo de una sustancia del metabolismo intermediario y/o de la ausencia del producto
que deja de sintetizarse por la alteracion enzimatica. En el primer caso las
manifestaciones clinicas dependeran de la potencial toxicidad del producto acumulado

y en el segundo del grado de esencialidad del mismo.

Grupos clinicos (modificado de Saudubray)

A: Con alteraciones bioquimicas de “expresion aguda”

Grupo I: Tipo “intoxicacion”: cuadro neuroldgico + intoxicacion

Subgrupo la: Sin deshidratacion ni cetoacidosis grave: MSUD
Subgrupo Ib: Con deshidratacion y cetoacidosis: MMA, PA, IVA

Subgrupo Ic: Con hiperamoniemia: Ciclo de la urea
Grupo Il: “Déficit energético”: Cuadro neuroldgico y muscular

Subgrupo lla: con disfuncién hepética: Trastorno de la B-oxidacion

Subgrupo I1b: con hipotonia/polipnea: acidosis: Acidosis lactica
Grupo Il1: Hepatomegalia/Hipoglucemia

Subgrupo Hla: “pura”: Glucogenosis
Subgrupo I11b: Con ictericia/insuficiencia hepatica: Galactosemia/

Fructosemia/Tirosinemia

B: Sin alteraciones bioquimicas de “expresion aguda”

Grupo 1V: Predominio de convulsiones: NKH, SO, enzimas
peroxisémicas.

Grupo V: Tesaurismosis: enzimas lisosomales y peroxisdmicas

Figura 2.- Clasificacion de las EMH en el periodo neonatal.
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La capacidad para reconocer y diagnosticar EMH se ha incrementado enormemente
debido al desarrollo de la tecnologia analitica, el conocimiento bioquimico en general,
el desarrollo de la biologia celular y un mayor conocimiento del genoma humano. A
ello hay que sumar el desarrollo de la prueba de Cribado Endocrino-Metabdlico
Neonatal o Prueba del Talén, que permite la deteccion en periodo asintomatico por

marcadores analiticos elevados de algunas patologias entre ellas la PKU.

Al igual que la capacidad para reconocer y diagnosticar las EMH, las alternativas
terapéuticas de estas enfermedades también han aumentado en los ultimos afios
pudiendo ofrecer al paciente nuevas opciones, entre las que se incluyen el
perfeccionamiento de las dietas, el uso de cofactores, tratamientos enzimaticos

sustitutivos...



Tesis Doctoral Introduccion

2.2. HIPERFENILALANINEMIA POR DEFICIT DE FENILALANINA
HIDROXILASA

2.2.1. HISTORIA DE LA FENILCETONURIA

La PKU fue descrita por primera vez en 1934, por Asbjorn Folling, profesor de
Investigaciones Nutricionales de la Escuela de Medicina de la Universidad de Oslo en
Noruega, al estudiar a dos hermanos con retraso mental, alteraciones cutaneas, olor
corporal especial y excrecion muy elevada de acido fenilpirtvico en la orina. Denomino
a esta enfermedad “Imbecillitas phenylpirGvica™. EI mismo observé su herencia
autosomica recesiva (HAR) e identifico la Phe como precursor del &cido fenilpiravico y

marcador bioguimico de la enfermedad.

Pero no fue hasta 1937 cuando se denomino a este trastorno PKU, nombre que se ha

mantenido hasta el momento actual®.

Una década maés tarde, Jervis observd que si daba Phe a individuos sanos
aumentaba la Tyr, pero esto no ocurria si se la daba a pacientes fenilcetonuricos,
Ilegando a la conclusion de que la PKU se debia a un fallo en la transformacién de Phe
a Tyr'®. Sin embargo hasta 1953, afio en el que Bickel publica la efectividad de una
dieta restringida en Phe como terapia para los fenilcetonaricos, no se produce ningin

avance en el tratamiento de la PKU.

En 1963 Guthrie y Susie desarrollaron un método que permitia la determinacion de
Phe con muestras de sangre seca del talén del recién nacido'®. Este fue denominado
test de inhibicion bacteriana de Guthrie y supuso un hito en la historia de la PKU, ya
que al diagnosticarse en el periodo neonatal, permitié iniciar el tratamiento
precozmente, previniendo el retraso mental®>.

Las primeras mutaciones de la hiperfenilalaninemia (HFA) se identificaron en los
afnos 80 tras localizar Woo en 1983, por primera vez, el gen PAH responsable en el

cromosoma 12g24.1*.

15
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En los ultimos afios se han iniciado ensayos de expresion in vitro de numerosos
alelos de HFA, visualizdndose varios dominios de la PAH, y actualmente se estan
realizando los primeros estudios sobre terapia génica.

2.2.2. METABOLISMO DE LA FENILALANINA Y
TETRAHIDROBIOPTERINA

La Phe es un aminoacido aromatico esencial (no puede ser sintetizado en el
organismo humano) que compone aproximadamente el 5% de las proteinas de origen
natural, se absorbe a nivel intestinal de forma competitiva con otros aminoacidos

neutros™ y es metabolizado en el higado por el sistema de la PAH.

El primer paso en el catabolismo irreversible de la Phe es su hidroxilacion a Tyr por
la enzima PAH, una monooxigenasa, que utiliza como cofactor a la (6R)-L-eritro-

5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH,) y oxigeno molecular como cosustrato.

La PAH para su funcionamiento requiere una adecuada concentracion de BH,4 por
lo que su actividad depende de dos enzimas que regeneran el cofactor a partir de su
forma reducida, la 4a-carbinolamin-tetrahidropterina deshidratasa (PCD) y la
dihidropterina reductasa (DHPR), asi como de la actividad de las distintas enzimas que
componen la ruta de biosintesis intracelular de BH, (Figura 3)™.

BH, estd implicada en varias reacciones enzimaticas (Figura 4) y en algunas
funciones menos conocidas a nivel celular. Las enzimas conocidas que dependen de
BH, son PAH, Tirosina Hidroxilasa (TYH), Triptéfano Hidroxilasa (TRYH) 1y 2, los 3
tipos de dxido nitrico sintetasa (NOS) y gliceril-éter monooxigenasa (GEMO).

A nivel celular se ha identificado BH, como factor de crecimiento en Crithidia
fasciculata y con funcion de factor de control de infectividad en Leishmania major. En
el sistema nervioso central BH,4 es un factor de autoproteccion para oxido nitrico (NO)
0 neuroprotector general para NOS vy tiene funcién liberadora de dopamina®’.

Alteraciones de la PAH o defectos en la produccion o reciclaje de BH,4 provocaran
un aumento de Phe en sangre, denominado HFA, y déficit de Tyr, L-Dopa, dopamina,

catecolaminas, melanina y 5-hidroxitriptofano (5HT).
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Figura 3.- Sistema de hidroxilacion de la Phe. El ciclo catalitico de la PAH en
presencia de su cofactor natural BH,; se expresa en rojo, las rutas principales de
biosintesis de BH4 en azul, y las de reduccion del cofactor oxidado en verde. Las
enzimas implicadas se muestran en recuadros. Se indica activacion (+) ejercida por la L-
Phe y la inhibicion (-) ejercida por la BH, sobre la etapa limitante en la biosintesis del
cofactor.
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Arginina p Citrulina + NO
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Figura 4.- Reacciones enzimaticas mediadas por BH4: 1) PAH; 2) TYH; 3)
TRYH; 4) NOS; 5) Gliceril-eter-monooxigenasa. g-BH,: quinonoil
dihidrobiopterina.

La Phe acumulada, al estar interrumpida su hidroxilacién a Tyr, activa otras rutas
metabdlicas que producen unos metabolitos indetectables habitualmente®®. Sufre una
transaminacion produciéndose &cido fenilpirtvico, una cetona que se excreta en la
orina, detectada por Folling y responsable del nombre de Fenilcetonuria o PKU con el

que internacionalmente se conoce a este trastorno del metabolismo™®.
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Figura 5.- Metabolismo de la Fenilalanina y la Tirosina.

El excedente de Phe, tras la transaminacién sera reducido y decarboxilado,
produciéndose 4cidos fenilactico y fenilpiravico respectivamente (Figura 5)*°%. La Tyr
pasa a ser un aminoacido esencial y queda limitada la sintesis de otras aminas biégenas

incluyendo la melanina, la dopamina y la norepinefrina.

Por otro lado el aumento de la Phe en sangre, se traduce en un disbalance de
aminoéacidos largos neutros (LNAA) con el subsiguiente descenso de los niveles de Tyr
y serotonina a nivel cerebral. El indice Phe sangre/Phe cerebral es aproximadamente
4.121
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2.2.3. ESTRUCTURA, FUNCION Y REGULACION DE LA PAH

La enzima PAH forma parte de la familia de las hidroxilasas de aminoacidos
aromaticos, que utilizan BH, como cofactor y que requieren un atomo de hierro en su
estructura para ser funcionales. Debido a que la PAH humana es dificil de estudiar por
su rapida degradacion post-mortem, la mayoria de los estudios de estructura y funcién
se han realizado en PAH purificada de higado de rata, con la que guarda una similitud
del 92%2%. En humanos se expresa fundamentalmente en el higado, aunque algunos
estudios indican que también se expresa minoritariamente en el rifion® y en los

melanocitos®*,

Distintos estudios han demostrado la existencia de tres dominios funcionales en la

proteina (Figura 6)0>262";

1) Dominio regulador (residuos 1 - 110 desde el extremo amino-terminal): dada la
importancia fisioldgica del sistema de hidroxilacion de la Phe, la enzima esta
fuertemente regulada y tiene como activador alostérico los niveles de Phe y
como inhibidor los niveles de BH,, dependiendo ademas de la fosforilacion-
defosforilacion del residuo Ser16.

2) Dominio catalitico (residuos 111 - 410): en él se halla el centro activo de la
enzima, con el atomo de hierro y los sitios de union del sustrato y el cofactor.

3) Dominio de oligomerizacion (residuos 411 - 452): para su actividad, la enzima
debe ensamblarse en forma de dimero y sobre todo en forma de tetrdmero, que
tiene una actividad cinco veces superior. La formacion de estos tetrameros se ve

favorecida en presencia de BH,.
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Figura 6.- Organizacién estructural de la proteina PAH. 1) Estructura primaria de la
proteina PAH, donde se localizan los dominios funcionales, el atomo de hierro y el sitio
de fosforilacion. (Erlandsen y Stevens, 1999), 2) Modelo tridimensional propuesto para
la PAH en forma monomérica (Konecki y Lichter-Konecki, 2001) y 3) Modelo
tridimensional propuesto para la forma tetramérica de la PAH (Scriver y Kaufman,
2001).

2.2.4. CLINICA

La historia natural de esta enfermedad es la apariciébn de dafio neuroldgico
progresivo e irreversible en los individuos afectados, durante la infancia y la
adolescencia®®. Los pacientes desarrollan en un alto porcentaje de casos retraso mental

severo, trastornos del comportamiento y lesiones psiquicas y neurolégicas?®303132,

La caracteristica clinica comun mas frecuente es el retraso mental severo
(Coeficiente intelectual (Cl) <50), a menudo asociado a olor a raton (debido a la
excrecion de acido fenilacético), eccema (20-40%), piel, cabello y ojos claros (por estar

disminuida la sintesis de melanina), crecimiento retardado, microcefalia y alteraciones
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neuroldgicas (25% epilepsia, 30% temblor, 5% espasticidad, 80% anomalias en el

electroencefalograma (EEG))>.

El cerebro de los pacientes con PKU no tratados desde la infancia presenta
disminucion de la arborizacién de las dendritas, dafio de la sinaptogénesis y
alteraciones de la mielinizacion. También pueden presentar hipertonia, hiperreflexia,

parkinsonismo, anormalidades de la marcha y tics'®.

Casi todos los pacientes que no han recibido tratamiento de forma precoz presentan
trastornos del comportamiento como hiperactividad, movimientos anormales, temblor,

estereotipias, agresividad, automutilaciones, ansiedad y mala adaptacién social®?"°.

El dafio producido por la HFA no se manifiesta de forma aguda, sino que es
necesario un cimulo prolongado para que se observen alteraciones neuroldgicas. Este
es el motivo por el que los pacientes con PKU son clinicamente normales hasta el final
de la lactancia, momento en el que se suele empezar a apreciar su retraso psicomotor®*.
Asimismo, en pacientes que abandonan el tratamiento, no se producen
descompensaciones agudas y los sintomas neurol6gicos no se expresan hasta meses o

afios después®>3¢3"%,

El fenotipo clinico se correlaciona directamente con los niveles de Phe en sangre

reflejando el grado de déficit de PAH.

2.2.5. PATOGENIA

Se plantean varias hipOtesis como responsables de las graves afectaciones

neuropsicoldgicas que presentan los pacientes con PKU no tratada:

e Toxicidad de la elevada concentracion de Phe en sangre: Defendida por Rezvani

I que sostiene que es la hiperfenilalaninemia la responsable de las lesiones

organicas de la PKU, siendo el cerebro el 6rgano mas afectado™®.

e La alta concentracion de Phe, al compartir sistema de transporte con otros

aminoacidos neutros, dificulta el paso de los mismos a través de las membranas

celulares y de la barrera hematoencefélica (BHE). Esto provoca una serie de

desequilibrios plasmaticos e intracelulares que llevan a la formacion de
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proteinas andémalas, que ocasionarian la disminucion de la proliferacion

dendritica y la mielinizacion defectuosa®.

e La deficiencia cerebral de Tyr, que pasa a ser un aminoacido esencial por estar

interferida su sintesis en la PKU, podria ser responsable de muchas de las
complicaciones neuroldgicas. Se han observado grandes fluctuaciones en las
concentraciones plasmaticas de Tyr a lo largo del dia en pacientes PKU tratados
con dieta de restriccion de Phe y con suplemento de Tyr, llegando a ser
indetectable tras un largo periodo de ayuno*'. El transporte a través de la BHE,
tanto de Tyr como de Try, esta alterado por la HFA. El defecto relativo de estos
AA se traduce en una reduccién de la sintesis de serotonina, dopamina y
norepinefrina debida tanto a la disminucion intraneuronal de sustratos, como a
la inhibicion competitiva de la hidroxilacion de la Tyr y el Try, que también
comparten cofactor (BH,). Se ha visto que en pacientes PKU la sintesis de
dopamina estd muy descendida en areas prefrontales, lo que justificaria el
temblor y parkinsonismo, entre otras complicaciones, que presentan los

fenilcetondricos™.

e La neurotoxicidad de los metabolitos de la Phe ha sido propuesta por Kaufman

en contraposicion a la hipotesis de Rezvani |, indicando que el componente méas

toxico parece ser el 4cido fenilacético®.

e Sierra et al. plantean la hip6tesis de un posible defecto de actividad del sistema

de defensa antioxidante® y el déficit de ubiquinona-10 en los pacientes PKU

con dieta restringida en Phe, como factores responsables del dafio neuronal en
estos pacientes®. El déficit de Tyr, precursor de la ubiquinona-10, asi como el
blogueo de las enzimas implicadas en su sintesis por el exceso de Phe en sangre,

podrian tener un papel importante.

Con todos estos datos podemos concluir que esta claro que de una manera u otra el
aumento de la Phe y las consecuencias que de esto se derivan tienen un papel
determinante en la fisiopatologia de este trastorno metabolico y que a pesar de haber
progresado mucho en el estudio de la génesis del dafio cerebral ain queda por dilucidar

el mecanismo exacto por el que se produce el dafio neuronal.
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2.2.6. GENETICA

El déficit de PAH es un trastorno transmitido con una herencia mendeliana
autosomica recesiva. El gen PAH se localiza en humanos en la region q22-q24.1 del
cromosoma 12. Tiene una longitud total de 171 kb y contiene 13 exones'®#’ (Figura 7).
Su transcripcion estd regulada por mdltiples factores como los glucocorticoides, el
AMPc, hormonas y el HNF-1 mediante secuencias especificas presentes en la region

del promotor'®“.

~171 kb

Exones 1 2 3 4 5 6 78 910111213

Figura 7.- Organizacion estructural del gen PAH (Pey, 2004)

En el momento actual se han identificado a nivel mundial mas de 532 mutaciones
distintas, asociadas a PKU, aunque siguen detectandose continuamente nuevas
variantes alélicas. Un 63% son mutaciones puntuales de cambio de aminoacido
(missense), un 13% son de las de tipo unidn intrén-exon (splice), sin sentido o stop

(nonsense) y silentes, asi como delecciones o inserciones (http://www.pahdb.mcqill.ca).

El mecanismo mas frecuente por el que las mutaciones del gen PAH ejercen sus
efectos patogénicos es la inestabilidad conformacional de la proteina, lo que le confiere
menor solubilidad, menor estabilidad térmica y mayor predisposicion a la degradacion

proteolitica.

Los estudios de expresion in vitro, con frecuencia, permiten correlacionar el defecto
funcional de las mutaciones con el fenotipo de los pacientes®’. Las mutaciones que
confieren una actividad residual alta in vitro suelen estar asociadas a fenotipos suaves.
La presencia en homocigosis de mutaciones con actividad residual in vitro nula o muy

reducida se correlaciona con los fenotipos méas graves de la enfermedad. Sin embargo,


http://www.pahdb.mcgill.ca/

Tesis Doctoral Introduccion

existen mutaciones en las que no coincide la actividad residual observada in vitro con el
fenotipo del paciente. Por otro lado también hay que tener en cuenta, que la mayoria de
los pacientes son heterocigotos para distintas mutaciones, y que el fenotipo clinico y
bioquimico final depende de la interaccion entre las proteinas resultantes de ambos
alelos. Otro dato a tener en cuenta es que se han descrito casos de pacientes, incluso
hermanos, con un mismo genotipo pero diferentes fenotipos clinicos*®*®. Esta
inconsistencia genotipo-fenotipo ha impedido, hasta ahora, predecir con total fiabilidad

la gravedad del fenotipo en los pacientes PKU a partir del genotipo®®>

52,53

y de ahi el

hecho de que la utilidad clinica del genotipo sea limitada

Aungue no existe una Gnica mutacion con mayor prevalencia es cierto que si existen
distintas prevalencias segun el grupo étnico. Por ejemplo la mutacion R408W esta
presente en un 30% de los alelos en Europa mientras que en los orientales la mas

frecuente es la R243Q contando con un 13% de los alelos.

En un estudio del genotipo de la poblacién espafiola con déficit de PAH> realizado
en 1997 por Pérez el al, se observd una marcada diferencia en el espectro de
mutaciones con el Norte y el Sur de Europa. Concluyeron, en cuanto a la distribucion
de los genotipos, que si bien con el Norte las diferencias son mucho mayores, también
existen diferencias considerables con otras poblaciones de la cuenca Mediterranea, por
ejemplo en Sicilia donde la mutacién mas prevalente es la misma que en Espafia, pero
las siguientes en frecuencia en Espafia, son practicamente inexistentes en esta region

italiana (Figura 8).

La prevalencia del déficit de PAH también varia entre diferentes poblaciones, por
ejemplo 1/1000000 en Finlandia contra el 1/4200 en Turquia. En Espafia la prevalencia

estd estimada en 1/12000 aproximadamente, serian portadores por tanto 1/55.
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Figura 8.- Mapa de la frecuencia relativa de distribucién de 8 mutaciones PKU en
Espafia (Pérez et al. 1997), Dinamarca (Guldberg et al. 1993a), y Sicilia (Guldberg et al.
1993b). Las 3 mutaciones mas frecuentes de cada poblacion fueron escogidas por
comparacion.

2.2.7. DIAGNOSTICO

Los niveles de Phe en sangre son normales al nacer pero aumentan rapidamente
desde los primeros dias de vida. En la mayoria de los paises occidentales la HFA se

detecta mediante screening neonatal.

No existe un consenso universal sobre la edad en la que debe ser extraida la muestra
(1-10 dias de vida), la metodologia a emplear (test de inhibicion microbioldgica de
Gutbhrie, técnicas enzimaticas, HPLC o espectrometria de masas en tandem) y el nivel
de Phe en sangre a partir del cual se considera positivo el resultado y seria necesario
ampliar el estudio. Parece que es mas idoneo realizar la determinacion el tercer dia de
vida tras 48 horas de toma de alimento y considerar patoldgico un valor de Phe > 2,5

mg/dL (150 umol/L), y en el caso de utilizarlo, un coeficiente Phe/Tyr >3,
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El déficit de cofactor debe ser excluido mediante el estudio de pterinas en sangre y

orina y DHPR en sangre.

Un incremento persistente de Phe podemos hallarlo también en prematuros, recién
nacidos con alimentacion parenteral, o con afectacion hepatica (en estos también

estaran aumentadas las cifras de metionina, Tyr, leucina/isoleucina).
El diagndstico definitivo viene determinado por el analisis del DNA.

El déficit de PAH se puede clasificar en funcion de las cifras de Phe en sangre al
diagnostico (antes de iniciar la restriccion proteica) y por la tolerancia de Phe a los 5
afios de edad, clasificaciéon que realizd Guttler en 1980°>°. La tolerancia de Phe
depende directamente de la actividad residual de la PAH>"*®. En 1999 Desviat et al.

describi6 la frecuencia de estos fenotipos en la poblacién espafiola®.

.. Cifras Phe Tolerancia Tolerancia .
% actividad . Frecuencia en
residual PAH* DX ) e ) fizel a,P?e Espafia®
(mg/dL) (mg/Kg/dia) (mg/dia)
PKUC <1% >20 <20 250 - 350 15,70%
PKUM 1-5% >10-20 20-25 350 - 400 9,00%
PKUS > 5% >6-10 25-50 400 - 600 23,00%
HFAB > 5% 2,5-6 >50 >600 47, 7%

Tabla 1.- Clasificacion de los pacientes con deficiencia de PAH segun la tolerancia a
Phe a los 5 afios de edad, junto con la frecuencia de estos fenotipos en la poblacién.

1) segln Bartholome, 1981

2) segun Guttler, 1980; Guttler y Guldberg, 1996.

3) segln Desviat et al, 1999.

Aunque en realidad existe un espectro continuo de severidad, esta clasificacion es
util de cara a determinar la necesidad o no de tratamiento dietético y si éste debe ser

mMAas 0 menos estricto.

El diagnostico prenatal del déficit de PAH, aunque habitualmente no es solicitado
por los avances en el tratamiento de esta enfermedad, es posible mediante el analisis de
mutaciones del caso indice en el DNA de vellosidades coridnicas o del liquido

amniotico.
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2.2.8. TRATAMIENTO

El objetivo en el tratamiento del déficit de PAH es reducir las cifras de Phe en
sangre lo suficiente para prevenir el dafio neurolégico. Estos niveles van a depender de
la actividad residual de PAH y la ingesta de Phe con la dieta. Para la mayoria de los
pacientes el Unico tratamiento eficaz es la restriccion dietética de Phe. La necesidad o
no de dieta va a estar definida por las cifras de Phe en sangre al diagndstico (con
alimentacion normalizada, ingesta de 3 g de proteinas/Kg/dia durante al menos 3 dias
antes de la extraccion), lo cual varia segun los distintos paises, en lo que si coinciden

todos es que las cifras ptimas de Phe dependen de la edad (Tabla 2).

Espafia® | Reino Unido® | Alemania® | E.E.U.U**
Inicio tratamiento > 360 pmol/L | > 420pmol/L | > 600 umol/L |> 600 pumol/L
0 - 6 afios < 360 pmol/L | < 360umol/L | < 240 pmol/L | < 360 pumol/L
6 - 9 afios < 480 pmol/L | < 480 pmol/L | <240 pmol/L |< 360 umol/L
9 - 12 afios < 600 pmol/L | < 480 pmol/L | <900 pmol/L | < 360 pumol/L
12 - 15 afios < 600 pmol/L | < 700 pmol/L | <900 pmol/L | < 600 pumol/L
Adolescentes /adultos | < 600 pmol/L | < 700 pmol/L | < 1200 umol/L | < 900 pumol/L
Embarazo < 180 pmol/L | < 240 pmol/L | < 240 pmol/L | < 240 umol/L

Tabla 2.- Niveles plasmaticos de Phe utilizados como referencia para tomar la decisién
de tratar y posteriormente mantener a lo largo de la vida segun las indicaciones de los
protocolos utilizados en distintos paises.

En 1998, en Espafia fue establecido por la AECOM®, que todo paciente con unos
valores en sangre superiores a 360 pumol/L (6mg/dL) debia ser tratado. Asi mismo, los
pacientes con cifras de Phe mantenidas entre 150 y 360 pumol/L (2,5-6 mg/dL) se
considera que tienen un fenotipo benigno y que no requieren tratamiento, aunque si
deben ser monitorizados para valorar la posible aparicion de alteraciones neurolégicas

menores o en el caso de las mujeres, evitar el sindrome de PKU materna (SPKUM)®,

No obstante, hoy dia la tendencia es en muchos paises de Europa, entre ellos
Espafia, iniciar el tratamiento con niveles de Phe >240 umol/L (4 mg/dL), y mantener
estos niveles hasta los 5 afios de edad. Hasta los 9 afios deberian ser < 360 pmol/L (6

mg/dL) y < 480 umol/L (8mg/dL) al menos hasta los 13 afios de vida®.
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La restriccion proteica es de tal entidad que requiere el uso de una dieta semi-

sintética que se compone de:

- Alimentos naturales con bajo contenido en Phe (<30 mg /100g de producto; e.j. varias

frutas y verduras).

- Cantidades controladas de alimentos naturales y manufacturados con Phe >30 mg/100
g de producto (patatas, espinacas, brécoli, guisantes, platanos, yogures u otro alimento
de alto valor biol6gico). En la unidad de Metabolopatias y Nutricion infantil de los
H.H.U.U. Virgen del Rocio utilizamos un sistema de porciones (1 porcién= 20 mg de
Phe) y unas tablas de equivalencias para que puedan ajustar la alimentacion a la

cantidad de Phe prescrita en la consulta.

- Férmulas de aminoécidos exentas de Phe y suplementadas con Tyr. La restriccion en
la ingesta de PN conlleva una ingesta restringida de otros aminoacidos, vitaminas y
oligoelementos. Para evitar la aparicion de patologias secundarias asociadas a estas
carencias es necesario suplementar la dieta de los pacientes con productos industriales
que contengan estos nutrientes. Con este fin se han desarrollado férmulas de
aminoacidos exentas de la Phe y enriquecidas con Tyr, vitaminas, oligoelementos y
acidos grasos esenciales. La cantidad de estos productos depende de los requerimientos

de cada paciente segtin edad, procesos intercurrentes™, etc. ..

En general se siguen las recomendaciones de la OMS/FAO para los distintos
nutrientes, y en especial para los aminoacidos, que esta establecida en un minimo 1,3 g
de proteinas por kilo y dia en nifios menores de 2 afios y 0,97 g de proteinas por kilo y

dia a partir de esa edad (Tabla 9).

- Alimentos especiales “aproteicos” con muy bajo contenido de proteinas (<0,5 ¢
proteinas/100 g de producto): pastas, arroz, galletas..., disenados para paliar el perjuicio
psicologico y social que supone esta dieta contribuyendo a mejorar la palatibidad de las

comidas, la variedad de ingredientes y a aumentar el aporte calérico.

Estos cuatro grupos de alimentos deben ser distribuidos equilibradamente a lo largo
del dia.

Aquellos alimentos con alto contenido en Phe (e.j. carne, pescado, huevo) no estan

permitidos.
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El Aspartamo (metil éster L-aspartil L-phenilalanina), un edulcorante artificial
empleado en bebidas, comidas y como excipiente en algunos medicamentos, contiene

un 50% de Phe y por tanto no debe ser utilizado por estos pacientes.

En el caso de lactantes, la lactancia materna al tener bajo contenido en Phe, se
puede mantener restringiendo el tiempo de la toma en los casos mas severos, dando a
continuacion la formula especial. Si el lactante se alimentara con lactancia artificial se
le dard una mezcla calculada de formula de inicio y de la exenta en Phe para cubrir las

necesidades nutritivas de este grupo poblacional.

Durante los procesos intercurrentes se debe reducir el aporte de Phe al 50% vy

aumentar la ingesta cal6rica para contrarrestar el catabolismo endégeno de proteinas™.

2.2.8.1. Monitorizacion del tratamiento

La restriccion proteica en la dieta de los pacientes fenilcetondricos, orientada a
mantener las cifras de Phe en el rango previsto segun tolerancia individual, tiene como
contrapunto la aparicion de deficiencias nutricionales, de ahi la importancia de realizar
una monitorizacion exhaustiva desde el punto de vista clinico, dietético y analitico. En
Espafa se sigue generalmente el Protocolo de Diagnéstico, Tratamiento y Seguimiento
de las Hiperfenilalaninemias propuesto por la AECOM en 1998 y que se expone en la

Tabla 4 de forma resumida®®.
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0 -6 meses |6 -24 meses | > 24 meses | Embarazo

Niveles de Phe Semanal Quincenal Mensual Semanal
Analitica general Diagnéstico Anual Anual Inicio y fin
Control clinico Mensual Trimestral | Semestral | Mensual

Control neuroldgico | Cada 2 — 3 afios

Control psicolégico | 18 meses, 3, 6, 9 afios y final (12-14 afios)

RMN cerebral Sélo si mal control de los niveles de Phe

Tabla 4.- Controles clinicos y bioguimicos recomendados por la AECOM para el
seguimiento de pacientes PKU. Los controles pueden verse modificados segin la
evolucidn de cada paciente.

2.2.8.2. Complicaciones asociadas a la dieta de restriccion proteica

2.2.8.2.1. Déficits nutricionales

El déficit de vitamina B, es frecuente en adolescentes y adultos con PKU que han
suspendido la suplementacion de la dieta con aminoacidos exentos de Phe y vitaminas

pero que contindian con la dieta restringida en proteinas®.

En aquellos pacientes que realizan una dieta estricta se pueden detectar déficits en
otras vitaminas, oligoelementos y minerales. Se han descrito multiples deficiencias de
nutrientes en pacientes PKU, tanto de &cidos grasos esenciales, como de selenio,

carnitina, zinc, hierro, vitamina A, etc®®%",

Sin embargo dichas deficiencias no aparecen en todos los casos, ni esta esclarecido
si tienen alguna repercusion clinica. También se ha notificado déficit de calcio,

osteopenia y mayor incidencia de fracturas en estos pacientes.

2.2.8.2.2 Falta de adhesion a la dieta

El mayor inconveniente de estas dietas es la importante reduccion de la calidad de
vida de los pacientes y de sus familias derivada del hecho de que las férmulas especiales
que deben tomar tienen mal olor y sabor producido por su contenido en metionina que
aun no se ha logrado soslayar a pesar de los numerosos esfuerzos de la industria

farmacéutica por hacerlos més atractivos®®® ™.
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2.2.8.2.3 Dieta de por vida

Por razones histéricas aln no existen datos de la consecuencias de una dieta de por
vida mas alla de los adolescentes y adultos de mediana edad. A la vista de la variable
vulnerabilidad del cerebro a los niveles elevados de Phe a lo largo de la vida, los
hallazgos neuropsicoldgicos, han sido interpretados como posibles marcadores de Cl y
complicaciones neuroldgicas a largo plazo. A razon de disminuir al maximo el riesgo
de complicaciones a largo plazo las guias de tratamiento de PKU recomiendan dieta de

por vida y si esto no fuera posible al menos monitorizacién de por vida.

2.2.8.3. Terapias alternativas

Si bien el tratamiento dietético es muy efectivo, éste es complejo y con frecuencia
la adhesion al mismo es pobre sobre todo a partir de la adolescencia, periodo en que el
paciente comienza a ser mas independiente. Esta circunstancia ha llevado a la necesidad

de investigar nuevas alternativas terapeuticas.

e Terapia génica: Se ha intentado transferir genes de PAH mediante vector en el
PAHemu2

raton utilizando vectores no-virales, adenovirus recombinantes, retrovirus

recombinantes y adenovirus asociados recombinados’.

Sin embargo ninguno de estos experimentos ha producido un cambio significativo

PAHemu2

en el fenotipo del raton , bien por un escaso desarrollo del gen o por la

produccién de anticuerpos neutralizantes, entre otros’.

Es necesaria aun la creacion de un vector capaz de transferir un gen mas seguro y

eficaz antes de que sea posible iniciar ensayos en humanos.

e Trasplante hepético: Corrige completamente el déficit de PAH, pero los riesgos

quiruargicos del trasplante y del post-trasplante (inmunosupresion) son demasiado altos

para considerar esta opcion como alternativa al tratamiento dietético®®.

e Phe amonio liasa (PAL): Se han realizado experimentos en animales con la enzima

non-mammalian PAL, que transforma la Phe en acido transcindmico. Al administrar

PAHemu2

celulas de E. Coli que expresan PAL al raton por inyeccion intraperitoneal se ha

observado un importante descenso de los niveles de Phe en sangre’>"". Sin embargo
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parece que aun serd necesario un tiempo para poder administrar este tratamiento a los

pacientes con PKU.

e Los Aminoacidos Largos Neutros (LNAA) (Phe, Tyr, Try, leucina, isoleucina y

valina) compiten por el mismo sistema de transporte (transportador de aminoacidos L-

type) para atravesar la BHE. Estudios en el raton” ™2

y en pacientes han demostrado
un descenso de Phe cerebral tras la administracién de LNAA (sin Phe) via oral™ """,
Constituyen una alternativa terapéutica especialmente en pacientes adolescentes y

adultos que no realizan adecuadamente el tratamiento dietético.

e Recientemente se ha demostrado que algunos pacientes seleccionados pueden
disminuir los niveles de Phe al rango terapéutico tras la administracion de BH,
monoterapia (5-20 mg/Kg/dia)’®. Aproximadamente dos tercios de los pacientes con
PKU moderada son susceptibles de poder ser tratados con cofactor. La enzima PAH es
un homotetrdmero, donde cada uno de los mondmeros tiene un dominio catalitico,
regulador y de oligomerizacion. Segtin Blau y Erlandsen™ existen 4 mecanismos que

justifican la respuesta a BH,4 en los pacientes con deficiencia de PAH:
¢+ Incremento de la afinidad de PAH por BH,4
+ Evita la degradacion del tetramero activo
% Aumenta la biosintesis de BH,4
¢ Regulador de la expresion de PAH

La hipdtesis de mayor peso es que la respuesta a BH, es multifactorial, pero son

necesarias mas investigaciones.

De la experiencia acumulada al tratar pacientes PKU se deduce que este tratamiento
no tiene efectos secundarios significativos, no obstante ain no esta demostrada su
eficacia terapéutica a largo plazo, y hay que tener en cuenta su coste elevado y que no

es til para todos los pacientes.

El control de la HFA con el tratamiento dietético es generalmente muy bueno
durante la infancia y el inicio de la adolescencia. Sin embargo la importante restriccion

dietética interfiere con los habitos dietéticos culturales, principalmente en adolescentes
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y adultos, llevando a frecuentes transgresiones de las recomendaciones terapéuticas
dadas en cuanto a la alimentacion. Se ha demostrado en un estudio aleméan de PKU que
por encima de los 10 afios sélo un 40% de los pacientes mantiene los niveles de Phe en

el rango recomendado®”®.

No obstante, el tratamiento dietético de la PKU es habitualmente demandado por
los pacientes y sus familias, y es préacticamente imposible sin el soporte de un equipo
especialmente entrenado en el tratamiento de las enfermedades metabdlicas. Este
equipo debe estar compuesto por dietistas, al menos 2 pediatras especializados en
EMH, un bioquimico encargado del laboratorio de metabolopatias y un psicélogo que
atienda los problemas derivados de un tratamiento dietético de por vida. El equipo
terapéutico debe estar preparado para trabajar de manera interdisciplinar en un Centro

en el que deberfan atenderse al menos 20 pacientes para tener suficiente experiencia®’.

2.2.9. PRONOSTICO

El pronostico del paciente con PKU depende de multiples variables, como son la
edad de inicio del tratamiento, los niveles de Phe en las distintas etapas de la vida,
duracién de los periodos con deficiencia de Phe y el gradiente individual de transporte
de Phe a través de la BHE. Es posible que existan otros factores no determinados que
influyan en el prondstico de esos pacientes, no obstante el mas importante es sin duda

alguna los niveles de Phe en sangre durante la infancia y la adolescencia.

Estudios longitudinales han revelado que el inicio de la dieta en las 3 primeras
semanas de vida y cifras medias de Phe en sangre < 360 umol/L (<6 mg/dL) durante la
infancia y la adolescencia temprana tienen como resultado un desarrollo intelectual
normal. Sin embargo, por cada 300 umol/L (5 mg/dL) que se exceda de la cantidad de
Phe en sangre recomendada en los 6 primeros afios de vida, el CI se reduce 0,5 SD, y
0,25 SD entre los 5-10 afios de edad. Ademas a la edad de 4 afios el Cl se ha reducido
en 0,25 SD por cada 4 semanas de retraso en el inicio del tratamiento y cada 5 meses de
déficit de Phe.

Después de los 10 afios de vida todos los estudios muestran un rendimiento
intelectual estable hasta la madurez independientemente de los niveles de Phe y un

buen rendimiento escolar si se ha realizado un control adecuado durante los 10
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primeros afios de vida®*®#*%_No obstante estan por realizar estudios longitudinales de

prondstico en adultos de mediana y elevada edad.

2.2.9.1. Complicaciones neurologicas en adultos

Estudios neuropsicoldgicos de reaccion en el tiempo demuestran la vulnerabilidad
reversible del cerebro a lo largo de la vida, por los aumentos intercurrentes de los

niveles de Phe’,

Tras largos periodos con HFA mantenida, se pueden visualizar con técnicas de
neuroimagen (RMN), lesiones en la sustancia blanca cerebral. Estas lesiones no se
correlacionan con la inteligencia o con signos neuroldgicos y son reversibles,

desapareciendo tras 3-6 meses de tratamiento dietético estricto®®.

Los pacientes con mal control metabolico durante la infancia presentan alteraciones
del comportamiento como hiperactividad, agresividad, desadaptacion social y ansiedad,
generalmente asociado a bajo Cl. Los sujetos con un adecuado tratamiento pueden
presentar tendencia a la depresion y baja autoestima. Estos sintomas no guardan
relacién con los niveles de Phe y existe la hipétesis de que pueden ser debidos mas al
hecho de vivir con una patologia crénica que al defecto bioldgico del aumento de los

niveles de Phe®’.

Un pequefio ndmero de adolescentes y adultos han desarrollado una franca
enfermedad neurolégica que ha mejorado al reiniciar el tratamiento dietético®. Estos
individuos tienen como caracteristica comun el haber tenido un mal control metabdlico
durante la infancia. Sin embargo, el riesgo de aquellos que han tenido un buen control
durante la infancia y al llegar a la juventud han relajado la dieta parece ser

practicamente inexistente.

2.2.10. FENILCETONURIA MATERNA

Las primeras referencias bibliograficas que hacen mencion al SPKUM datan del
afo 1968 cuando Kerr comprueba que administrando Phe a simios hembra la

descendencia presentaba retraso mental®®.

35



36

Tesis Doctoral Introduccion

En 1969 Huntley y Stevenson describen 2 hermanas con 28 gestaciones, 16
gestaciones habian terminado con abortos en el primer trimestre y de las 12 que
llegaron a término todas presentaban retardo del crecimiento intrauterino vy

microcefalia y 9 de ellas malformaciones cardiacas™.

Aunque era conocido que las cifras de Phe tenian efecto teratdgeno durante la
gestacion en mujeres PKU®, no es hasta 1980 que se publica por Lenke y Levy que se

reconoce como tal el SPKUM®2.

2.2.10.1 Manifestaciones clinicas

Las concentraciones elevadas de Phe durante la gestacioén pueden ser responsables de:

e Alteraciones faciales: Cara redondeada, fisuras palpebrales, glabelas
prominentes, epicanto, hipertelorismo, paladar ojival y estrabismo. La facies del
SPKUM es muy similar a la del Sindrome alcohdlico fetal lo que ha llevado a plantear

la posibilidad de que alcohol y Phe compartan el mismo mecanismo patogénico®.
e Retraso mental
e Microcefalia
e Retraso del crecimiento intrauterino
e Malformaciones cardiacas
e Abortos espontaneos de repeticion

Si se comparan los datos de Lenke y Levy (1980)* en los que valoraron mujeres
embarazadas con PKUC (cifras >1200 pumol/L) de las que s6lo el 0,5% habia recibido

tratamiento, con el estudio de Koch et al.%

en el que un 26% de las embarazadas realizd
tratamiento antes de la concepcidn, un 35% desde el primer trimestre y un 9% desde el
2°, se observa un descenso considerable en la incidencia de complicaciones en mujeres

PKU embarazadas.

A la vista de estos resultados se inicié un estudio prospectivo sobre PKU Materna

con la intencién de valorar el impacto de la dieta restringida en Phe en el desarrollo
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fetal™>. Se examinaron 572 embarazos de 382 mujeres con PKU®. Se observé que
cuando las cifras de Phe en sangre se situaban entre 120-360 pmol/L desde 8-10
semanas antes de la concepcion y se mantenian estos niveles durante todo el embarazo

se conseguia un desarrollo fetal adecuado®®.

2.2.10.2 Mecanismo de accion

Debido a un gradiente activo a través de la placenta la Phe en el feto guarda una
relacion de 1:2 a 1:7 con la de la madre. La Phe compite por el transporte placentario de
otros LNAA vy afecta al desarrollo fetal por mecanismos patogénicos desconocidos®’,
aunque como se ha comentado con anterioridad existe una hipdtesis de que pudiera ser

el mismo que el del alcohol en el sindrome alcoholico fetal.

Este gradiente, unido a la inmadurez hepatica del sistema de hidroxilacién del feto y
al hecho de ser heterocigotos forzados, que conlleva una peor actividad enzimaética,
determina la necesidad de que la embarazada PKU deba mantener cifras inferiores a las
recomendadas habitualmente para ella. Por otro lado las concentraciones bajas de Phe
pueden limitar la sintesis de proteinas cerebrales en el feto y ser deficiente. Esto llevo a
la necesidad de determinar un rango de seguridad para los niveles de Phe en sangre

materna.

Se aconseja que el rango 6ptimo de control para una fenilcetonurica embarazada se

mantenga entre 100 — 240 pumol/L.

2.2.10.3. Seguimiento

La cuestion del SPKUM necesita ser tratada desde etapas tempranas de la vida con
los padres de pacientes PKU a lo largo de la infancia. Walter et al.”® plantean que a
partir de los 5 afios de vida una nifia PKU puede comprender una simple explicacion
del problema y que cuando llegue a la edad fértil todos los consejos deben ir
encaminados principalmente en este sentido. El objetivo de esta educacion es
proporcionarles una comprension béasica de la concepcion y la PKU asi como la

importancia de una dieta estricta preferiblemente antes de la concepcion.
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El riesgo de tener un hijo con PKU es bajo, de 1/100, al ser 0,5% la frecuencia de
portadores en Espafia.

e Inicio de la dieta preconcepcional®®

Muchas mujeres PKU en el momento de plantearse tener un hijo estan realizando
una dieta muy normalizada. En estos casos seria necesario realizar una educacion

intensiva e instituir una dieta restringida en Phe.

La mujer y su pareja necesitan tener tablas de equivalencias de proteinas y de Phe
para poder calcular exacta y correctamente la cantidad de Phe prescrita. Asi mismo
deberén anotar todos los alimentos ingeridos con y sin Phe y la cantidad ingerida. Con
estas medidas las cifras de Phe en sangre descenderan al rango previsto en unos 10 dias
aproximadamente, proporcionando a la paciente &nimos para continuar. Junto a la dieta
es necesario un control bioquimico exhaustivo que permita ir adaptando la alimentacion
a las circunstancias (enfermedad, hiperemesis, 2° y 3° trimestre). En algunas mujeres

puede haber fluctuaciones incluso con el ciclo menstrual.

Las mujeres con PKU que han mantenido una dieta restringida en Phe también
pueden necesitar repasar los conceptos relativos a la alimentacion durante el periodo
pre-concepcién y el embarazo, ya que puede no resultarle tan facil como ellas creen

conseguir los niveles 6ptimos de fenilalaninemia.
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2.3. HIPERFENILALANINEMIA POR TRASTORNOS DEL METABOLISMO
DE LA BIOPTERINA

Representan un 1% de los casos de HFA.

Los trastornos del metabolismo de la BH4 y el déficit de las aminas bidgenicas
incluyen el déficit de GTP Ciclohidrolasa | (GTPCH), de 6-piruvoil-tetrahidropterina
sintetasa (PTPS), deéficit de dihidropterina reductasa (DHPR), y el déficit de pterina- 4°-

carbinolamina deshidratasa (PCD) (primaptenuria)™®®.

2.3.1. PRESENTACION CLINICA

Existen 3 formas de presentacion:

1. Asintomética: La HFA es detectada en el screening neonatal y al completar el

estudio de la HFA se evidencia el déficit de biopterinas.

2. Sintomética con deterioro neuroldgico en la infancia a pesar de la dieta
restringida en Phe: Esto puede ocurrir cuando no se completa el estudio tras detectar
aumento de Phe en el screening neonatal, asumiendo que se trata de un déficit de PAH.

3. Sintomética con deterioro neuroldgico en la infancia con dieta normal: En

aquellos casos en los que no se ha realizado screening neonatal de HFA y en los casos

en que habiéndose realizado la Phe es tan baja que no se ha considerado relevante.

Los sintomas pueden pasar desapercibidos en el periodo neonatal y no ser
advertidos hasta varios meses después. Todos los trastornos del metabolismo de las
pterinas, excepto el déficit de PCD, estan asociados a alteraciones del tono muscular,
movimientos anormales, irritabilidad y letargia, convulsiones, alteraciones del control
de la temperatura, retraso psicomotor progresivo y microcefalia. Pueden existir
calcificaciones y atrofia cerebral en el déficit de DHPR. En el déficit de PCD los

sintomas son moderados y transitorios.
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2.3.2. PATOGENIA

Los trastornos de la sintesis o reciclaje de las pterinas estan asociados a un descenso
de la actividad de la PAH, TYRH, TRYH y NOS (Figura 3). El grado de HFA debido a
déficit de PAH es muy variable pudiendo oscilar desde niveles normales a ser >2000
pumol/L. El déficit de aminas en el sistema nervioso central (SNC) es con frecuencia
importante y responsable de los sintomas de estos trastornos. La disminucion del acido
homovalinico (AHV) en LCR es responsable de la disminucion del “turnover” de la
dopamina, del mismo modo el déficit del &cido 5 hidroxi-indolacético (5-HIAA)

provoca disminucién del metabolismo de la serotonina®.

2.3.3. GENETICA

Todos estos trastornos son autosomicos recesivos. La descripcion de los genes mas
relevantes y la base de datos de las mutaciones estan disponibles en www.bh4.org.

2.3.4. PRUEBAS DIAGNOSTICAS
Los protocolos de diagnostico y de interpretacion de resultados son los siguientes:
a) Determinacién de pterinas en sangre y orina y de DHPR en sangre.

Debe ser extraida en todos los neonatos con HFA en el momento de la deteccion

neonatal. Los resultados se interpretan segln la siguiente tabla:

C Phe en Neopterinas | Primapterinas Actividad
Deficiencia sangre Biopterinasen | ensangrey | ensangrey CS\'(: :\I—}LAA DHPR en
(umol/L) | sangrey orina orina orina sangre
PAH >120 1 1 - N N
GTPCH 90 -1200 L 1l - 1 N
PTPS 240 - 2500 N " - ! N
DHPR 180 - 2500 Ll No1 - 1 1
PCD 180 - 1200 ! 1 " N

Tabla 5.- Interpretacion de los resultados en el estudio de un trastorno del metabolismo
de las pterinas
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b) Test de sobrecarga con BH,

Consiste en administrar una dosis de 20mg/kg de BH, 30 minutos antes de una
comida. Se extraen muestras de sangre a las 0, 4, 8 y 24 horas. El test es positivo si
disminuyen los niveles de Phe un 30% o mas, a las 8 horas de la administracion o a las
24 horas. La disminucion de la Phe puede ser menor en el déficit de DHPR. El analisis

de pterinas en sangre a las 4 horas confirmara que la BH, se ha absorbido*®%,

Un test de BH, combinado con una sobrecarga de Phe (100 mg/Kg) vy
administracion de BH,; (20 mg/Kg), puede ser empleado como alternativa. Este test
combinado es principalmente util en pacientes que ya recibian tratamiento restringido
en Phe para poder identificar a los pacientes con déficit de PAH que respondan a BH, y
diferenciar entre los defectos de la sintesis o regeneracion del cofactor, asi como en los

casos en que no se pueda determinar los niveles de pterinas en sangre®.
c) Determinacion de neurotransmisores en LCR

La medicion de HVA y de 5-HIAA es una parte esencial del estudio diagndstico y
es requerida para monitorizar el tratamiento con L-Dopa y 5-hidroxitriptéfano (5HT).
Tras la extraccion el LCR debe ser congelado en nitrégeno liquido a -70°C previo al
analisis. Si se extrajera sangre ésta deberia ser centrifugada inmediatamente y el
sobrenadante deberia congelarse. Los rangos de referencia para AHV y 5-HIAA
dependen de la edad'®.

El diagndstico prenatal es posible en el primer trimestre por biopsia de las
vellosidades coriales y estudio de las mutaciones si ya se conocieran las del caso indice.
El estudio de biopterinas en el liquido amniético se puede realizar en el 2° trimestre en
todos los déficits enziméaticos del metabolismo de las pterinas. En el déficit de DHPR y
de PTPS se puede estudiar la actividad enzimatica en eritrocitos fetales o en
amniocitos. La GTPCH s6lo se expresa en el tejido hepatico fetal®.

2.3.5. TRATAMIENTO

En el déficit de GTPCH, PTPS y DHPR el objetivo del tratamiento es controlar la
HFA y corregir el déficit de aminas en el SNC. En el déficit de DHPR también hay que

administrar acido folinico para prevenir el déficit de folatos en el SNC'®. En los
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deéficits de PTPS y GTPCH, la HFA responde al tratamiento oral con BH,4. En el déficit
de DHPR puede ser efectiva también pero precisa mayores concentraciones y puede
provocarse un incremento de BH, que a su vez incrementaria el riesgo de déficit de
folatos en el SNC. Por este motivo en el déficit de DHPR se recomienda tratar la HFA

con dieta y no dar BH,%.

El tratamiento para reponer las aminas en el SNC se realiza también por via oral
con un compuesto de L-Dopa con carbidopa con una proporcion de 1:10 6 1:4. La
carbidopa es un inhibidor de la dopadecarboxilasa que reduce la conversion periférica
de Dopa a dopamina por lo que limita los efectos secundarios y permite reducir la dosis
de L-Dopa manteniendo su efectividad. Los efectos secundarios (nalseas, vomitos,
diarrea, irritabilidad) también pueden aparecer al inicio del tratamiento. Por esta razon
el tratamiento que L-Dopa y 5HT debe iniciarse a dosis baja (Tabla 6) e ir
incrementandolo progresivamente hasta llegar a la dosis recomendada de

mantenimiento®.

Farmaco Dosis (oral) Frecuencia GTPCH | PTPS | PCD | DHPR
BH4 1 - 3 mg/Kg/dia Cada 24 horas + + *
1 -2 mg/Kg/dia aumentando 1 - 2 CadaDG horas.
mg/Kg/dia cada 4 - 5 dias hasta 0sIS
5HT . . mantenimiento + + +
alcanzar dosis de manteniento (8 - 10 in nivel
mg/Kg/dia) segun nSI\lileCeS nten
L-DOPA |1 -2 mg/Kg/dia aumentando 1 - 2 Cadff horas.
(combinada | mg/Kg/dia cada 4 - 5 dias hasta 0sIS
- - mantenimiento + + +
con alcanzar dosis de manteniento (10 - 12 B
. ; segun niveles nten
Carbidopa) | mg/Kg/dia) SNC

Cada 6 - 8 horas

Selegilina ) . (como adyuvante

(I-eprenilo) 0,1-0,25 mg/dia de5HTyL - * * *
DOPA)

Entacapone | 15 mg/Kg/dia Cada 8 - 12 horas + + *

Ac!d_o 15 mg/dia Cada 24 horas +

folinico

Tabla 6.- Tratamiento de los trastorno del metabolismo de las pterinas.

El ajuste de estas dosis con frecuencia depende de los resultados de AHV y 5HIAA
en LCR. La monitorizacion de los niveles de amina en LCR debe realizarse cada 3

meses en el primer afio, cada 6 meses en la primera infancia y anualmente en afos
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posteriores. Si fuera posible el LCR deberia recogerse antes de administrar una dosis de

la medicacion.

La hiperprolactinemia es una consecuencia del déficit de dopamina por lo que los
niveles de prolactina en suero se pueden usar como un método para monitorizar el
tratamiento ya que valores normales de prolactina indicarian un adecuado aporte de

dopamina'®.

La Selegilina (un inhibidor de la oxidacién de monoaminas) puede ser usada como
adyuvante al tratamiento de reemplazo de aminas. Esto puede permite la reduccién de

la dosis de L-Dopa de 5HT y permite una mejora en los sintomas clinicos'%*.

Mas recientemente se ha comunicado que el Entacapona, un inhibidor de la catecol-
O-metilitransferasa (COMT), que estd también autorizado para el tratamiento con Co-
beneldopa o Co-careldopa para pacientes con enfermedad de Parkinson que
experimentan deterioro fin de dosis, permite la reduccion de mas del 30% de los

requerimientos de L-Dopa'®.

2.3.6. PRONOSTICO

Sin tratamiento la historia natural del déficit de GTPCH, PTPS y DHPR es un
deterioro neuroldgico progresivo y muerte precoz. Sin embargo, con el tratamiento
depende de la edad al diagnostico y de la severidad del fenotipo. La mayoria de los
nifios con déficit de GTPCH y PTPS tienen cierto grado de dificultad en el aprendizaje
a pesar de un buen control metabdlico. Los pacientes con déficit de DHPR si
comienzan con dieta, tratamiento con aminas y cido folinico en los primeros meses de

vida pueden tener un desarrollo y un crecimiento normal*®.
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2.4.  REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE _PROTEINAS Y
AMINOACIDOS EN EL NINO Y EL ADULTO

El objeto de la nutricion en el nifio y en el adulto no es sdlo conseguir un desarrollo
pondoestatural adecuado, sino evitar carencias nutricionales y prevenir enfermedades

con alta morbimortalidad en el adulto, directamente relacionadas con la dieta.

El conocimiento de las necesidades nutricionales constituye la base tedrica
indispensable para determinar la alimentacion ideal de un individuo en cualquier

periodo de la vida y en diferentes condiciones ambientales.

Tomando como base estos datos y los conocimientos cientificos vigentes en cada
momento, una serie de organismos internacionales publican periédicamente

recomendaciones sobre nutricion infantil y en el adulto.

Las primeras recomendaciones dietéticas fueron las del Food and Nutrition Board
del National Research Council de los Estados Unidos en 1943. La Ultima edicion de los
aportes e ingestas recomendados “Recommended Dietary Allowances” (RDA),

publicada por este organismo data de 1989,

Las recomendaciones que se van a exponer en este apartado estan basadas en las
RDA 1% en las del comité de Nutricién de la Academia Americana de Pediatria'®**,
en las del comité de Nutricion de la Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricion
Pediétrica (ESPGAN)™**2 'y en los informes técnicos de la Organizacién Mundial de

la Salud (OMS) y la Federacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO).

La OMS-FAO ha realizado un estudio para cuantificar las necesidades energéticas y
nutritivas de la poblacion desde 1949. En 2007 se ha publicado el ultimo de una serie de
informes del que se va a exponer la informacidn referida en el mismo, acerca de la RDA

de protefnas en lactantes, nifios, adolescentes, adultos y embarazadas™>.

2.4.1. Papel de los amino&cidos en la sintesis de proteinas

Las proteinas son componentes esenciales del organismo. Su contenido en la masa

corporal aumenta del 11% en el recién nacido al 15% al afio de edad™*.
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Las proteinas son polimeros de aminoacidos de alto peso molecular, que cumplen
con una funcion estructural y forman parte de unidades bioquimicas especiales:

enzimas, hormonas, anticuerpos.

Los aminoacidos son utilizados para sintetizar las proteinas corporales. La sintesis
de cada una de estas proteinas se realiza a partir de la ingesta adecuada de aminoacidos

esenciales y no esenciales.

Son aminoacidos esenciales los que no pueden ser sintetizados por el organismo y
por tanto precisan ser aportados exdgenamente. Son la leucina, valina, isoleucina,
treonina, Phe, Try, metionina y lisina. Ademas hay algunos que deben ser considerados
esenciales en la primera infancia, porque las necesidades en esta etapa son mayores que
la capacidad de sintesis, debido a la ausencia o bajo rendimiento de las enzimas que
intervienen en su interconversion. Este es el caso, por ejemplo, de la histidina hasta los
6 meses de vida, y de la cistina, principalmente en el recién nacido y sobre todo en el
pretémino, dado su papel precursor de la taurina, que juega un papel fundamental en el

desarrollo cerebral'%1%°,

2.4.2. Ingesta de proteinas individual y colectiva.

Los requerimientos de proteinas se calculan habitualmente mediante el método
factorial que consiste en sumar las pérdida de nitrégeno por orina, heces y sudor a las

necesidades para el crecimiento y la renovacion de los tejidos.

Los requerimientos de proteinas recogidos en el estudio de la OMS-FAO 2007 se
han obtenido a partir de la ingesta media de proteinas de la poblacién.

Para un individuo se ha definido como segura una ingesta de proteinas
correspondiente al percentil 97,5 de la distribucion de los requerimientos individuales,
es decir, la media + 1.96 SD. De esta forma, cualquier individuo con dicha ingesta de
proteinas tiene un riesgo muy bajo (< 2,5%) de presentar un déficit proteico.

Sin embargo, para una poblacion no se puede definir un consumo seguro a partir de
un individuo, porque el riesgo de déficit proteico esta determinado por el balance entre
los requerimientos y la ingesta. En la mayoria de los casos este valor serd mayor que el

consumo seguro individual, y en condiciones normales al ser la SD de la ingesta
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superior a la SD de los requerimientos, la ingesta de seguridad de la poblacion se
aproximara a un valor algo mayor que el requisito establecido para un individuo + 1.96

SD de la ingesta.

Para los adultos se han calculado los requerimientos de proteinas segun la edad,

mientras para los nifios se ha hecho en funcion del peso, por tener mayor precision.

Las necesidades por persona, también pueden basarse en el peso real 0 en pesos
estandarizados a partir de la altura o la edad recogidos en las gréficas correspondientes.
Cabe destacar, sin embargo, que para los nifios que estan fuera del rango de peso
corporal aceptable para su edad (P10-90) existe el riesgo de subestimar o sobrestimar

los requisitos de proteinas recomendadas.

Por otro lado se recomienda gque en dietas especiales, en las que es necesario hacer
una correccion en funcion de la calidad de la proteina (p.ej dieta exenta de Phe en la
PKU), en las que es necesario hacer comparaciones entre los requisitos y la ingesta
diaria, las correcciones deben aplicarse a la dieta y no a las requerimientos de proteinas.
Esto facilitaria el calculo de la ingesta y la cantidad de proteinas diarias recomendadas
en una familia en la que sus miembros realizan dietas distintas. Sin embargo, hay
situaciones en las que puede resultar mas sencillo hacer la correccién en la forma

tradicional, es decir, mediante el ajuste de la estimacion de las necesidades.

2.4.3. Cantidad diaria recomendada de proteinas en el adulto

Las necesidades de proteinas en hombres y mujeres adultos de diferentes pesos

corporales se muestran en la Tabla 7.

Para los adultos, la CDRP/kg de peso es igual para ambos sexos, en todas las edades
y para todos los pesos dentro del rango aceptable (P10-P90). El valor recomendado de
proteinas para un adulto es de 0,83 g/kg/dia, para las proteinas con una digestibilidad de
aminoéacidos corregidos 1,0. No se ha identificado limite superior de seguridad pero es
poco probable que la ingesta de dos veces el nivel de seguridad tenga riesgo alguno

asociado.

Sin embargo, se recomienda precaucion a los que realizan una ingesta 3-4 veces

superior a la ingesta diaria recomendada.
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Peso CDPR

(Kg) (g/dia)®
40 33
45 37
50 42
55 46
60 50
65 65
70 70
75 62
80 66

Introduccion

a. 0.83 g/kg /dia con valor corregido de digestibilidad de amino&cidos de 1.0

Tabla 7.- CDRP en adultos (mujeres y hombres > 18 afios)

2.4.4. Requerimientos de aminoacidos en el adulto

Los requerimientos de aminoacidos para adultos se muestran en la tabla 8 en mg/Kg

de peso al dia, y la cantidad de cada aminoacido por gramo de proteina. Se han

calculado a partir de los requerimientos medios de aminoécidos y proteinas (0,66

g/Kg/dia), ya que los requerimiento de aminoacidos esenciales no se han establecido

aun con seguridad, aunque se considera que deben constituir el 20% de los aportes

totales de proteinas en el adulto y hasta el 40% en el recién nacido

Aminoacido mg/Kg/dia mg/g proteina
Histidina 10 15
Isoleucina 20 30
Leucina 39 59
Lisina 30 45
Metionina 10 16
Cisteina 4 6
Metionina + Cisteina 15 22
Fenilalanina+ Tirosina 25 30
Treonina 15 23
Tript6fano 4 6
Valina 26 39

Tabla 8.- Requerimientos de aminoacidos en adultos
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2.4.5. Cantidad diaria recomendada de proteinas en los lactantes, nifios y
adolescentes

En el lactante es compleja la aplicacion del método factorial para calcular los
requerimientos diarios de proteinas, por lo que se suele recomendar la ingesta proteica
en este periodo en base al patrén alimenticio de un lactante sano alimentado con leche

materna'**,

Se recomienda que el célculo de la CDRP para nifios y adolescentes se realice en 2

pasos:

1. Los requerimientos de proteinas por kg de peso deben obtenerse acordes a la
edad.
2. Estos deben ser multiplicados bien por el peso real o por el peso para el P50

de la talla, para obtener la cantidad total de proteinas diarias recomendadas.

Para el calculo mas detallado de las necesidades proteicas de los nifios, si los pesos
reales no estuvieran disponibles, se recomienda obtener el peso medio para la edad del

paciente en las tablas de la O.M.S™.

Hay que tener en cuenta que un aporte excesivo de proteinas en la infancia es
peligroso ya que conlleva un aumento de la carga renal de solutos que conduce a un
aumento de urea que puede conducir a acidosis metabolica e hiperaminoacidemia, por

una parte y de determinados aminoécidos, como Phe, por otra.

Las necesidades de proteinas de los lactantes, nifios y adolescentes de ambos sexos

se muestran en la Tabla 9.

El peso que se muestra en la Tabla 9 es orientativo para usarlo como guia cuando se
desconoce el peso del paciente.

El ajuste de la calidad de proteina, segun la edad, debe hacerse segun lo establecido
en el punto 2.4.7.

2.4.6. Requerimientos de aminoacidos en el lactante, el nifio y el adolescente

Los requerimientos de aminoacidos en lactantes y nifios se han calculado usando
un modelo factorial, basado en una dieta estimada para un adecuado desarrollo pondo-
estatural y mantenimiento. EI método que se ha seguido para calcular el aporte de

aminoéacidos para un adecuado mantenimiento seria el mismo que para los adultos, sin
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embargo para que el crecimiento sea correcto debe considerarse la cantidad de proteinas
que precisan los tejidos en relacion a las proteinas de todo el cuerpo. Se muestra en la
tabla 10 los aminoécidos fundamentales para el crecimiento, asi como la cantidad

necesaria de los mismos por grupo de edad.

Nifios Nifias
Edad Peso® CDPR CDPR Peso® CDPR CDPR
Afios Kg g/Kg/dia g/dia Kg g/Kg/dia g/dia
0,5 7,8 1,31 10,2 7,2 1,31 9,4
1 10,2 1,14 11,6 9,5 1,14 10,8
1,5 11,5 1,03 11,8 10,8 1,03 111
2 12,3 0,97 11,9 11,8 0,97 11,4
3 14,6 0,9 13,1 141 0,9 12,7
4-6 19,7 0,87 17,1 18,6 0,87 16,2
7-10 28,1 0,95 25,9 28,5 0,92 26,2
11-14 45 0,9 40,5 46,1 0,89 41
15-18 66,5 0,87 57,9 56,4 0,84 47,4

a.Valores de referencia seguin la OMS

Tabla 9.- CDRP en lactantes, nifios y adolescentes

Lisina Aa. Sulfurados Treonina Triptéfano | Lisina Aa. Sulfurados Treonina Triptéfano
Edad
Afios mg/Kg/dia mg/g proteinas
0,5 64 31 34 9,5 57 28 31 8,5
1-2 45 22 23 6,4 52 26 27 7,4
3-10 35 18 18 4,8 48 24 25 6,6
11-14 35 17 18 4.8 48 23 25 6,5
15-18 33 16 17 4,5 47 23 24 6,3
>18 30 15 15 4 45 22 23 6

Tabla 10.- Requerimientos de aminoacidos en lactantes, nifios y adolescentes.
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2.4.7. Correccion de la dieta en funcion de la calidad de la proteina

Cuando la ingesta proteica de dietas especificas se ha calculado para cubrir los
requerimientos, o cuando estas dietas se evaltan en funcion de su suficiencia, debe
ajustarse el aporte proteico a la calidad de la proteina, como se expone a
continuacion''*:

I - Calcular el contenido total de proteinas de la dieta = nitrogeno total x 6.25.

- Calcular la cantidad de proteina disponible en la dieta = la proteina total x

la digestibilidad de la proteina corregida por el nivel de aminoécidos (el factor

de digestibilidad x nivel de amino&cidos).

2.4.8. CDRP en mujeres durante el embarazo y la lactancia

Durante el embarazo y la lactancia es preciso aumentar la ingesta diaria de proteinas
(Tabla 11). Este aumento de la ingesta proteica debe ser incorporado a la dieta habitual

y no en forma de suplementos proteicos.

R. proteinas adicional R. energia adicional Proteinas:Energia
g/dia kJ/dia

E.Gestacional

1°T 1 375 0,04

2°T 10 1200 0,11

3T 31 1950 0,23
Lactancia
< 6 meses 19 2800 0,11
> 6 meses 13 1925 0,11

Tabla 11.- Requerimientos adicionales de proteinas durante la gestacion y la
lactancia.

2.4.9. Valoracion nutricional a partir de los datos antropométricos y bioquimicos

El laboratorio de bioquimica se utiliza, principalmente, para detectar estados
deficitarios subclinicos, de forma complementaria a otros metodos de valoracion del

estado nutricional: dietéticos, clinicos y antropométricos. En general, en la valoracion
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del estado nutricional es recomendable el uso de una combinacion de analisis o prue-

bas.

e Valoracion del estado proteico

La mayor parte de las proteinas corporales se encuentran en el musculo esquelético
(30-50% del total proteico) y una pequefia cantidad en forma de proteinas viscerales

(proteinas séricas, hematies, granulocitos. linfocitos, higado, rifion. pancreas y corazén).

Se consideran tres tipos de andlisis: proteinas somaticas, excrecion de metabolitos

en orina y balance nitrogenado***.

A) La medicion de una o mas de las proteinas séricas es el método
frecuentemente utilizado para la valoracion del estado de las proteinas

transportadoras.

El higado es el principal érgano de sintesis de la mayor parte de estas
proteinas:
- Albumina: en el organismo humano la cantidad de albumina es de 3-5 g/kg de
peso corporal encontrandose mas del 50% fuera del espacio vascular. Su
biosintesis puede estar disminuida por falta de proteina dietética, estrés

fisioldgico, hepatopatia, hipotiroidismo y presencia excesiva de cortisol sérico.

- Transferrina: es una B-globulina sérica transportadora de hierro, sintetizada
principalmente en el higado, que se encuentra casi totalmente en el espacio

intravascular.

- Prealbdmina: también conocida como transtiretina y prealbimina unida a
tiroxina. Se sintetiza en el higado y sirve como una proteina de transporte para
tiroxina (T4) y de transporte de la proteina ligadora de retinol (P.L.R). Debido a
su corta vida media y escasa cantidad total corporal (0.01 g/kg) se considera un
marcador sensible de la nutricion proteica y ademas responde mas rapidamente

que la albuminay la transferrina a los cambios en el estado proteico.

- P.L.R: es una proteina hepatica que transporta retinol cuando se complementa
con la prealbdmina. Sus concentraciones se alteran rapidamente ante la
deficiencia de proteina y de energia y se recuperan tras un adecuado tratamiento

nutricional.
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- Somatomedina C (IGF-1): es un péptido producido por el higado en respuesta a

la estimulacién de la hormona de crecimiento. Realmente no es una proteina

sérica pero se trata de un marcador sensible del estado proteico.

- Fibronectina: glicoproteina sintetizada por diversos tipos de células (higado,
endotelio, fibroblastos). Tiene una vida media de tan solo 20 horas. A diferencia
de las proteinas antes consideradas la fibronectina no es tan dependiente del
higado. La deprivacion nutricional da origen a bajas concentraciones séricas que

vuelven a la normalidad con la terapéutica nutricional.

B) Las pruebas mas frecuentemente utilizadas de excrecion de metabolitos

proteicos por orina son:

- Excrecion de creatinina: deriva del catabolismo del fosfato de creatinina,

un metabolito presente en el tejido muscular. Por tanto, la cantidad total de
masa muscular existente en un organismo puede valorarse indirectamente
con esta prueba.

Un indice de excrecién de creatinina de 60-80% representa un moderado
déficit de masa muscular corporal; el déficit es grave, si es inferior al 60%.

- Excrecion 3-hidroxiprolina: la 3-hidroxiprolina urinaria es un producto

derivado de componentes del colageno de tejidos calcificados o no.
En nifos el indice de hidroxiprolina es semejante al anterior, pero en éste se

introduce un factor de correccion, que es el peso.

- Excrecidén de 3-metil-histidina: La metilhistidina es un aminoacido que se

encuentra exclusivamente en la actina de las fibras musculares esqueléticas y
en la miosina de las fibras blancas. Al catabolizarse estos productos se libera

3-metilhistidina, que se elimina por la orina.

C) Se denomina balance nitrogenado a la medida de los cambios que tienen
lugar en la proteina corporal. EI método se basa en la aceptacion de que casi
todo el nitrogeno corporal se incorpora al componente proteico. Como la
proteina corporal contiene 16% de nitrogeno (Nitrogeno = Proteina (en

gramos) / 0.25). Se dice que un individuo se encuentra en balance
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nitrogenado cuando las ingestas son adecuadas para reemplazar las pérdidas

enddgenas de nitrdgeno y el crecimiento del pelo y de las ufias.
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3. HIPOTESIS
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3. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas comentadas que envuelven al paciente PKU y todo lo
referido en los apartados anteriores se plantean las siguientes hipoétesis:

1. La poblacion PKU andaluza presenta un genotipo caracteristico debido a la
gran diversidad de etnias que han convivido a lo largo de los siglos en esta

comunidad.

2. El genotipo y del fenotipo son variables Gtiles para predecir la posibilidad de
responder al tratamiento con BH, en los pacientes andaluces con HFA
debida a déficit de PAH.

3. El resultado del test de sensibilidad a BH,4 aplicado a nuestros pacientes, sin
necesidad de ingreso hospitalario, y con menos determinaciones analiticas,

tiene la misma fiabilidad que el test que se realiza habitualmente.

4. Los pacientes PKU con resultado positivo en el nuevo test de sensibilidad a
BH, realizan dieta con ingesta de proteinas naturales adecuada a la cantidad
diaria de proteinas naturales recomendada (CDPR) por la OMS-FAQ y por la

ESPGAN para su edad, manteniendo niveles de Phe correctos.

5. Los pacientes que realizan tratamiento con BH,; tienen mejor estado

nutricional tras la liberalizacién de la dieta.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales:

1.

2.

3.

Estudio del fenotipo, de pacientes con HFA debida a defectos en el gen PAH,

desde el inicio del screening neonatal de la PKU en Andalucia.

Estudio del genotipo, de pacientes con HFA debida a defectos en el gen PAH,
desde el inicio del screening neonatal de la PKU en Andalucia.

Aplicacion y valoracion de un nuevo test de sensibilidad a BH,4 para seleccionar

los pacientes susceptibles de ser tratados con BH, para liberalizar la dieta.

Determinacion del porcentaje de poblacion PKU andaluza que podria
beneficiarse del tratamiento con BH, a partir de los datos obtenidos del test de
sensibilidad a BH,.

4.2 Objetivos especificos:

1.

Determinacion del fenotipo més prevalente en la poblacion PKU andaluza.
Determinacion del genotipo mas prevalente en la poblacion PKU andaluza.

Estudio de la frecuencia relativa con la que se aprecian mutaciones del gen PAH

sensibles a BH,4 en la poblacion andaluza.

Valoracion de la utilidad del genotipo y del fenotipo para predecir la posibilidad
de responder al tratamiento con BH,4 en los pacientes andaluces con HFA debida
a déficit de PAH.

Valoracién de la ingesta de proteinas de origen natural anterior y posterior a la
administracion de BH,4 en los pacientes con respuesta positiva al nuevo test para

definir la eficacia del mismo.

Valoracién de las cifras de Phe tras aumentar ingesta de proteinas por la

administracion de BH, para corroborar el resultado positivo del Test.

Valoracion de la situacion nutricional de los pacientes PKU que han
normalizado la alimentacion (CDPR por la OMS/FAQO) por la ingesta de BHa.
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8. Comprobar si existen diferencias en el estado nutricional antes y después de la

ingesta de BH,.
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5. MATERIALY METODO
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5. MATERIAL Y METODO

5.1. DISENO

Estudio observacional descriptivo retrospectivo de una serie de casos para la
evaluacion del fenotipo y genotipo de la poblacion con PKU andaluza; valoracion de un
nuevo test de sensibilidad a BH,4 en estos pacientes e impacto del tratamiento con BH,4
en el perfil nutricional. Para la valoracion nutricional, al no observarse cambios
antropométricos ni clinicos, se decidio analizar las modificaciones en las proteinas
nutricionales plasméticas (albdmina, prealbumina, transferrina y P.L.R.) por ser

marcadores sensibles de variaciones subclinicas del estado nutricional.
5.2. FASES DEL ESTUDIO
El estudio incluye las siguientes fases:

1. Fase observacional descriptiva que permitira la recogida de informacion

necesaria para completar el andlisis del fenotipo y genotipo de la poblacion con
PKU de Andalucia.

2. Fase de valoracion de efectividad del nuevo test de sensibilidad a BH4, que

permita valorar la respuesta y posible utilidad del tratamiento en pacientes PKU
con déficit de PAH de una manera mas cémoda y sin necesidad de ingreso
hospitalario.

3. Fase de estudio de intervencion (antes-después) para valorar el perfil nutricional

del paciente PKU, mediante la determinacién de proteinas plasmaticas, antes y

después de un afio de iniciar el tratamiento con BHy,

5.3. SUJETOS

5.3.1. Para la fase observacional descriptiva del estudio del fenotipo y el genotipo

de la poblacién con hiperfenilalaninemia andaluza
> CRITERIOS DE INCLUSION

= Se seleccionaron todos los pacientes de la Comunidad
Andaluza (Area atendida por la UMNI de los H.H.U.U. Virgen

del Rocio de Sevilla) con cifras de Phe mayores a 150 umol/L.
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= Ladeterminacion de Phe se podria haber realizado:

e Como parte del programa de deteccidn precoz de PKU
en el periodo neonatal, puesto en marcha en el afio
1979 en Sevilla.

e En pacientes en los que se determiné el nivel de Phe al
ser estudiados por retraso psicomotor.

e En sujetos estudiados por tener un familiar
diagnosticado de HFA.

> CRITERIOS DE EXCLUSION

» Todos los pacientes con HFA por defecto en la sintesis o reciclaje

del cofactor.
5.3.2. Para la aplicacidn y valoracidn del test de sensibilidad a BH,4
> CRITERIOS DE INCLUSION
o Se seleccionaron los pacientes con HFA:

= Con cifras de Phe al diagndstico < 1200 pmol/L y que
precisaban hacer dieta restringida en PN.

= Portadores de al menos una mutacién suave (asociada a

respuesta a BH,).

= Portadores de nuevas mutaciones, cuya actividad residual es

desconocida, para poder catalogar dichas mutaciones.

= Nifias y mujeres con HFA con cifras de Phe entre 150-360
pumol/L que no precisan dieta restringida en el momento actual
pero que ante una gestacion podrian necesitar dieta para mantener
cifras de Phe < 240 pumol/L (cifra méxima de Phe permitida para

prevenir la embriopatia del SPKUM en gestantes con PKU).



Tesis Doctoral Material y Método

= A peticion de los padres y/o del mismo paciente a pesar de no
cumplir los criterios de inclusion para la realizacion del test de
sensibilidad a BH,.

> CRITERIOS DE EXCLUSION
o Se excluyeron pacientes con HFA:
= Con cifras de Phe al diagndstico > 1200 pmol/L.
= Portadores de dos mutaciones severas.

= Pacientes con HFA que no precisaban, para tener niveles

adecuados de Phe, dieta con restriccion proteica.

= Pacientes con PKU, a peticion de los padres y/o del mismo
paciente, a pesar de cumplir los criterios de inclusion para la

realizacién del test de sensibilidad a BH,4.

= Aquellos pacientes que presentaron voOmitos durante la

realizacion de la prueba.

= Aquellos pacientes PKU que a pesar de haber tenido un resultado
positivo en el test de sensibilidad a BH, y precisar dieta con
restriccion proteica, no quisieron tomar el tratamiento por

decision del propio paciente o de los progenitores.

= Aquellos pacientes con resultado del test negativo que no

quisieron realizar la prueba terapéutica.

5.3.3 Para la valoracion nutricional antes y después de iniciar tratamiento con
BH,

> CRITERIOS DE INCLUSION

o Pacientes con HFA que estén realizando tratamiento con BH4 en un

periodo no inferior a un ario.
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> CRITERIOS DE EXCLUSION

o Pacientes con HFA que no lleven ain un afio de tratamiento con BHj.

5.4. PERIODO

Para el objetivo del estudio, en su fase observacional y descriptiva se han
estudiados los pacientes que han presentado los criterios de inclusion y sin criterios de
exclusion durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 1979 al 31 de
diciembre de 2009.

Para la valoracion del test de sensibilidad a BH,4 se han estudiados los pacientes
que presentaron los criterios de inclusion y sin criterios de exclusion durante el periodo

comprendido entre el 1 de enero de 2005 al 31 de diciembre de 2009.

Para el analisis del estado nutricional de los pacientes antes y después de iniciar
el tratamiento con BH, se estudiaron los pacientes que presentaron los criterios de
inclusion y sin criterios de exclusion durante el periodo comprendido entre el 1 de
agosto de 2007 (fecha en que se recibio autorizacion del Servicio Andaluz de Salud para
el uso de BH,4 en pacientes con déficit de PAH) al 31 de diciembre de 2008 y se

reevaluaron al afio de su inclusién en esta fase del estudio.
5.5. AMBITO

En esta Tesis Doctoral se valoraron los datos y los estudios realizados en la UMNI
del Hospital Infantil de los H.H.U.U. Virgen del Rocio de Sevilla en los tltimos 30 afios
(1979-2009).

El ser centro de referencia para el tratamiento de esta patologia durante esos afios en
Andalucia ha hecho que se atiendan los pacientes con HFA de toda la Comunidad
Auténoma. Esto proporciona un gran tamafio muestral para tratarse de una enfermedad
rara y ha puesto a nuestro alcance el poder disefiar estudios que nos permitieran conocer
con mayor profundidad cual es el perfil de la HFA fenotipica y genotipicamente en
Andalucia, asi como valorar el nuevo test de sensibilidad a BH, y el estado nutricional
tras un afio de tratamiento con esta medicacion con una muestra significativa de

pacientes con HFA.
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Todos los pacientes y/o sus tutores legales fueron atendidos en una entrevista
personal de forma individualizada en la que se explicé la naturaleza y objetivos de los
estudios asi como los beneficios y riesgos de ellos derivados. Una vez aclaradas las
dudas generadas, para satisfaccion de los Derechos del Paciente, como instrumento
favorecedor del correcto uso de los Procedimientos Diagnosticos y Terapéuticos y, en
cumplimiento de la Ley General de Sanidad los pacientes y/o sus tutores legales
firmaron el consentimiento informado para la realizacion de las distintas pruebas que

requeria cada estudio.

El test de sensibilidad a BH,4 y el tratamiento a largo plazo con este medicamento, al
tratarse de un medicamento huérfano en pacientes con deficiencia de PAH, conté con el
consentimiento del Comité Etico de los H.H.U.U Virgen del Rocio.

5.6. METODO
PRUEBAS REALIZADAS

5.6.1 Para el estudio del fenotipo y el genotipo de la poblacion con HFA

andaluza

5.6.1.1 Determinacion del fenotipo de pacientes con deficiencia de PAH a partir

de los niveles de Phe al diagndstico.

Para la determinacién del fenotipo de los pacientes en los que se detectd HFA en el
screening neonatal se utilizaron los niveles de Phe (mg/dL) extraidos el primer dia
que acudio el paciente a la consulta, descartandose los resultados obtenidos para el
cribado de la HFA.

5.6.1.2 Determinacion del fenotipo de pacientes con deficiencia de PAH a partir
de los niveles de tolerancia de Phe en la dieta.

Para la determinacion del fenotipo de los pacientes en los que se detectdé HFA se

utilizo la clasificacion de Guttler (Tabla 1).
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5.6.1.3 Estudios bioquimicos para la determinacién del fenotipo

Los niveles de Phe y aminoacidos en sangre fueron determinados en el Laboratorio
de Metabolopatias de los H.H.U.U. Virgen del Rocio de Sevilla por las Dras. Garcia

Valdecasas y Delgado Pecellin.
e Determinacion de amino&cidos

La determinacion de Phe y Tyr en plasma se realiz6 fluorimétricamente
mediante cromatografia de alta resolucion en fase reversa (HPLC). El sistema

HPLC utilizado fue el modelo Beckman Coulter®.

Para la prueba de screening neonatal de la PKU y para el control ambulatorio de los
niveles de Phe de los pacientes con PKU, incluidas las muestras que fueron enviadas
desde el domicilio para la realizacion del test de sensibilidad a BH4, se utilizaron
muestras de sangre total remitidas en papel Scheleiner and Schull 903 (S&S) que fueron
analizadas mediante Espectrometria de Masas en Tandem. El modelo empleado fue

Applied Biosystems®.

5.6.1.4 Estudios moleculares para la determinacion del genotipo.

Los analisis genéticos fueron realizados en el Centro de Estudios y Diagndstico de
Enfermedades Moleculares por la Dra. Ruiz Desviat mediante “Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis” (DGGE) y secuenciacion directa DNA genomico de los pacientes

y sus familiares se extrajo de sangre total**®.
Se utilizd DGGE de rango amplio para localizar las mutaciones™’.

En aquellos casos en los que sélo se identificd uno de los alelos mutados mediante

DGGE, los 13 fragmentos exénicos del gen PAH fueron secuenciados.

La secuenciacion en ciclo directo se realizo con la mezcla BigDye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems®) y se analizo mediante electroforesis capilar con un analizador
genético ABI Prism 3700 (Applied Biosystems®).
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5.6.2 Parala aplicacion y valoracion del test de sensibilidad a BH,4
5.6.2.1 Test de sensibilidad a BH,4

En nuestra Unidad se iniciaron las sobrecargas con BH, para seleccion de HFA por
déficit de PAH, susceptibles de realizar tratamiento con BHy, en el afio 2005 siguiendo

el siguiente protocolo:

1. Extraccién de 5 c.c de sangre liquida en tubo de heparina de litio para
determinacion basal de Phe, tras ayuno nocturno.

2. Sobrecarga oral con 100 mg/Kg de L-fenilalanina (SHS®) en polvo, disueltos

en agua. Se mantuvo el ayuno.

3. A las 3 horas nueva determinacion de Phe, mediante extraccién de sangre seca
en papel y administracion de una dosis Unica de 6-RBH, (Laboratorios Schircks
Jona, Suiza®) de 20 mg/Kg, en comprimidos de 10 y 50 mg, disueltos en agua y
protegida de la luz solar o enteros. A los 30 min de la ingesta de BH,4 se reanudo

la dieta con ingesta limitada en Phe, que habitualmente realizaba el paciente.
4. Control de los niveles de Phe a las 7, 12 y 24 horas tras la ingesta de 6-RBH,.

La primera parte de la prueba (extraccion de Phe basal, extraccion de Phe a las 3
horas de la ingesta de la misma y administracion de BH,) se realiza en consulta
hospitalaria y las otras 3 determinaciones se extraen en sangre seca en papel y se
remiten por correo a la Consulta de Enfermedades Metabdlicas donde se adjuntan a
las otras dos muestras y se envian al Laboratorio de Enfermedades Metabolicas de
los H.H.U.U. Virgen del Rocio de Sevilla.

Esta variante del test de sensibilidad a BH4 que se emplea tradicionalmente fue
disefiada por el Dr. D. Manuel Pérez Perez, Jefe de seccion de la UMNI de Sevilla, se

puso en marcha en el afio 2005.
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5.6.3 Para la valoracion nutricional antes y despues de iniciar tratamiento con
BH,

Se determinaron los niveles de proteinas plasmaticas el dia en que se inicid el

tratamiento con BH, y al afio del mismo.
5.7. VARIABLES DE ESTUDIO
5.7.1 Del fenotipo y el genotipo de la poblacion con PKU andaluza.

e Cifras de Phe en sangre seca en papel S&S (mg/dL) al diagnostico en el

screening neonatal (Cuantitativa continua)
o 1 mg/dL de Phe = 60,5 pmol/L de Phe
e Mutaciones (Cualitativa)

e Fenotipo asociado a cada mutacion: Suave —Moderada —Severa — Nueva
(Cualitativa)

5.7.2 De la aplicacion y valoracion del test de sensibilidad a BH,4
= Respuesta al test de sensibilidad a BH,; (Cualitativa dicotémica:

Positiva/Negativa)

Para valorar el resultado de este nuevo test de BH,4 se aplicd el siguiente

método:
e Resultado positivo:
- Descenso de Phe > 50% a las 24 horas de haber administrado BH4

- Todos los pacientes con resultado positivo y con necesidad de dieta
restringida en PN, para mantener niveles adecuados de Phe, iniciaron
tratamiento con BH,; con dosis personalizada (5-20 mg/Kg/dia), segun
necesidad, y se fue liberalizando la dieta progresivamente, segln
tolerancia, determinada por los niveles de Phe en sangre periddicos,
aumentando la ingesta de proteinas naturales a expensas principalmente de
PNAVB.
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- Se hicieron controles de Phe seriados para comprobar que se mantenian en
el rango admitido como apto en los pacientes PKU para su edad (Tabla 2)

tras el aumento de la ingesta proteica.
e Resultado negativo:

- Todos los pacientes con resultado negativo (respuesta < 50%) realizaron

prueba terapéutica con BH,.

- La prueba terapéutica consistio en dar PN segun la CDRP por la OMS para
su edad (Tablas 7 y 9) y 20 mg/Kg de BHj, al dia, durante una semana. A la

semana se hacfa una determinacion del nivel de Phe:

o Si éste era menor o igual a las cifras de Phe recomendadas para su
edad (Tabla 2) el resultado de la prueba era positivo y el resultado

del test de sensibilidad a BH, era considerado un falso negativo.

o Si eramayor al limite maximo admitido para su edad el resultado de
la prueba se consideraba negativo y el resultado del test de
sensibilidad a BH, verdadero negativo.

= Porcentaje de respuesta al test (Cuantitativa continua)

= Respuesta a la prueba terapéutica realizada en los casos con respuesta negativa
al test de sensibilidad a BH, para verificar resultado negativo (Cualitativa
dicotomica: Verdadero Negativo: Falso Positivo)

= Dosis de BHi/Kg/dia (mg/Kg/dia) requerida para liberalizar la dieta

(Cuantitativa continua)

= Cantidad de PN en g/Kg/dia ingeridas antes del tratamiento con BH4 en los
pacientes con respuesta positiva en el test de sensibilidad a BH, (Cuantitativa

continua).

= Cantidad de PN en g/Kg/dia ingeridas después del tratamiento con BH,4 en los
pacientes con respuesta positiva en el test de sensibilidad a BH, (Cuantitativa

continua).
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= Cifras de Phe en sangre (mg/dL) tras el incremento de la ingesta de PN en los
pacientes con respuesta positiva en el test de sensibilidad a BH, (Cuantitativa

continua).

5.7.3 De lavaloracién nutricional pre y post-tratamiento con BH,

=  Niveles de proteinas nutricionales en sangre (mg/dL) antes de iniciar el tratamiento

con BH, en los pacientes con respuesta positiva en el test de sensibilidad a BHy:
transferrina (200 — 360 mg/dL), albumina (3500 — 2500 mg/dL), prealbimina (20 —
40 mg/dL) y P.L.R. (3 — 6 mg/dL) (Cualitativas continuas).

= Niveles de las proteinas nutricionales en sangre mencionadas anteriormente
(mg/dL) un afio después del inicio del tratamiento con BH,4 en los pacientes con

respuesta positiva en el test de sensibilidad a BH, (Cualitativas continuas).
5.8 ANALISIS ESTADITICO

» Se realizo estadistica descriptiva de las variables del estudio. Para ello usamos
frecuencias absolutas y relativas en el caso de las variables cualitativas (sexo, subtipos
de HFA, momentos de diagnostico de las HFA, lugar de procedencia y respuesta al test
de sensibilidad a BH,). Estas frecuencias se han representado con diagrama sectorial. Se
han utilizado diagramas de barras para representar la distribucién de los rangos de edad,

de los fenotipos y de las mutaciones mas frecuentes.

» Las variables cuantitativas segun siguieron o no una distribucién normal (tras la
aplicacion del test de Kolmogorov-Smirnov) se resumieron mediante Md+SD (media,
desviacién estandar) y rango (minimo y maximo) y/o P50 [P25 - P75] (mediana, rango

intercuartilico) respectivamente.

» Una vez demostrado que el patron de distribucion era normal, se aplicaron pruebas de
asociacion estadistica (test paramétricos) para demostrar si existia relacion entre distintas

variables (relacionadas e independientes).

o Se ha utilizado la prueba T para la igualdad de medias de pruebas
independientes para valorar la relacién entre las cifras de Phe al diagndstico y el
resultado en el test de sensibilidad a BH4, previa confirmacion de la igualdad de

varianzas con la prueba de Levene
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o Se ha realizado andlisis de correlacion empleando el coeficiente de
correlacion de los rangos de Spearman para determinar si existe relacion entre l0s
niveles de Phe al diagndstico con la tolerancia de Phe en la dieta en pacientes
con déficit de PAH.

» Se aplico la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, prueba no
paramétrica que sirve para comparar muestras relacionadas y determinar la existencia o
no de diferencias entre ambas, para comparar los niveles de Phe al diagnostico con las
cifras de Phe tras liberalizar la dieta, la ingesta de proteinas por Kg de peso antes de
BH, y posterior a BH4 y para comparar la transferrina, prealbumina, albdmina y P.L.R
cuando el paciente tenia una dieta restringida en proteinas y al afio de realizar una
ingesta de proteinas naturales adecuada a su edad por estar realizando tratamiento con
BH,.

> Para analizar los diferentes grupos de estudio con variables cuantitativas se han
utilizado representaciones graficas de diagramas de cajas y bigotes. Estos diagramas
usan el concepto de percentiles, la caja central concentra el 50% de los datos, sus extremos son
el primer y el tercer cuartil (P25 y P75 respectivamente), la linea central es la mediana y los

bigotes delimitan el 95 % central de los datos).

Se ha representado con este tipo de diagrama la correlacién entre las cifras de Phe al
diagnostico vy la tolerancia de Phe en la dieta y la relacion entre las cifras de Phe al diagnéstico

y la respuesta al tratamiento con BH,.

También se ha usado para representar las comparaciones de los datos anteriores y

posteriores al tratamiento con BH, comentados con anterioridad.

» El andlisis estadistico se ha realizado con el paquete Statistical Package for
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.) version 18.0, de la Unidad de Apoyo

a la Investigacion del Hospital Universitario Virgen del Rocio.

Nota: Debido a que estamos estudiando a la poblacion total afecta de PKU de

Andalucia, no es necesaria realizar inferencias estadisticas.
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5.9. LIMITACIONES

El corto periodo de tiempo que ha transcurrido desde el inicio del tratamiento
con BH, y el tamafio de la muestra, constituyen una limitacion en este estudio, aunque
para estudios de una enfermedad rara se considera que la muestra es adecuada si n>20,
por lo que se deberia reevaluar este resultado ampliando la muestra y volver a valorar
en un periodo de 5-10 afos.
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6. RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1. DATOS DESCRIPTIVOS DE LA POBLACION ESTUDIADA

En el periodo comprendido entre el 1 de Enero de 1979 y el 31 de Diciembre de
2009 se estudiaron en nuestra Unidad 169 pacientes por HFA que, en el momento de
cerrar el registro de datos, presentaban edades comprendidas entre los 41 dias y los 47
afios de vida (12,20 = 10,52).
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Rangos de edadesen aiios

Figura 9.- Distribucion por edades de los sujetos a valorar.

Todos los pacientes con HFA, 78 varones y 91 mujeres, pertenecian a la Comunidad
Andaluza (Figura 10).

El diagndstico final de dichos pacientes fue:

e Déficit de PAH: 165 pacientes
e Déficit transitorio de PAH: 2 pacientes.

e Déficit en el reciclaje de BH,4 (déficit de DHPR): 2 pacientes (Figura 11).
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Figura 10.- Distribucion por sexo de la poblacién a estudiar

EDéficit PAH  mDéficit transitoriode PAH  mDéficit de DHPR

1% 1%

Figura 11.- Distribucidn de la distintas etiologias de HFA en la poblacion de
estudio.

El total de recién nacidos con déficit de PAH en Andalucia, tomando los datos de
los 10 afios previos, fue de 2 a 19 pacientes nuevos por afo, lo cual representa una tasa
media de 9 pacientes por cada 100.000 nacidos vivos (0,9:10.000 nacidos vivos). Estos
datos indican que la tasa de portadores en la Comunidad Andaluza es de 1:55
habitantes. Los datos de natalidad y poblacién en Andalucia son los correspondientes al

afio 2009 obtenidos del Instituto Nacional de Estadistica®®.
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En estos 30 afios recogidos se han detectado dos pacientes con defecto en la sintesis

o reciclaje del cofactor y dos déficit transitorios de PAH.

Los 165 pacientes con déficit de PAH se diferenciaron, segun la edad al diagndstico,

en.

e Diagnostico precoz, aquellos pacientes diagnosticados antes de los 2 meses de
vida: 149 pacientes.
e Diagnostico tardio, a partir de los 2 meses de vida: 16 pacientes.
o Por presentar retraso mental: 13 pacientes.
o Familiares estudiados tras el diagndstico de un hermano o familiar: 3

pacientes.

H Screening neonatal (s.n)

MD. Tardio en Andalucia
anterioral inicio del s.n

LID. Tardio en Andalucia
posterioral inicio del s.n

HD. Tardio en Extranjero

Figura 12.- Tiempo al diagnéstico y lugar de procedencia

Durante el periodo de estudio hubo un caso falso negativo, una PKUM en nuestra
poblacién de estudio. El resto de los casos de diagnostico tardio corresponden a
pacientes que nacieron antes de la implantacién del screening neonatal o a pacientes
nacidos en paises en los que el protocolo de diagndstico precoz no es universal y que

posteriormente se trasladaron a nuestro medio (Tabla 12).
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Frecuencia | Porcentaje
Screening neonatal (s.n) 149 90,3
D. Tardio en Andalucia anterior al inicio del s.n 12 7,3
D. Tardio en Andalucia posterior al inicio del s.n 1 0,6
D. Tardio en Extranjero 3 1,8
Total 165 100

Tabla 12.- Tiempo al diagndstico y lugar de procedencia

De los 149 pacientes con déficit de PAH diagnosticados por el screening neonatal,
148 eran neuroldgicamente normales tanto al nacer como en el momento del inicio del

estudio en la consulta, entre los 11 y 30 dias de vida.

Un paciente presentd, desde el nacimiento, rasgos dismorficos compatibles con
SPKUM, malformaciones faciales, hipotonia global, ausencia de reflejos primarios y
test de Apgar 2/4/6; esta clinica quedd justificada por presentar los progenitores
consanguinidad de grado 1 y ser ambos PKU de diagndstico tardio alojados en una

institucion para enfermos mentales.

Se considera diagnostico tardio el realizado con una edad superior a los 2 meses de
vida, pero la edad de los pacientes con deficiencia de PAH detectados posteriormente al
screening neonatal se situd entre los 11 meses y los 19 afios de edad. Segun referian los
progenitores o tutores legales, estos pacientes no presentaron ninguna incidencia al
nacimiento ni en el periodo neonatal. La clinica al diagndstico estos pacientes fue

variable segun su edad y sobre todo segln su tolerancia a Phe:

e Pacientes estudiados por retraso mental: 13 pacientes con edades al
diagnostico entre los 11 meses y los 27 afios de vida (5,96 + 7,14). Todos
presentaban graves trastornos cognitivos, del habla y del
comportamiento. Tenian una tolerancia a Phe de 150 — 600 mg al dia,
(256 + 121,33).

e Familiares de pacientes: Se detectaron 3 casos. Presentaban retraso

mental asociado a trastornos del comportamiento, no filiado. Tenian una
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edad comprendida entre 7 y 19 afios de vida (11,66 * 6,42). La tolerancia
media, en mg/dia, de Phe, se situaba en el rango 200 — 280 mg/dia
(233,33 £ 41,63).

Los dos casos con déficit transitorio de PAH estuvieron hasta el diagndstico y
durante todo su periodo de observacion asintomaticos, con buena ganancia estaturo-
ponderal, y exploraciones neuroldgicas normales. Fueron detectados por el screening
neonatal con 3,6 y 2,7 mg/dL de Phe y los niveles de Phe se normalizaron
espontaneamente a partir del 5° mes de vida. En el estudio genético realizado al
nacimiento para confirmar el diagndstico de HFA por déficit de PAH, no se detectd
ninguna mutacion en el gen PAH en uno de los pacientes, y el otro era portador de la

mutacién A403V, asociada al fenotipo mas suave de la enfermedad.

En el periodo 1979-2009 se diagnosticaron 2 déficits de DHPR, a partir del
screening neonatal. Ambas pacientes fueron neurolégicamente normales tanto al nacer
como en el momento del inicio del estudio a los 20 dias de vida.

Se trataba de dos hermanas de ascendencia marroqui, con padres consanguineos. La
evolucion de ambas hermanas ha sido muy dispar. La mayor de 13 afios presenta un
desarrollo neurolégico adecuado a su edad, sin embargo la pequefia, con 7 afos, tiene

mdaltiples distonias y autismo con un tratamiento adecuado.

6.2. RESULTADOS DE LA VALORACION DEL FENOTIPO DE LA
POBLACION ANDALUZA CON HFA.

6.2.1 Cifras de Phe al diagnostico en mg/dL.

En la figura 13 y en la tabla 13 se aprecia que el fenotipo en funcién de las cifras de
Phe al diagnostico mas frecuente en Andalucia es la PKUC que presenta el 40% de la
muestra, seguido de la PKUM, la HFAB y la PKUS con un 26,1%, 21,8% y 12,1%

respectivamente.

6.2.2 Tolerancia de Phe en la dieta.

Los pacientes con HFA de la poblacion en estudio presentaban tolerancias de Phe
entre 120 mg/dia y 1000 mg/dia, (411,84 + 252,07).
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Con esta clasificacién no fueron considerados 58 casos del total de 165 pacientes

que constituian la muestra, por tener una tolerancia de Phe en la dieta < 250 mg/dia.

Porcentaje de pacientes

<6mg/dL 6-10mg/dL
(HFAB) (PKUS)

=10-20mg/dL

(PKUM)

Cifras de Phe al diagnéstico ¥ sus correspondientes fenotipos

=20mg/dL

PKUC)

Figura 13.- Porcentaje de fenotipos en funcion de las cifras de Phe (mg/dL) al

diagnostico.
Frecuencia | Porcentaje
<6 mg/dL (HFAB) 36 21,8
6-10 mg/dL (PKUS) 20 12,1
>10-20 mg/dL (PKUM) 43 26,1
>20 mg/dL (PKUC) 66 40
Total 165 100

Tabla 13.- Cifras de Phe al diagndstico agrupadas segun los intervalos de Gittler
(HFAB: Hiperfenilalaninemia Benigna; PKUS: Fenilcetonuria Suave; PKUM:
Fenilcetonuria Moderada; PKUC: Fenilcetonuria Clasica).
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Frecuencia

Vélidos  250-350 mg/dia 36
>350-400 mg/dia 22

>400-600 md/dia 11

>600 mg/dia 38
Total 107
Perdidos Sistema 58
Total 165

Porcentaje | Porcentaje valido
21,8 33,6
13,3 20,6
6,7 10,3
23,0 35,5
64,8 100,0
35,2
100,0

Resultados

Tabla 14.- Tolerancia de Phe en mg/dia aplicando los intervalos de Guttler.

Asi mismo, se muestra en la tabla 15 una distribucion de rangos para la tolerancia de

Phe modificando la propuesta por Gttler, evitdndose de esta manera que queden casos

sin clasificar. Se aprecia en esta tabla que un 35,2% de los pacientes presentan cifras de

tolerancia de Phe inferiores a 250 mg/dia.

Frecuencia | Porcentaje

<250 mg/dia 58
250-350 mg/dia 36
>350-400 mg/dia 22
>400-600 mg/dia 11
>600-800 mg/dia 17

>800 mg/dia 21

Total 165

35,2
21,8
13,3
6,7
10,3

12,7

100,0

Tabla 15.- Tolerancia de Phe mg/dia ampliando los intervalos para su clasificacion
(Glttler adaptado).
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6.2.3 Correlacion de los niveles de Phe al diagndstico con la tolerancia de Phe en la

dieta en pacientes con déficit de PAH.

Para evitar posibles sesgos producidos por la coincidencia de otras patologias
asociadas solo se seleccionaron para este estudio los valores de los 149 pacientes que se
diagnosticaron en el screening neonatal. Se compararon retrospectivamente los niveles

de Phe al diagnostico (pre-tratamiento) con la tolerancia.

La correlacion entre la Phe al diagnostico y la tolerancia, medida mediante el
coeficiente de correlacion de los rangos de Spearman, fue significativa (r = - 0,837;
p<0,01).

De los 149 casos el 32,2% (N=48) no fueron considerados en la clasificacion por
presentar una tolerancia de Phe en la dieta < 250 mg/dL, y la clasificacion de Gittler

parte de una tolerancia de 250 mg/dia de Phe.

Relacion Phe al Diagnoéstico (mg/dL)/Intervalos de tolerancia de Phe en mg/dia por Guttler
250-350 mg/dia >350-400 mg/dia >400-600 mg/dia >600 mg/dia
Frecuencia 31 21 11 38
Porcentaje 30,7 20,8 10,9 37,6
(Md + S.D) (25,45 + 12,28) (11,82 + 4,34) (8,48 + 2,25) (3,73 +0,96)
Minimo-Maximo 10 - 58 7-23 6-14 3-6
P50 [P25-P75] 22 [17-37,51] 12 [8,74-13,75] 8[7,2-9,7] 3,55 [3-4,35]

Md: Media; S.D: Desviacion estandar.

Tabla 16.- Relacion entre la Phe al Diagnostico y los intervalos de tolerancia de Phe por
Guttler.

En la tabla 16 se aprecia que aplicando los intervalos de Guttler el grupo con mayor
prevalencia (37,6%), entre los 149 pacientes con HFA valorados, es el compuesto por
los que toleran mas de 600 mg de Phe al dia. Mientras que el grupo con tolerancia entre
250 - 350 mg al dia de Phe ocupaba el segundo puesto con un 31% de casos.
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Cifras de Phe al Diagnostico (mg/dL)

—
-

T T T T
250-350 mg/dia >350-400 mg/dia >400-600 md/dia >600 mg/dia

Intervalos de tolerancia de Phe (mg/dia) por Giittler

Figura 14.- Tolerancia de Phe en mg/dia aplicando los intervalos de Giittler.

En la tabla 17 se recogen los datos de la relacion de los niveles de Phe al diagndstico
con la tolerancia de Phe en mg/dia, repartidos de modo alternativo a la clasificacion
propuesta por Glttler (Guttler modificado). Se ha afiadido un intervalo para los
pacientes con tolerancia < 250 mg/dia de Phe, otro para los pacientes con tolerancia
entre 600 y 800 mg/dia de Phe y un ultimo para aquellos con tolerancia > 800 mg/dia,
ampliando de este modo el nimero de intervalos para facilitar la clasificacion de todos

los pacientes con HFA que se incluyeron para esta valoracion.

En esta tabla, con la nueva distribucion de intervalos de tolerancia de Phe en la
dieta, vemos que el fenotipo mas frecuente segun la tolerancia de Phe es el de PKUC, al
registrar los datos no incluidos con la clasificacion de Guttler. Observamos en la misma,
que en la poblacién estudiada, el 32,2% presenta una tolerancia a Phe en mg/dia en la

dieta < 250 mg/dia, siendo este el grupo de poblacién mayoritario.
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Relacion Phe al Diagnoéstico (mg/dL)/Intervalos de tolerancia de Phe en mg/dia (Giittler modificado)

<250 mg/dia 250-350 >350-4§00 >400-§OO >600-8pO >809
mg/dia mg/dia mg/dia mg/dia mg/dia
Frecuencia 48 31 21 11 17 21
Porcentaje 32,2 20,8 14,1 7,4 114 14,1
(Md+D.S.) |(28,01+12,13)] (25,42 +12,28) | (11,82 +4,34) | (8,48 +£2,25) (45+0,89) |(316+0,5)
Minimo-Max 13 -58 10 -58 7-23 6-14 3-6 3-4
P50 [P25-P75] | 224,8 [20-39,8] | 22 [17-37,51] | 12 [8,74-13,75] 8[7,2-9,7] 4,5[3,75-5,35] | 3[2,8-3,6]

Tabla 17.- Relacion de los niveles de Phe al diagndstico con la tolerancia de Phe en la
dieta. (Glttler modificado).

60

50—

40

30

207

Cifras de Phe al Diagnostico (mg/dL)

o

8

==

==

T T T T T T
<250 mg/dia  250-350 mg/dia >350-400 mg/dia >400-600 mg/dia >600-800 mg/dia  >800 mg/dia

Nueva propuesta de intervalos de tolerancia de Phe (mg/dia) (Giittler modificado)

Figura 15.- Tolerancia de Phe en mg/dia con nueva propuesta de rangos para la
tolerancia de Phe (Guttler modificado).
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No obstante, se ha analizado también si existia correlacion entre las cifras de Phe en
el momento del diagnostico de los 16 pacientes PKU detectados tardiamente con la
tolerancia que éstos presentaron, obteniéndose una correlacion significativa [Coeficiente

de correlacion de Spearman (r =- 0,676; p < 0,01)].

6.3 RESULTADOS DE LA VALORACION DEL GENOTIPO DE LA
POBLACION ANDALUZA CON PKU.

Se ha determinado el genotipo en 147 pacientes diagnosticados de déficit de PAH en
nuestra Unidad. Dicho estudio ha sido realizado en el Centro de Enfermedades
Moleculares de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de Madrid. El
resto se trata de pacientes a los que no se ha realizado el genotipo por estar
diagnosticados antes de la realizacion universal del genotipo y no acuden actualmente a
la consulta, o estar pendientes de la autorizacion de la Comision de Genética, creada en
el ultimo afio en nuestro Hospital, para la realizacion del mismo. En 6 pacientes no se
pudo detectar la segunda mutacion causante del déficit de PAH, lo que supone un 2%
del total.

Se han observado 71 mutaciones distintas en la poblacion andaluza con HFA por
déficit de PAH. Por orden de frecuencia las que aparecen en mayor nimero de pacientes
son la IvVS10ntll g>a (10,9%), la S349P (8,2%), la V388M (7,5%) y la 1VS4nt-5g>a
(5,8%), 165T y R261Q (4,4%), R261P (4,1%) y A403V (3,8%).

89



90

Tesis Doctoral

Resultados

12,0

10,0 ~

Porcentaje de mutaciones
o
Q
|

|

< \
» S & N &
& Xl w\?‘% ¥ & &
J
$

Mutacionesmas frecuentes en Andalucia

Figura 16- Mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacién y porcentaje de

cada una.

En la siguiente tabla se muestran las mutaciones detectadas asociadas al fenotipo del

paciente.

Mutacion

NO

Fenotipo

HFAB PKUS PKUM PKUC

no detectadas 6 4 0 1 1
A104D 1 0 0 1 0
A300S 4 3 1 0 0
A306 1 1 0 0 0
A309V 2 0 0 1 1
A403V 10 9 0 1 0
A4TV 2 2 0 0 0
C217G 1 0 1 0 0
C717G 1 1 0 0 0
D145N 1 1 0 0 0
D145V 1 1 0 0 0
D415N 2 2 0 0 0
del F39 2 1 0 1 0
E178G 2 2 0 0 0
E280K 3 1 0 0 2
E390G 5 2 3] 0 0
E66K 1 0 1 0 0
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Continuacion

Mutacion  N° Fenotipo

HFAB PKUS PKUM PKUC

F39L
F55 fs
F55L
G272X
G289R
G352fs del
G46S
1421T
165T 13
1VS10nt-11g>a 32
IVS12nt+lg>a 9
1VS4nt-5¢>g 1
IVSint+5g>t 4
1VS2nt5g>a 1
IVS4nt+5g>a 17
1VS8nt-7a>g 4
L258P 2
L348V 2
R281L 2
N438fs 1
N61K 1
P122S 1
P275R 1
P281L 3
P362T 3
Q20X 1
6
1
5
1
1
2
5
2
2
1

RIS

ajlojlo|lo|R,|DNMN]|]O|RPL |

=
[{e}

Q304Q
R155C
R158Q
R176L
R176X
R241H
R243Q
R243X
R252Q
R256Q
R261P 13

Rr|l]O]|]lOo|lOo|FR,|INMNM|O|lPRP,|]lO|lO|lO|lO|P|lO|lO|RP,|lO|lO|lPRP,|O|lOO]|lOCO|lOO|]OO|lOCO|J]OO|lO|lWINM]P,|lO]lO|lOCO]lO|INMNMN]|]O| O
o|jJ]o|j]o|j]o|lo|lo|lo|lo|lo]|lr]|lFr|lO|lFRP|O]JlO|lO|FR,|lO|lFR,|lOINMNMN]|IOIDN|FP|IFRP]O]lOINMN|W]O|IRFR,]IFL,|IFRL,]IOIDNMN]|]O| O
~N|]F, |l |lO|lR,P]lO|IMMO|J]lO|l]lO|lO|lO|R,|lO|lO|lO|lOCO|lP|lOlRP|lO]|]O|INMN]|OlRP|O|lW]]O|FRP|IFPL,|O]|lFRL,]|]O|O| O

gajolr|dMM|IW|O|lO|lO|lWwW|lO|lUO|lRP|PlW|lO|l|O|lO|PRP|lO|lPRP|lO|lWIN|O|FRP]EFP]|

91



92

Tesis Doctoral Resultados

Continuacion

Mutacion N° Fenotipo

HFAB PKUS PKUM PKUC

R261Q 13
R261X 1
R265Q 1
R281L 1
7
9

R408W

R68S

S349P 24

S87R 1

S88R 1

T380M 1
1
1

AW, ]|]O|RL,]|]O

=
w

V2301

V245A
V388M 22
Y198fs
Y204X
Y206X
Y414C

Rrl|lOoOjlOo|lOo|lDdMIRPlRPIRPR]IRP|lO]IRA]IDNMN|IP|lOlR,]]O| B>
MN|folo|lolhd|lO|lO|lO ORI, |]O|lOjJ]O]|JO|O
APl |lO|IN]J]O|JlO|O|O|OCO|lOO|I MM W|OJ]O|JO| D>
RP|lOoOlw]lRL,|J]O]J]O]|J]O|O|O| O

o |, |a]|-

Tabla 18.- Mutaciones detectadas en la poblacion andaluza con déficit de PAH
estudiada en nuestra Unidad y frecuencia de cada una de ellas.

En la Tabla 19 se muestran los 123 genotipos distintos que se encontraron en
nuestros pacientes y su fenotipo. Las actividades descritas para cada mutacion
corresponden a las que han sido determinadas in vitro, publicadas y recopiladas en la
pagina gen PAH recopiladas por la PAH Mutation Analysis Consortium

(http://www.pahdb.mcgill.ca). Segun se indica en esta pagina, estas actividades in vitro

se han realizado por distintos métodos y no siempre coinciden unos resultados con
otros. Asimismo, hay mutaciones cuya actividad residual parece baja, pero se activa con
rapidez en presencia de Phe o BH, y tienen finalmente una actividad practicamente del
100%.


http://www.pahdb.mcgill.ca/
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Mutacion A Actividad A Mutacion B Actividad B N° Fenotipo

A104D 26-67%  R158Q 3-15% 1 PKUM
A300S E390G 85% 1 HFAB
A300S P362T 1 HFAB
A300S Q304Q 1 PKUS
A403V 100% 65T 30% 1 HFAB
A403V 100%  nd 1 HFAB
A403V 100%  R261Q 47% 1 HFAB
A403V 100%  S349P 0% 1 HFAB
A403V 100%  V388M 43% 2 HFAB
A403V 100%  E178G 1 HFAB
A403V 100%  R261Q 47% 2 PKUM (1)
HFAB (1)
A403V 100%  R265Q 1 HFAB
A4V 16% E178G 1 HFAB
A4V 40% IVS10nt-11g>a 0% 1 HFAB
C217G IVS10nt-11g>a 0% 1 PKUS
D145N Nueva  P122S Nueva 1 HFAB
D145V nd 1 HFAB
del F39 20% F55L 1 HFAB
del F39 20% R176X 1 PKUM
E280K 0% V388M 43% 1 PKUC
E390G 85% V388M 43% 1 PKUS
E66K Nueva  S349P 0% 1 PKUS
F39L 50% R408W 0% 1 PKUC
G272X 0% G289R Nueva 1 PKUC
165T 30% P275R 1 PKUM
165T 30% R158Q 3-15% 1 PKUM
165T 30% A309V 70% 1 PKUC
165T 30% F55L 1 PKUS
165T 30% IVS4nt+5g>t 1 HFAB
165T 30% Q304Q 2 PKUC
165T 30% V388M 43% 1 PKUS
IVS10nt-11g>a 0% G352fs del 1 PKUM
IVS10nt-11g>a 0% 165T 30% 1 PKUM
IVS10nt-11g>a 0% IVS10nt-11g>a 0% 6 PKUC (4)
PKUM (2)
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Continuacion
Mutacion A Actividad A Mutacion B Actividad B N° Fenotipo

1VS10nt-11g>a 0% N61K 1 PKUS
1VS10nt-11g>a 0% P362T 1 PKUC
1VS10nt-11g>a 0% R2430Q 10% 1 PKUC
1VS10nt-11g>a 0% R243X <0,2% 1 PKUC
1VS10nt-11g>a 0% T380M 1 HFAB
1VS12nt+lg>a 0% G272X 0% 1 PKUC
1VS12nt+lg>a 0% 1VVS12nt+1g>a 0% 3 PKUC
1VS12nt+1G>A 0% R68S 76% 1 PKUM
1VS1nt+5g>t E390G 85% 1 PKUS
IVS1nt+5g>t R261Q 47% 2 PKUC (1)
PKUM (1)
1VS2nt5g>a 165T 30% 1 PKUS
IVS4+5g>t IVS8-7a>g 1 PKUC
1VS4nt+5¢c>g 1VS12ntlg>a 0% 1 PKUC
IVS4nt+5g>a R243Q 10% 1 PKUC
1VS4nt+5g>t E390G 85% 1 PKUS
1VS4nt+5g>t 1VS10nt-11g>a 0% 2 PKUM
1VS4nt+5g>t 1VS4nt5g>t 1 PKUC
1VS4nt+5g>t nd 1 PKUM
IVS4nt+5g>t V388M 43% 5 PKUC (1)
PKUM (4)
1VS4nt+5g>t Y414C 80% 1 PKUM
1VS4nt5+g>t R2560Q 1 PKUM
L258P Nueva L258P Nueva 1 PKUS
L348V 44% R2520 3% 1 PKUC
L348V 44% R2610Q 47% 1 PKUM
M1l F55L 2 PKUS (1)
HFAB (1)
N438fs 0% R158Q 3-15% 1 PKUC
P281L 0% P281L 0% 1 PKUC
P281L 0% S349P 0% 1 PKUC
Q304Q Q304Q 1 PKUC
R155C Nueva G289R Nueva 1 PKUS
R158Q 3-15% 1VS10nt-11g>a 0% 1 PKUC
R158Q 3-15%  R261Q 47% 1 PKUC
R176L 20-40% E280K 0% 1 HFAB
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Continuacion
Mutacién A Actividad A Mutacion B Actividad B N° Fenotipo

R241H 1421T 1 HFAB
R241H S349P 0% 1 HFAB
R243Q 10% A300S 1 HFAB
R243Q 10% 1VS10nt-11g>a 0% 2 PKUC (1)
PKUM (1)

R243X 0,20% 1VVS10nt-11g>a 0% 1 PKUC
R261P 32% 165T 30% 2 PKUC
R261Q 47% D415N 72-100% 1 HFAB
R261Q 47% E390G 85% 1 HFAB
R2610Q 47% F55 fs 1 PKUC
R261Q 47% 1VS10nt-11g>a 0% 1 PKUC
R261Q 47% R261P 32% 3 PKUM
R261Q 47% S349P 0% 1 PKUC
R261Q 47% E280K 0% 1 PKUC
R261Q 47% R408W 0% 1 PKUC
R261X 1VVS10nt-11g>a 0% 1 PKUC
R281L Q20X 1 PKUC
R408W 0% R252Q 3% 1 PKUM
R408W 0% R408W 0% 2 PKUC
R68S 76% A306 1 HFAB
R68S 76% D415N 72-100% 1 HFAB
R68S 76% 1VVS4nt+5g>t 1 PKUC
R68S 76% P362T 1 PKUS
S349P 0% 1VS10nt-11g>a 0% 1 PKUC
S349P 0% nd 1 HFAB
S349P 0% Q304Q 1 PKUC
S349P 0% R2610Q 47% 2 PKUM
S349P 0% S349P 0% 5 PKUM
S349P 0% \/388M 43% 2 PKUC
S349P 0% Y198fs 1 PKUC
S87R 82% G352fs delG 1 PKUS
S88R Y414C 80% 1 HFAB
T380M 1VS10nt-11g>a 0% 1 HFAB
V2301 50-65% R408W 0% 1 HFAB
V245A 63% C717G 1 HFAB
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Continuacion

Mutacién A Actividad A Mutacion B Actividad B N° Fenotipo
\V388M 43% 1VS10nt-11g>a 0% 1 PKUC
V388M 43% 1VS8nt-7a>g 3 PKUC (2)
PKUM (1)
V388M 43% nd 1 PKUC
V388M 43% R261Q 47% 1 PKUC
V388M 43% V388M 43% 1 PKUM
V388M 43% Y414C 80% 1 PKUM
Y204X R68S 76% 4 PKUC (2)
PKUM (2)
Y206X A309V 70% 1 PKUM
Y414C 80% G272X 0% 1 PKUM
Y414C 80% G46S 0% 2 PKUM
Y414C 80% 1VS4nt+5g>t 1 PKUS
Y414C 80% nd 1 PKUC

nd: no detectada
Tabla 19.- Genotipo de los pacientes con deficiencia de PAH y su fenotipo

El 87% de los genotipos son heterocigotos. Se muestran en la siguiente tabla las

mutaciones en homocigosis.

Mutacion A Mutacién B Fenotipo
V388M V388M 1 PKUM
S349P S349P 5 PKUM
R408W R408W 2 PKUC
R261Q R261Q 3 PKUM
Q304Q Q304Q 1PKUC
P281L P281L 1 PKUC
L258P L258P 1 PKUS
1VS4nt+5g>t 1VS4nt5g>t 1 PKUC
IVS12nt+lg>a 1VS12nt+lg>a 3 PKUC

1VS10nt-11g>a

1VS10nt-11g>a 4 PKUC

2 PKUM

Tabla 20.- Genotipos con mutaciones en homocigosis.
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De los 123 genotipos distintos sélo 19 de ellos se repiten en méas de una ocasion.

Entre estos se encontraban 7 familias.

Mutacién A Mutacion B Fenotipo Parentesco

A403V V388M 2 HFAB  Hermanos
A403V R261Q 1PKUM No
1 HFAB
165T Q304Q 2PKUC No
IVS10nt-11g>a 1VS10nt-11g>a 4 PKUC No
2 PKUM
IVS12nt+lg>a 1VS12nt+lg>a 3PKUC No
IVSint+5g>t  R261Q 1PKUC  Hermanos
1 PKUM
IVS4nt+5g>t  1VS10nt-11g>a 2 PKUM No
IVS4ant+5g>t  V388M 1PKUC No
4 PKUM
M1l F55L 1PKUS  Hermanos
1 HFAB
R243Q 1VVS10nt-11g>a 1 PKUC No
1 PKUM
R261P 165T 2 PKUC  Hermanos
R261Q R261P 3PKUM No
R408W R408W 2PKUC No
S349P R261Q 2PKUM No
S349P S349P 5PKUM No
S349P V388M 2PKUC No
V388M 1\VVS8nt-7a>g 2PKUC  Hermanos
1 PKUM
Y204X R68S 2PKUC  Hermanos
2 PKUM
Y414C G46S 2PKUM  Hermanos

Tabla 21.- Genotipos repetidos.
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Se recogen a continuacion los genotipos iguales en los que el fenotipo es distinto.

Tabla 22.- Genotipos iguales con fenotipos distintos.

Mutacion A Mutacién B Fenotipo

A403V R261Q 1 PKUM
1 HFAB
IVS10nt-11g>a | IVS10nt-11g>a | 4 PKUC
2 PKUM
IVSint+5g>t | R261Q 1PKUC
1 PKUM
IVSant+5g>t | V388M 1 PKUC
4 PKUM
M1l F55L 1 PKUS
1 HFAB
R243Q 1VS10nt-11g>a | 1 PKUC
1 PKUM
V388M 1VS8nt-7a>g 2 PKUC
1 PKUM
Y204X R68S 2 PKUC
2 PKUM

Se han detectado 7 mutaciones nuevas en nuestra poblacion.

Mutacién A Actividad A Mutacion B Actividad B N° Fenotipo
G272X 0% G289R Nueva 1| PKUC
R155C Nueva G289R Nueva 1| PKUS
L258P Nueva L258P Nueva 1| PKUS
E66K Nueva S349P 0% 1| PKUS
D145N Nueva P122S Nueva 1| HFAB
R241H 23% 1421T Nueva 1| HFAB

Tabla 23.- Nuevas mutaciones detectadas en Andalucia.
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6.4. RESULTADOS DE LA APLICACION DEL TEST DE SENSIBILIDAD A
BH,.

6.4.1. Datos descriptivos de la poblacion a la que se le ha realizado el test de
sensibilidad a BH,4

El test para valorar la susceptibilidad de ser tratado con BH,4 en pacientes con HFA
por déficit de PAH se ha realizado en 118 sujetos. 3 de ellos presentaron vomitos
durante la realizacion del test, por lo han sido excluidos. De los 115 restantes el 47%
fueron varones con edades comprendidas entre 31 dias y 33 afios de vida (media: 10,14
+ 8,08 afios de vida) y cifras de Phe al diagnostico entre 3 y 58 mg/dL (19,98 + 13,47).

El 53% fueron mujeres cuyas edades se encontraban entre los 28 dias y 31 afios de
vida (media: 11,15 * 8,74 afios de vida) y cifras de Phe al diagnostico en rango igual al

recogido en el grupo de varones (3 — 58 mg/dL; media: 19,98 + 13,47).

45,0

40,0

35,0 -

30,0 -

25,0 -

20,0 -

Porcentajes

15,0 -

10,0 -
5,0 .
0 -

0-5 =5-10 =10-15  =15-20  =20-25  =25-30 =30-35

Rangos de edades en afios de vida

Figura 17.- Distribucion por rangos de edad de los pacientes a los que se realizo el test
de sensibilidad a BH,.
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Figura 18.- Ditribucion por sexo de los pacientes a los que se les ha realizado el test de
BH,.

En la siguiente figura se reflejan los fenotipos de los pacientes que formaron parte

de este estudio.

45,0
40,0
35,0

30,0
25,0
20,0

Porcentajes

15,0 — —

10,0 -

5,0 -

<6mg/lL 6-10mg/dL >10-20 mg/dL =20mg/d
(HFAB) (PKUS) (PKUM) PKUC)

Cifras de Phe al diagnostico y sus correspondientes fenotip os

Figura 19.- Fenotipo de los pacientes a los que se realizo el test de sensibilidad a BH,.
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Frecuencia | Porcentaje
<6 mg/dL (HFAB) 18 15,7
6-10 mg/dL (PKUS) 18 15,7
>10-20 mg/dL (PKUM) 33 28,7
>20 mg/dL (PKUC) 46 40
Total 115 100,0

Tabla 24.- Fenotipo de los pacientes a los que se realizé el test de sensibilidad a BHj.

El test de sensibilidad a BH, fue positivo en 46 pacientes y negativo en 69.

Figura 20.- Resultado del test de sensibilidad a BH,4

101



Tesis Doctoral Resultados

Un caso con respuesta en el test de sensibilidad a BH, del 77,8% no obtuvo
respuesta al tratamiento con BH, por lo que hubo que suspenderlo.

12

10 N

Niveles de Phe mg/dL
[=2)

4 = (a50 60: 74,3%
214
0

Basal 3h Th 12h 24h

tras-Phe tras-BH4 trasBH4 tras-BH4

Determinaciones del Test de Sensibilidad a BH4

Figura 21.- Curva de respuesta a BH, del caso falso positivo

A todos los pacientes con resultado negativo en el test de BH, se les realiz6 una
prueba con 20 mg/Kg/dia de BH, y PN en la cantidad recomendada para su edad por la

OMS, durante una semana con el siguiente resultado:

Positivo

Figura 22.- Porcentaje de respuesta a la prueba terapéutica
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6.4.2 Resultados de la relacion de las cifras de Phe al diagnostico con el resultado

del test de sensibilidad a BH,.

En la siguiente tabla se valora la relacion de las cifras de Phe al diagnostico

(fenotipo) con el resultado obtenido en el test de sensibilidad a BH4 en cada paciente.

Relacion de las cifras de Phe al diagnéstico (mg/dL) / Resultado test de sensibilidad a BH,

Negativo Positivo
Frecuencia 67 48
Porcentaje 58,3 41,7
(Md + D.S.) de Phe (25,69 £ 12,12) (8,21 £5,4)
Minimo-Maximo de Phe 8-58 3-24

P50 [P25-P75]

23,52 [17 - 37,52]

7,25 [4,28 -11,75]

Tabla 25.- Relacion de los niveles de Phe al diagndstico con el resultado del test de
sensibilidad a BH, realizado en nuestra unidad.

Recogiéndose los datos de la relacion de la cifra de Phe al diagndstico con el

resultado en el test de sensibilidad a BH4. Se aprecia que, en aquellos pacientes con

resultado negativo en el test de sensibilidad a BH,4, la media de cifras de Phe al

diagnostico es de 25,69 mg/dL. El valor minimo que presentd este grupo de pacientes

fue 8 mg/dL, y el maximo 58 mg/dL. Sin embargo en los pacientes con resultado

positivo la media de Phe al diagndstico fue 8,21 mg/dL situdndose todos los pacientes

en el rango 3 — 24 mg/dL de Phe.
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60—

50

40

Cifras de Phe al Diagndéstico (mg/dL)

T T
Negativo Positivo

Resultados del Test de Sensibilidad a BH4

Figura 23.- Se aprecia que el 50% de los pacientes con resultado negativo en el test de
sensibilidad a BH, tienen al diagndstico cifras de Phe > 23,66 mg/dL, y el 50% de los
que tienen resultado positivo presentan niveles al diagnostico inferiores a 7,8 mg/dL.

Para valorar la existencia o no de una relacion significativa entre las cifras de Phe al
diagnostico y el resultado en el test de sensibilidad a BH, se realizo la prueba T para
muestras independientes, comprobando previamente que la distribucion de contraste de

la muestra era normal con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Z=0,01).

Tras confirmar la igualdad de varianzas entre las dos variables con la prueba de
Levene (p=0,01), se aplico la prueba T para igualdad de medias obteniéndose que la
relacion entre las cifras de Phe al diagnostico y el resultado del test de BH,; es
estadisticamente significativa (p=0,01).
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6.4.3 Resultados de la relacion del genotipo con los resultados del test de
sensibilidad a BH,.

Mutacién A Mutacion B Mutacién A Mutacién B Mutacién A Mutacién B Mutacion A | Mutacion B
S349P 1VS10nt-11g>a Y414C G272X 1VS10nt-11g>a 165T R68S P362T
S349P V388M Y414C 1VS4nt+5g>a 1VS10nt-11g>a P362T R68S 1VS4nt+5g>a
S349P Q304Q Y414C G46S 1VS10nt-11g>a R243X R68S D415N
S349P R261P Y206X A309V 165T no detectada R408W R252Q
R68S P362T Y204X R68S 165T F55L R408W R408W
R68S 1VS4nt+5g>a Y204X R68S 165T R158Q R281L Q20X
R68S D415N V388M A403V 165T A309V R261X 1VS10nt-11g>a

R408W R252Q V388M 1VS10nt-11g>a 165T V388M R261Q S349P
R408W R408W V388M R261P 165T Q304Q R261Q R408W
R281L Q20X V388M 1VS8nt-7a>g 165T P275R R261Q A403V
R261X 1VS10nt-11g>a V388M V388M 165T A403V R261Q R261P
R261Q S349P V388M S349P G272X G289R R261Q 1VS10nt-11g>a
R261Q R408W S87R G352fs del F39L R408W R261Q R261P
1VS12nt+1g>a R68S S349P 1VS10nt-11g>a E66K S349P R261Q E280K
1VS10nt-11g>a G352fs del S349P V388M E390G V388M R261P 165T
1VS10nt-11g>a N61K S349P Q304Q E280K V388M R243X 1VS10nt-11g>a
1VS10nt-11g>a | 1VS10nt-11g>a S349P R261P del F39 R176X R243Q A300S
1VS4nt+5g>a \VV388M L348V R261P del F39 F55L R241H S349P
1VS4nt+5g>a R243Q L258P L258P D145V no detectada R241H 1421T
1VS4nt+5g>a 1VS8nt-7a>g 1VS4nt+5g>a V388M D145N P122S R176L E280K
1VS4nt+5g>a R256Q 1VS4nt+5g>a 1VS4nt+5g>a C217G 1VS10nt-11g>a R158Q R261P
1VS4nt+5g>a E390G 1VS4nt+5g>a Y414C A47V 1VS10nt-11g>a R155C G289R
1VS2nt5g>a 165T 1VS4nt+5g>a no detectada A403V R265Q Q304Q Q304Q
1VS1nt+5g>t R261P IVS4nt+5g>a | 1VS10nt-11g>a A300S P362T N438fs R158Q
1VS1nt+5g>t E390G 1VS12nt+1lg>a G272X A300S Q304Q R281L F55L
L348V R252Q 1VS12nt+lg>a | 1VS12nt+lg>a A104D R158Q

Tabla 26.- Genotipos de pacientes PKU que han realizado el test de sensibilidad a BH,4
junto a la respuesta a BH, descrita en la literatura para cada mutacion. En rojo: La
mutacion no esta asociada a respuesta a BH,4; en verde: la mutacion esta potencialmente
asociada a respuesta a BH4; en azul: la mutacion esta asociada a respuesta a BHy; en
negro: no esta descrita la asociacion a respuesta a BH,, en la literatura consultada, en el
momento actual®.

a. Estos datos han sido tomados de las paginas www.bh4.org y www.pahdb.mcgill.ca
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El comportamiento respecto a la respuesta a BH,4, de las mutaciones detectadas en la
poblacion a la que se realiz6 el test de sensibilidad a BH,4, siguid la siguiente

distribucién:

Respuesta a BH4
no refelejada enla
literatura
34%

Asociadaa
respuesta a BH4
4%

Figura 24.- Porcentaje de mutaciones asociadas a respuesta a BH, en la poblacion
atendida en nuestra Unidad.

Comportamiento de las mutaciones respecto a BH, | Frecuencia | Porcentaje
No presenta respuesta asociad a BH, 70 32
Potencialmente podria presentar respuesta a BH, 66 30,1

Validos  asociada a respuesta a BH, 9 41
Respuesta a BH4 no reflejada en la literatura 74 338
Total 219 100
Perdidos Sistema 11
Total 230

Tabla 27.- Comportamiento de las mutaciones detectadas en nuestra poblacion respecto
a la respuesta a BH,.
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Entre las mutaciones mas frecuentes en Andalucia (Figura 16) ninguna presenta

respuesta a BH, directamente, cuatro podrian presentar respuesta a BH, y las restantes

no tienen respuesta asociada a BHj.

Mutaciones mas frecuentes | Respuesta asociada a BH4 N°
IVS10nt-11g>a No respuesta asociada a BH, 32
S349P No respuesta asociada a BH, 24
V388M Pontencialmente asociada a respuesta a BH, | 22
IVS4nt+5g>a No registrada en la literatura 17
165T Pontencialmente asociada a respuesta a BH, | 13
R261Q Pontencialmente asociada a respuesta a BH,4 | 13
R261P No registrada en la literatura 12
A403V Pontencialmente asociada a respuesta a BH, | 10

Tabla 28.- Mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacién y su comportamiento
respecto a la respuesta a BHj.

En la siguiente tabla se recogen todos los datos de los pacientes a los que se realiz6

el test de sensibilidad a BH, y tuvieron un resultado positivo.

N°I | Sexo | Edad | Phe Dx (mg/dL) | Tolerancia Phe (mg/dia) | Mutacion A | Mutacion B | % Respuesta 24h
165| M 8 6,3 450 165T F55L 94,41
161| F 12 4,8 760 V388M A403V 75
160 F 5 3,8 860 V388M A403V 88,84
159 M 1 35 850 R261Q A403V 72,52
157 M 4 6,4 600 S87R G352fs del 75,52
156 | M 4 9 300 165T \VV388M 53
153 F 21 7,1 400 1VS10nt-11g>a N61K 71,2
151 F 3 4,6 650 165T A403V 84,26
138| M 9 15,31 200 L348V R261P 77,32
137 F 1 5 600 R241H 1421T 51,86
136 F 7 7,36 230 1VS1nt+5g>t E390G 79,18
1321 M 4 13,85 420 1VS4nt+5g>a | no detectada 73,89
120 F 4 4,5 620 D145N P122S 87,5
118| M 3 4,2 620 R176L E280K 69,09
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Continuacion

Nel | Sexo | Edad | Phe Dx (mg/dL) | Tolerancia Phe (mg/dia) | Mutacion A Mutacion B | % Respuesta 24h
115 M 2 8,2 460 C217G 1VS10nt-11g>a 63,96
111 F 5 2,97 760 S349P no detectada 81,23
109| F 23 15,7 240 R261Q R261P 45,33
107| F 27 24 200 R68S 1VS4nt+5g>a 49,47
102| F 4 23 360 165T A309V 95,43
9 [ M 6 3,6 620 R261Q A403V 91,64
84 | F 3 12 300 IVS4nt+5g>a Y414C 96,11
83 F 3 13,5 375 R261Q R261P 72,31
82| M 17 17 280 1VS12nt+1g>a R68S 41,72
81| F 15 9,7 320 E390G V388M 53,42
78| M 9 3 700 R281L F55L 87,32
71 M 15 7,2 460 R281L F55L 79,2
76 F 16 17 360 Y414C G272X 56,65
75| F 2 39 700 R243Q A300S 91,85
741 M 12 14 360 Y414C G46S 58,93
73| M 3 7,5 460 Y414C G46S 78,22
71 F 22 11 450 R261Q A403V 88,49
69 [ M 3 6 600 IVS4nt+5g>a E390G 78,24
68| F 5 2,9 620 R68S D415N 83,53
67 | M 2 5,7 650 R241H S349P 84,96
63| M 22 9,5 360 Y414C 1VS4nt+5g>a 59,85
53 F 4 4 450 A4TV 1VS10nt-11g>a 53
49 F 4 3,8 650 D145V no detectada 85,88
45| F 3 35 860 A300S P362T 85,81
4 | M 10 20,54 380 V388M R261P 51,55
43 | M 12 8,48 400 E66K S349P 57,53
39| F 4 6 600 A300S Q304Q 83,44
30| F 19 7,3 380 R68S P362T 90,48
25| F 6 3,7 700 del F39 F55L 88,63
24 F 4 10,11 350 R261Q R261P 57,73
151 M 5 4,5 680 A403V R265Q 85,59
9 M 26 10,8 320 A104D R158Q 58,27
6 M 10 8 420 R155C G289R 51,17
86| M |0,14 13 460 90

Tabla 29.- Datos de los pacientes con deficiencia de PAH en los que se realizo el test
de sensibilidad a BH4. M: Masculino; F: Femenino; N°I: Corresponde al nimero de
identificacion del paciente; Dx: Diagnéstico
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Se ha sombreado en azul a los pacientes con respuesta positiva que siguieron
tratamiento con BH, a largo plazo, en verde aquellos que tuvieron respuesta positiva
tras la prueba terapéutica y que siguieron tratamiento con BH, a largo plazo. En blanco
los que teniendo respuesta positiva no siguieron tratamiento con BH,4 por los motivos
que se exponen a continuacién. Finalmente se han subrayado en rosa los pacientes que
tras 1,5 — 2 afios de tratamiento no precisaron seguir con el mismo para mantener dieta

sin restriccion proteica.

En la tabla siguiente estan registrados los pacientes que realizan tratamiento con
BH, actualmente, junto a la dosis de BH, que precisan para poder realizar una dieta sin

restriccion proteica y los gramos de proteinas naturales por kilo de peso al dia que estan

consumiendo.

NeI | % respuesta BH, | Dosis BH, (mg/Kg/dia) | P.N pre- BH, (9/Kg/d) | P.N post- BH, (9/Kg/d)
24 58 17 0,64 1
25 89 5 1 2,5
43 58 19,3 0,7 2,5
44 52 10 0,5 1.2
63 60 1 3
67 85 0,5 1
69 78 7,8 0,6 2,7
71 88 5 08 15
73 78 12,6 0,39 2
74 59 10 0,33 15
76 57 15 0,24 2,5
81 53 10 0,3 2,5
82 42 16,2 0,2 15
83 72 18,5 0,39 15
84 96 20 0,6 2,7
90 92 6,2 0,74 18
102 95 9,6 05 0,9
107 49 15 1 2
109 45 10 0,7 15
136 79 14,3 0,8 2
138 " 15 0,5 1
156 53 20 1 1,7
165 94 5 15 3
86 90 7,5 0,78 2,7

Tabla 30.- Dosis de BH,; (mg/Kg) y P.N pre y post BH,4 (g/Kg) al dia en los pacientes
que realizan tratamiento con BH,. (Los datos de sexo y edad que corresponden a estos
pacientes estan recogidos en la tabla anterior).
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La dosis minima que hemos llegado a utilizar permitiéndonos instaurar una dieta sin
ningun tipo de restricciéon en Phe es de 5 mg/Kg/dia y la maxima de 20 mg/Kg dia, con
una media de 11,7 £ 5,15. El 75% de los pacientes precis6 dosis entre 5 — 15 mg/Kg/dia
de BH,, siendo suficiente 5 mg/Kg/dia de BH, para 4 de estos pacientes. EI 25%
restante utilizé dosis > 15 mg/Kg/dia de BH4, siendo necesario en dos casos administrar

la dosis maxima permitida para poder liberalizar completamente la alimentacion.

Los motivos por los que 22 pacientes no realizan tratamiento con BH, con

resultados positivo en el test de sensibilidad a BH,4 son los siguientes:

1. Pacientes varones con cifras de Phe al diagnostico <6 mg/dL que durante los
procesos intercurrentes precisaban realizar dieta restringida en proteinas para
mantener niveles de Phe adecuados a su edad, y refirieron los padres dificultad
para que realizaran la dieta, pero que no realizan tratamiento con BH, a largo
plazo: 3 pacientes (N° Identificacion (N°.I.: 15, 118, 159).

2. Pacientes con cifras de Phe al diagnéstico > 6 mg/dL que precisaron tratamiento
con BH, pero que a los 1,5 — 2 afios se retird, continuando con alimentacion

normoproteica y controles adecuados de Phe: 3 pacientes (N°.I.: 39, 132, 157).

3. Mujeres con HFAB y PKUS a las que se le realizé el test como medida futura,
por si precisaran realizar dieta restringida en proteinas durante el embarazo y no
se adhirieran a la misma, y que no precisan actualmente dieta restringida en
proteinas: 13 pacientes (N°.1.: 30, 45, 49, 53, 68, 75, 111, 120, 137, 151, 153,
160, 161).

4. Pacientes que se ha perdido el seguimiento: 3 pacientes (N°.I.: 9, 78).

Podemos apreciar en la tabla 31 que el 78% de los pacientes con respuesta negativa
en el test de sensibilidad a BH,4 eran portadores de al menos una mutacién no asociada a
BH,. El 21% restante eran portadores de mutaciones cuya relacién con la respuesta a
BH, no ha sido determinada aln, pero que se podria hacer una aproximacion a partir de

los resultados obtenidos en este estudio.

Entre los pacientes con respuesta positiva al test de sensibilidad a BH, (Tabla 29)

por el contrario sélo eran portadores de mutaciones no asociadas a respuesta a BH4 el
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28%, y el 95% era portador de al menos una mutacion asociada o potencialmente

asociada a respuesta a BH,.

Todos los pacientes, menos un caso (29), con mutaciones potencialmente asociadas

a BH, en los dos alelos, tuvieron una respuesta positiva al test.

NO. I. | Sexo | Edad | Phe Dx (mg/dl) | Tolerancia Phe (mg/idia) | Mutacion A Mutacion B | % Respuesta
1 M 2 21 200 1VS10nt-11g>a R243X 17,52
2 F 19 20 240 Y206X A309V 23,57
5 F 28 22 230 \V/388M nd 36,96
7 M 7 37 200 G272X G289R 2,17
10 F 8 42 220 S349P 1VVS10nt-11g>a 24,01
11 M 21 45 240 V/388M S349P 20,91
12 F 13 8 380 IVS2nt5g>a 165T 27
21 F 3 9 360 L258P L258P 21,78
26 F 31 20 200 R243Q 1VVS10nt-11g>a 13,16
29 F 19 12 360 \V/388M V388M 40,41
31 M 1 11,6 380 1VS4nt+5g>a R256Q -10,15
33 F 22 18,7 350 1VS10nt-11g>a 165T -4,52
35 M 17 40 200 1VS4nt+5g>a 1VS4nt+5g>a 21,96
36 | M 10 39,2 220 N438fs R158Q 28,3
37 M 22 27,9 250 1VS10nt-11g>a P362T 37,18
38 M 23 33 250 F39L R408W 14,2
40 F 2 13 300 165T R1580Q 36,07
47 F 2 12 320 IVS4Ant+5g>a \V388M 25,39
5 | M 11 28,6 220 R261Q IVS10nt-11g>a 30,75
54 M 25 16,8 350 165T P275R 17,53
55 F 22 58 220 R261P 165T 0,14
57 F 3 13 360 IVSaAnt+5g>a V388M -38,53
60 M 3 13 340 IVS4Ant+5g>a \V388M 73,77
61 F 30 40 200 I\VVS4nt+5g>a V388M 34,83
62 M 11 39,6 250 S349P S349P 16,48
64 M 11 40 220 R261X 1VS10nt-11g>a 31,85
72 F I 25 200 R261Q S349P 24,19
88 F I 44,4 220 15,6
92 F 6 21,8 280 R158Q R261P 22,71
93 M 3 20 220 1VS10nt-11g>a | IVS10nt-11g>a 18,68
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Continuacién

Ne. I | Sexo | Edad | Phe Dx (mg/dl) | Tolerancia Phe (mg/dia) | Mutacién A Mutacion B | % Respuesta
95 M 5 26 240 1VS10nt-11g>a | IVS10nt-11g>a 18,27
96 F 6 15 220 1VS4nt+5g>a | 1VS10nt-11g>a 18,46
98 M 34 30 260 E280K \VV388M 22,69
99 F 6 21 200 L348V R252Q 18,01
100 F 0,2 15 400 -6,62
104 | M 10 25 240 1VS4nt+5g>a | 1VS10nt-11g>a 35,12
105| M 11 35 300 S349P \V388M 25,27
06| F | 25 38 300 Q304Q Q304Q 11,6
108 | M 2 23,8 220 IVS12nt+1g>a G272X -3,44
113 | M 18 35 220 R261Q R408W 23,27
114 F 11 37,51 250 1VS10nt-11g>a | IVS10nt-11g>a -1,78
116 | M 14 22 320 S349P S349P -1,06
117 F 18 50 300 R243X 1VS10nt-11g>a 25,69
119 F 5 20,97 260 R281L Q20X 3,74
123 F 3 14 240 del F39 R176X 3,26
125 F 12 40 280 1VS1nt+5g>t R261P -5,23
126 F 6 14,5 240 1VS1nt+5g>t R261P 30,06
1271 M 21 40 220 S349P Q304Q 17,58
1281 M 18 58 300 \V388M 1\VV/S8nt-7a>g 12,05
130 F 10 26 350 \V388M 1VVS8nt-7a>g 8,27
131 F 4 17 340 R408W R252Q 28,25
133 | M 12 12 360 R408W R408W 39,41
134 F 3 18,9 120 1VS10nt-11g>a G352fs del 24,92
139 F 16 25 220 Y204X R68S 28,19
140 | F 26 20,8 200 Y204X R68S 26,88
141 | M 12 13,14 160 Y204X R68S 30,74
142 | M 23 20 270 Y204X R68S 27,63
143 | F 5 23,52 260 1VS12nt+lg>a | 1VS12nt+lg>a 17,91
144 F 18 29 200 \V388M 1VS10nt-11g>a 27,15
145 F 22 17,9 260 S349P R261P 7,79
146 F 22 17,9 260 S349P R261P 40,47
1471 M 3 24 140 1VS10nt-11g>a | IVS10nt-11g>a 40,45
149 F 17 25 300 R2610Q E280K 14,3
150 | M 2 21,8 240 IVS4nt+5g>a R2430Q 36,04
154 | M | 14 47 280 165T Q304Q 33,66
158 | M 2 15,7 240 1VS10nt-11g>a | IVS10nt-11g>a 7,23
162 | F 6 40 200 1VS4nt+5g>a 1VS8nt-7a>g 11,84
80 M 0,14 12,1 420 -1,31

Tabla 31.- Datos de los pacientes con respuesta negativa en el test de sensibilidad a
BH,. M: Masculino; F: Femenino; N°: Corresponde al numero de identificacion del
paciente: Dx: Diagnostico.




Tesis Doctoral

Resultados

6.4.4. Resultados del estudio de las cifras de Phe al diagndstico comparadas con las

cifras de Phe tras la ingesta de BH,.

Cifras de Phe al diagnostico

Cifras de Phe con BH,

(mg/dL) (mg/dL)
Frecuencia 23 23
Porcentaje 100 100
(Md + D.S)) (11,51 +5,81) (5,21 + 1,47)
Minimo-Max 3,6-24 2,2-8
P50 [P25-P75] 10,11 [7,36 - 15,7] 5,5[4,2 - 6,3]

Tabla 32.- Datos descriptivos de las cifras de Phe de los pacientes en tratamiento con

BH.,.

Se aprecia en esta tabla la diferencia de medias y de desviacion tipica entre las cifras

de Phe al diagndstico, momento en que el paciente realizaba una alimentacion sin

restriccion proteica y las cifras de Phe con ingesta de proteinas adecuada a su edad y

peso (sin restriccion proteica, por tanto), y con ingesta de BHj.

Se compararon ambas medianas mediante la prueba de los rangos con signo de

Wilcoxon para muestras relacionadas obteniéndose una significacion asinttica igual a

0,05 por lo que se puede concluir que la diferencia entre las cifras de Phe al diagndstico

y las cifras de Phe tras el tratamiento con BH, y dieta sin restriccion en PN, es

significativa.
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I
Cifras de Phe al Diagndstico (mg/dL)

I
Cifras de Phe con BH4 (mg/dL)

Figura 25.- Niveles de Phe al diagndstico y de Phe en tratamiento con BH,,

6.4.5. Resultados del estudio de la ingesta de PN pre-tratamiento con BH,; y

durante el mismo.

Utilizando la misma prueba estadistica se ha comparado la ingesta de proteinas

naturales antes y durante la ingesta de BHj.

Ingesta de P.N pre-tratamiento con BH4 | Ingesta de P.N con tratamiento con BH,
(o/ Kg/dia) (o/ Kg/dia)
Frecuencia 23 23
Porcentaje 100 100
(Md +D.S.) (0,63 +0,3) (1,88 + 0,67)
Minimo-Max 0,2-15 09-3
P50 [P25-P75] 0,6 [0,39 - 0,8] 1,8 [1,5-2,5]

Tabla 33.- Datos descriptivos de la ingesta de proteinas naturales (P.N) pre-tratamiento
con BH, y durante el mismo.
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La significacion asintdtica de la comparacion de medianas de la ingesta de proteinas
naturales antes de tomar BH, y durante el tratamiento con el mismo, con la prueba de
los rangos con signo de Wilcoxon, fue p=0,01 por lo que se puede concluir que la

diferencia entre las medianas de ambas variables, es estadisticamente significativa.

En el siguiente gréfico se aprecia como vario la ingesta de PN antes y durante el
tratamiento con BH..

3,0

2,57

0,5

0,0

T T
Ingesta de P.N pre-BH4 (g/Kg/d) Ingesta de P.N con BH4 (g/Kg/d)

Figura 26.- Ingesta de P.N pre-tratamiento con BH, y durante el mismo.
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6.5. RESULTADOS DEL ESTUDIO PARA VALORAR EL PERFIL
NUTRICIONAL ANTERIOR Y POSTERIOR A LA ADMINISTRACION DE
BH, EN LOS PACIENTES CON HFA Y RESPUESTA POSITIVA AL NUEVO
TEST DE SENSIBILIDAD A BH,.

En los 23 pacientes con resultado positivo en el test de sensibilidad a BH,4, que
realizan tratamiento con el farmaco en el momento actual, y que se inicio en un periodo
de tiempo superior a una afo, se ha estudiado la situacion nutricional pre y post-

tratamiento con BH,.

Con este fin se ha realizado un analisis para comparar las proteinas nutricionales
(albumina, prealbimina, transferrina y proteina ligadora de retinol (P.L.R.)), antes del

aumento de la ingesta de proteinas naturales y un afio después de dicho incremento.

El incremento de proteinas consisti6 en dar al paciente la cantidad diaria de
proteinas recomendada por la OMS para su edad y peso de forma que no fuera necesario
el empleo de una férmula de aminoacidos exenta de Phe y suplementada con Tyr para

alcanzar dichos requerimientos.

Dos pacientes realizan actualmente tratamiento con BH,4 pero no han sido incluidos
en esta fase del estudio por no haber completado el afio de tratamiento requerido para
entrar en esta fase del estudio.

A todos los pacientes con respuesta positiva al test de sensibilidad a BH, se les
realizd un control de proteinas nutricionales plasmaticas (transferrina, prealbimina,

albuminay P.L.R.), antes del inicio del tratamiento y al afio del mismo.

El objetivo de este estudio es valorar si existe variacion en el perfil nutricional, a

raiz de modificar la ingesta de proteinas naturales, por la administracion de BH,.

Se valoraran de forma independiente las cuatro proteinas referidas con anterioridad.
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Los datos correspondientes a los niveles de transferrina antes de iniciar el

tratamiento con BH, y de incrementar la ingesta de P.N y al afio del inicio del mismo se

recogen en la siguiente tabla.

Valores de referencia de la Transferrina: 200 — 360 mg/dL.

Cifras de transferrina (mg/dL) pre- Cifras de transferrina (mg/dL) al afio de
tratamiento con BH, tratamiento con BH,
Frecuencia 23 23
Porcentaje 100 100
(Md +D.S.) (281,43 + 83,97) (287,3 + 41,27)
Minimo-Max 206 - 306 240 - 400
P50 [P25-P75] 285 [250 - 307] 274 [252 - 305]

Tabla 34.- Datos descriptivos de los niveles de transferrina antes del inicio y al afio del
tratamiento con BHy.

Para valorar si existian diferencias significativas entre las cifras de transferrina antes

de incrementar la ingesta de P.N por realizar tratamiento con BH,, y al afio del cambio,

se realizo la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para pruebas relacionadas.

La significacion asintética fue de 0,17 (p > 0,05 ), por lo que no existen evidencias

estadisticas que indiquen una diferencia significativa entre ambas variables.

Se presenta a continuacion una figura con los niveles de transferrina, en mg/dL,

antes y después de la ingesta de BH,.
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4007 o

3507

300
2507
200
T I
Niveles de Transferrina pre-tratamiento Niveles de Transferrina al afio de
con BH4 (mg/dL) tratamiento con BH4 (mg/dL)

Figura 27.- Niveles de transferrina antes de iniciar terapia con BH, y al afio de
comenzarla.
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» Prealblmina

Se exponen a continuacion los datos referentes a los niveles de prealbdmina,

antes de iniciar tratamiento con BH, y tras un afio de terapia con el mismo.

Valores de referencia de la prealbimina: 20 — 40 mg/dL

Cifras de preal_bl]mina (mg/dL) pre- | Cifras de prealbt!mina (mg/dL) al afio de
tratamiento con BH, tratamiento con BH,
Frecuencia 23 23
Porcentaje 100 100
(Md +D.S.) (18,62 + 5,62) (18,95 + 6,01)
Minimo-Max 9,86 - 30,2 10-31,2
P50 [P25-P75] 19,3 [15,3 - 21,4] 20 [14,4 - 22,4]

Tabla 35.- Datos descriptivos de los niveles de prealbumina al inicio del tratamiento
BH, y al afio del mismo.

Al aplicar la Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon a los niveles de
prealbimina antes del inicio y al afio de tratamiento con BH,; se obtuvo una
significacion asintotica de 0,157 (p > 0,05), lo que indica que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre ambos niveles.

Se puede valorar en la siguiente figura los niveles de prealbimina antes y al afio de

realizar tratamiento con BHa.
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Niveles de Prealbuimina pre-tratamiento Niveles de Prealbumina al afo de
con BH4 (mg/dL) tratamiento con BH4 (mg/dL)

Figura 28.- Niveles de prealbumina antes de iniciar el tratamiento con BH, y al afio de
comenzar la terapia con el mismo.
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Los datos referentes a la albimina se muestran en la siguiente tabla.

Valores de referencia de la albumina: 3500 — 5200 mg/dL.

Cifras de albumina (mg/dL) pre-
tratamiento con BH,

Cifras de albumina (mg/dL) al afio de
tratamiento con BH,

Frecuencia 23 23
Porcentaje 100 100

(Md £ D.S.) (4409,69 + 411,15) (4340,21 + 414,22)
Minimo-Méx 3715 — 5523 3400 - 5520

P50 [P25-P75]

4350 [4200 - 4611]

4341 [4158 - 4526]

Tabla 36.- Datos descriptivos de los niveles de albimina al inicio del tratamiento con
BH, y al afio de la modificacion de la ingesta de proteinas por el mismo.

Se volvi6 a aplicar en este caso para valorar si existian diferencias significativas
entre las cifras de albumina antes de incrementar la ingesta de proteinas naturales por
realizar tratamiento con BH,, y al afio del cambio, la prueba de los rangos con signo de

Wilcoxon para pruebas relacionadas.

La significacion asintética fue 0,626 (p > 0,05), por lo que no existe evidencia

estadistica que indique una diferencia significativa entre ambas variables.

Se presenta a continuacion una figura con los niveles de albumina, antes y después

de la modificacion de la dieta por la ingesta de BHj.
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Niveles de Albamina pre-tratamiento con Niveles de Albamina al afio de
BH4 (mg/dL) tratamiento con BH4 (mg/dL)

Figura 29.- Niveles de albumina antes de iniciar el tratamiento con BH, y al afio de

comenzar la terapia con el mismo.
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» Proteina ligadora de retinol (P.L.R)

Se exponen a continuacién los datos més relevantes para la valoracion de los niveles
de P.L.R antes del incremento de proteinas naturales en la dieta y del inicio del

tratamiento con BH,4 y un afio después de la aplicacion de estas modificaciones.

Valores de referencia de la P.L.R: 3 — 6 mg/dL

Cifras de P:L.R (mg/dL) pre- Cifras de P.L._R (mg/dL) al afio de
tratamiento con BH, tratamiento con BH,
Frecuencia 23 23
Porcentaje 100 100
(Md +D.S.) (3,03 + 0,85) (3,07 +0,93)
Minimo-Max 154-46 144-41
P50 [P25-P75] 3[2,41 - 3,6] 3,05[2,59 - 3,53]

Tabla 37.- Datos descriptivos de los niveles de P.L.R al inicio del tratamiento con BH,4
y al afio del mismo

Para valorar si los niveles de P.L.R habian experimentados cambios significativos
tras las modificaciones realizadas en la alimentacion de los pacientes en tratamiento con
BH, antes y al afio del tratamiento con el mismo se utiliz6 la Prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon, obteniéndose una significacion asintética de 0,306 (p > 0,05), lo que

indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos niveles.

Se representan, a continuacion, graficamente la distribucion de ambas variables.
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Figura 30.- Niveles de P.L.R antes de iniciar el tratamiento con BH, y al afio de
comenzar la terapia con el mismo.
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7. DISCUSION

Desde que en 1934 A. Folling” describiera la PKU y 19 afios después Bickel
(1953)** demostrara la eficacia de la dieta restringida en Phe como tratamiento de la
enfermedad, se han producido importantes avances en su diagnéstico y tratamiento,
orientados, en parte, al conocimiento molecular de la misma. Se ha puesto de manifiesto
el plegamiento y la funcién de la PAH?, siendo continua la descripcién de nuevas

mutaciones, definiéndose su actividad residual, etc.

La instauracion del cribado neonatal para detectar la PKU ha facilitado el inicio en
edades tempranas de la vida del tratamiento dietético, haciendo que el desarrollo

neurolégico del paciente con PKU sea préacticamente normal™®.

Sin embargo, el tratamiento dietético es muy restrictivo, puede producir déficits
nutricionales, la adhesion a la dieta en adolescentes y adultos es escasa'?® y dos tercios
de las mujeres PKU no siguen la dieta antes de quedar embarazadas™?".

Aln a pesar de la dificultad que conlleva desarrollar productos para una
enfermedad rara, la industria farmacéutica no deja de investigar y producir nuevos
suplementos de aminodcidos sin Phe, de mayor calidad médica y organoléptica, y
nuevas terapias que mejoren el prondstico de estos pacientes como BH.'%
suplementacién con LNAA™™"  terapia enzimética sustitutiva con PAL"™ y terapia

génica’’.

Sin embargo, la investigacion a nivel clinico no ha sido paralela a todos estos
progresos. La baja incidencia de la PKU (1:10.000-20.000 recién nacidos vivos en
Europa y USA respectivamente)'?®, dificulta la realizacion de estudios con resultados
extrapolables al resto de la poblacion afecta por esta patologia, debido a que
generalmente cada clinico tiene un bajo nimero de pacientes, y son escasos los estudios

multicéntricos.

Por este motivo, aunque actualmente son numerosas las guias para el manejo de la

124,125,126,127,128,129

PKU, con frecuencia son muy dispares entre ellas , ya gque no existe un

consenso unanime entre las distintas sociedades cientificas sobre la fenilalaninemia a

partir de la cudl deberia iniciarse la restriccion de proteinas en la dieta, ni en los niveles

de 6ptimos de Phe en sangre que es deseable mantener en las diferentes edades™**3".

Tampoco existe homogeneidad en cuanto a las dietas restringidas en Phe?*?°,
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En 1999 Kure et al*??. publicaron el primer estudio sobre tratamiento con BH,4 en
pacientes con déficit de PAH. Pero incluso respecto a esta terapia no existe acuerdo
unanime sobre la forma de evaluar su respuesta ni se ha definido ain como debe

realizarse el tratamiento a largo plazo.

Esta falta de consenso en cuanto al diagnostico, tratamiento y seguimiento de la
PKU queda reflejada en un estudio multicéntrico europeo publicado en 2010**. En él se
aprecia que aproximadamente en la mitad de los centros que participaron en el estudio
(53,5%) realizaban sisteméaticamente un test de sensibilidad a BH, a sus pacientes con
PKU, pero no existia un método comdn para la realizacion del test ni para su
interpretacion. EI método mas frecuentemente utilizado era la administracion de una
Unica dosis de BH, en 24h (61,1%), aunque no especificaban si tras una sobrecarga de

Phe o tras varios dias de dieta sin restriccion proteica.

En cuanto a la interpretacion del resultado del test existe una discrepancia mayor
aun. El grupo mayoritario (34,4%) considera respuesta positiva un descenso de Phe
>30% a las 24 horas de la administracién de BH4, seguido de aquellos que consideran
que la respuesta debe ser >30% a las 8 horas de BH,4. Solo el 12,5% indicaron que para
que el resultado de la prueba fuera positivo exigian un descenso de Phe a las 24 h
>50%'%,

En este estudio también se muestra la falta de consenso para definir los distintos
fenotipos a partir de las cifras de Phe en el screening neonatal. Practicamente todos
(78%) coincidian en que la PKUC presentaba Phe >20 mg/dL al diagndstico, sin
embargo al definir los fenotipos intermedios (PKUM, PKUS, HFAB) apenas existia

concordancia entre los distintos centros®®!,

Otro punto conflictivo, al no existir un criterio comun, es el de las cifras de Phe a
partir de las cuales estaria indicado iniciar un tratamiento de restriccién proteica, por
ejemplo el grupo aleman que participé en este estudio no inicia el tratamiento de los
pacientes con PKU hasta que el paciente no alcanza los 10 mg/dL de Phe™*®. Este dato
ha sido un punto muy discutido en el articulo, ya que es bien conocido que el paciente
con PKUC puede mostrar sintomas cuando las cifras de Phe son >4 mg/dL"*, aunque el

grupo mayoritario (36,6%) iniciaba el tratamiento dietético si la Phe >6 mg/dL.
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Toda esta diversidad dificulta enormemente la realizacion de estudios
multicéntricos, que serian la solucion para la investigacion de una patologia de tan baja

prevalencia, como es la PKU.

Vamos a valorar en esta Tesis Doctoral los datos y los estudios realizados en la
UMNI del Hospital Infantil de los H.H.U.U. Virgen del Rocio en los Gltimos 30 afios
(1979-2009).

El ser centro de referencia para el tratamiento de esta patologia durante esos afos en
la Comunidad Andaluza, que cuenta con una poblacién de 8.221.080 habitantes™?, ha
hecho que se atiendan en este periodo 169 pacientes con HFA. Este tamafio muestral, ha
puesto a nuestro alcance el poder disefiar estudios que nos permitieran conocer con
mayor profundidad cual es el comportamiento de la PKU fenotipica y genotipicamente
en Andalucia, consiguiendo a través del estudio molecular acercarnos a la antropologia

andaluza.

El hecho de disponer de una poblacion con esa envergadura nos ha permitido
valorar la eficacia de un nuevo disefio del test de sensibilidad a BH4, que simplifica el
test ya descrito y mas comunmente utilizado, poniendo al alcance del paciente poder
realizar esta prueba, para optar a un tratamiento que mejoraria su calidad de vida, sin

tener que quedar ingresado unos dias en el hospital.

Por ultimo y dada la tendencia a creer, porque aun no hay estudios cientificos que
corroboren esta hipotesis, que por el hecho de tener una alimentacion exclusivamente
con proteinas naturales el paciente esta mejor nutrido que el que tiene que combinar
esas proteinas con proteinas exentas de Phe, se ha comparado la situacion nutricional de
los pacientes con HFA y con alimentacién sin restriccion proteica por realizar

tratamiento con BHy4, antes del inicio de la terapia con BH, y al afio de la misma.

Introduciéndonos en los aspectos relacionados con el fenotipo y el genotipo, ya en
1999 Desviat et al. lo describieron por regiones en Espafia®®. Dado que la poblacién
andaluza considerada en ese estudio constaba de 96 pacientes con HFA por déficit de
PAH, y actualmente el total de pacientes con HFA en nuestra muestra asciende a 169,

consideramos de interés reevaluar el fenotipo de la region andaluza.

En la actualidad el fenotipo mas frecuente en la poblacion andaluza es el de PKUC.

Este dato discrepa del estudio de Desviat et al. (1999) en el que el fenotipo mas
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frecuente, en Andalucia y en toda Espafia, era la HFAB. Este cambio ha podido deberse
por un lado al aumento de la muestra y por otro a que los pacientes con HFAB hayan
dejado de acudir a consulta por no precisar ningun tipo de tratamiento dietético.

De todos los pacientes con HFA solo el 1,18% fue debida a defectos enzimaticos en
la sintesis y reciclaje del cofactor, en concreto DHPR, lo que indica la baja incidencia
de este tipo de HFA.

Para definir el fenotipo de un paciente con HFA, en los ultimos 20 afios se ha
empleado la clasificacién de Giittler®, que cataloga los distintos tipos de HFA en

funcién de la tolerancia de Phe en la dieta a los 5 afos de edad.

En 2008, J van Spronsen et al.** publicaron un articulo en el que defendian que la
tolerancia de Phe en un paciente con HFA podia quedar perfectamente definida a los 2
afios de edad, al no existir diferencias estadisticamente significativas entre la tolerancia
a los 2 afos y a los 5 afios de edad. Descartan la posibilidad de determinar la tolerancia
en edades méas tempranas por tener los nifios menores de 2 afios una elevada velocidad

de crecimiento y mayor frecuencia de infecciones.

Al estudiar el fenotipo de nuestra poblacion hemos apreciado varias circunstancias
que discrepan con este estudio: de cara a determinar qué edad es mejor para definir la
tolerancia de Phe, no coincidimos con el planteamiento que hacen ellos de la mayor
frecuencia de procesos infecciosos en menores de 2 afios de edad, ya que en nuestra
muestra ha sido entre los 2 y los 6 afios, coincidiendo con el inicio de la escolaridad,

cuando hemos apreciado mayor nimero de procesos intercurrentes.

Por otro lado, si bien es cierto que el nifio presenta una velocidad de crecimiento
acelerada en los dos primeros afios de vida, también lo hace durante la adolescencia y
todos los autores coinciden en determinar la tolerancia de Phe en la dieta en etapas muy

anteriores a la misma.

Tras valorar la tolerancia de los pacientes en funcion de las edades, observamos que
ésta se mantiene estable a partir del primer mes de vida. También hemos visto que la
tolerancia presenta una relacion significativa con las cifras de Phe al diagndstico, por lo
que este ultimo dato perfectamente podria definir el fenotipo, y por tanto la tolerancia

de Phe en la dieta que presentara el paciente.



Tesis Doctoral Discusion

Las cifras de Phe al diagndstico que hemos tenido en cuenta para esta valoracion,
son las que corresponden a la determinacion de Phe realizada el primer dia que acude el
nifio a la consulta para iniciar el estudio de HFA, y no las que present6 en la prueba del
talon realizada entre el 5° y 7° dia de vida o entre el 3° y el 5° desde que se inicio el
cribado neonatal expandido en Andalucia, ya que la Phe de la 1% prueba podia estar

falseada al no ser adecuada la alimentacion del neonato.

Esta determinacion se ha tomado porque consideramos que la alimentacion del
neonato con 15-20 dias de vida, que es cuando suelen venir por vez primera a la
consulta, ya suele estar consolidada. No obstante, en el 93% de los casos no hubo

diferencias significativas entre ambos valores.

Para el andlisis de la correlacion entre las cifras de Phe al diagndstico y la tolerancia
de Phe en la dieta, de hecho se emple0 la tolerancia de todos los pacientes, incluidos los
menores de 5 afios, por lo que consideramos que la cifras de Phe al diagnéstico podrian

ser Utiles para definir la tolerancia y por tanto el fenotipo del paciente.

También se ha observado que con la clasificacion de Gittler, los minimos de
tolerancia de Phe en nuestra poblacidn no eran considerados en el estudio estadistico, al
establecer que los pacientes con PKUC presentan tolerancias de Phe entre 250-350
mg/dia, mientras que entre nuestros pacientes un 36% tenia una ingesta inferior a 250
mg de Phe al dia, por lo que no podian ser clasificados sin modificar los intervalos de

tolerancia de Phe al dia.

Por otro lado, la clasificacion de Gttler superados los 600 mg de Phe al dia incluye
a todos los pacientes en un mismo grupo, pero en la practica clinica de nuestra unidad,
la actitud es distinta entre un paciente que tolera 600 mg de Phe al dia y otro que tiene
una tolerancia >800 mg de Phe al dia. Estos ultimos generalmente hacen una dieta con
escaso control proteico o ninguno en algunos casos, mientras los primeros si precisan

controlar la ingesta de PNAVB.

Estos motivos son los que nos llevaron a modificar la clasificacion de Guttler
afnadiendo un nivel que recoja todos los pacientes con tolerancias de Phe inferiores a
250 mg de Phe al dia, que como se ha comentado con anterioridad, en nuestra poblacion
este grupo constituye un 36% del total de HFA estudiadas, y a fraccionar los pacientes

con tolerancias superiores a 600 mg al dia de Phe en dos grupos. Uno estaria constituido
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por aquellos pacientes que realizan una dieta con Phe entre 600 y 800 mg al dia que
aunque presentan una tolerancia elevada tienen que controlar la ingesta de PNAVB y
otro grupo para aquellos pacientes que toleran mas de 800 mg de Phe al dia y que en su
mayoria no precisan mas control proteico que el que conlleva realizar una alimentacion

adecuada a su edad.

Consideramos que con esta modificacion podemos clasificar con més especificidad
a nuestros pacientes, facilitindonos de esta manera el poder ofrecerles un pronostico, en

cuanto a la tolerancia, mas concreto.

Para hacer una correcta valoracion del genotipo en nuestra poblacion, hay que
considerar que el andlisis de la bases moleculares de la PKU a nivel mundial ha llevado
a la identificacion de méas de 500 mutaciones del gen PAH recopiladas por la PAH

Mutation Analysis Consortium (http:// www.pahdb.mcaill.ca).

La gran heterogeneidad genética es la base de la gran diversidad clinica y
bioquimica de este trastorno del metabolismo. Actualmente es evidente, a partir de los
estudios de expresion in vitro y del aumento del conocimiento a partir de los estudios de
la relacion genotipo-fenotipo, que las diferentes mutaciones ejercen distintos efectos
sobre la actividad y estabilidad de la enzima PAH, permitiendo predecir el pronostico de

cada paciente segun la combinacién de mutaciones que presenta.

Al analizar genotipicamente la poblacion andaluza con déficit de PAH, se observé
una gran variabilidad en el espectro de mutaciones observandose 71 distintas, de las
cuales solo 8 de ellas se expresaban en mas del 3% (mas de 10 pacientes) de la
poblacion con HFA. Ademas, hay que tener en cuenta que s6lo la mutacion maés
frecuente, 1VS10nt11g>a, constituia mas del 10% de la poblacion, presente en el 10,9%

de los casos.

El elevado numero de mutaciones trae asociado el hecho de que el 87% de los
genotipos hayan sido heterocigotos. Solo un 13% de la muestra fue homocigota para

una mutacion concreta.

La homocigosis de algunas mutaciones ha sido util para valorar como se comportan
de cara a determinar el fenotipo del paciente, es el caso de la mutacion L258P, una

mutacion nueva descrita por primera vez en Andalucia y que el hecho de que se


http://www.pahdb.mcgill.ca/
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presente en homocigosis nos permite, como veremos mas adelante, hacer una mayor
aproximacion a la actividad enzimatica que determina al no estar influenciada por otra

mutacion.

Por otro lado, indicador también de la gran heterogenicidad genotipica, es el hecho
de que sélo estén repetidos un 15% de los genotipos, entre éstos el 40% eran familiares
(Tabla 20).

Esta diversidad mutacional de la poblacion con HFA andaluza difiere de la de otras
poblaciones cercanas y otros paises europeos. Por ejemplo, en el norte de Europa, las
mutaciones mas frecuentes son 1VS12ntl y R408W, detectandose en el 60% de los

1
U36

cromosomas PKU™, sin embargo, en Andalucia, es preciso agrupar las 8 mutaciones

mas frecuentes para alcanzar el 49% de la poblacion con HFA.

Otro ejemplo es la poblacion PKU de Marruecos, que a pesar de tratarse de otro
continente, es un grupo muy cercano geograficamente, y también presenta un espectro
de mutaciones muy diferente al observado en nuestra poblacion de estudio. En
Marruecos la mutacion més frecuente es la G352fsdelG que se observa en el 62,5% de
los genes PKU de un grupo de 20 familias con HFA de este pais del norte de Africa™®’.
Sin embargo, en la poblacion PKU andaluza las 2 mutaciones mas frecuentes
(IVS10ntllg>a y S349P) no alcanzan conjuntamente ni el 20% de la muestra y ademas
la mutacion G352fsdelG, referida como la més frecuente en Marruecos, sélo la hemos

observado en el 1,36% de mutaciones.

La mutacion mas frecuente es 1VS10nt-11g>a, la mayoritaria en toda la poblacion
mediterranea y en concordancia con la mayoria de los estudios de esa region. No
obstante, en nuestro estudio fue mucho menos frecuente que en la poblacion de Calabria
(Italia) donde se observé hasta en el 45% de los pacientes con HFA'®®, Destacar que en
el pais mediterraneo donde se observo una menor frecuencia de dicha mutacion fue

Tlnez en el que s6lo afectaba al 5% de los alelos de los PKU del pais™.

También es relevante el hecho de que la mutacién descrita como la mas frecuente de
la raza caucésica, 1VS12ntlg>a, en nuestro estudio fue la novena mutacion en
frecuencia, pero con una incidencia aproximada del 2,5% de los pacientes PKU. Esta

mutacion fue hallada hasta en el 12% de los pacientes PKU de Bélgica™*.
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Si es verdad que la variabilidad genética en los paises del Sur de Europa es mucho
mas amplia que en los paises del Norte del continente, observandose grupos y

mutaciones muy heterogéneos™*'.

En Espafia las 3 mutaciones méas frecuentes (IVS10ntllg>a, 165T Y V388M) solo
afectan a un 30% de los alelos mutantes®. La gran heterogeneidad genética que se ha
observado en el resto de las comunidades espafiolas es similar a la observada en
Andalucia, si bien con ellas nuestra Comunidad sé6lo coincide en la mutacion mas
prevalente, la 1VS10nt11g>a, aunque también variando en la frecuencia con respecto al

resto de las regiones.

Desviat et al. (1999)>°, describen el genotipo de los pacientes con HFA en Espafia,
indicando los mas prevalentes, en las distintas areas geograficas: Comunidades
centrales, Noroeste (Galicia), Sur de Espafia (Andalucia), y Este (Cuenca Mediterranea)
entre ellas. En dicho estudio se aprecio que la 1VS10ntllg>a era la mutacion mas
frecuente en el territorio nacional pero su distribucion, como ya hemos comentado, no
era homogénea. En Andalucia constituia el 8,3% de la poblacion, mientras que por
ejemplo en la Cuenca Mediterranea era del 12,5%, en el Noroeste el 11,5% Yy el centro
de Espafia el 9%. En nuestra regién era la 32 mutacion mas frecuente, sin embargo en la
actualidad hemos observado que es la mas prevalente, afectando al 10,9% de los alelos

mutantes.

La mutacion A403V, que era la segunda en frecuencia global del estudio de Desviat
et al. (1999) afectando al 8%, era en ese estudio la mas frecuente de Andalucia (14,6%).
Sin embargo, en la actualidad es la octava en frecuencia correspondiendo sélo al 3,8%.
Esta variacion puede tener la misma justificacion que el cambio de fenotipo comentado
con anterioridad, ya que la actividad residual de PAH que codifica la mutacion A403V
es del 100%, por lo que se asocia a los fenotipos mas suaves de la HFA. Esto podria
justificar que se haya perdido el seguimiento de estos pacientes. En el estudio de
Desviat el al. (1999) esta mutacion estaba presente en 14 pacientes en Andalucia y
actualmente solo afecta a 10 casos, de los cuales 7 han nacido en los ultimos 5 afios
motivo por el que no pudieron ser considerados en el estudio de Desviat et al.(1999), lo
que indica que al menos 11 pacientes mas tienen esta mutacién en Andalucia y por tanto
HFA.
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La mutacion V388M que era la segunda en frecuencia con el 10,4% no ha variado
mucho con respecto al estudio actual presentandose como la tercera en frecuencia y

observandose en el 7,5% de la poblacién PKU andaluza.

La mutacién S349P, que hoy dia es la segunda en frecuencia en nuestra muestra, no
queda reflejada en el estudio de Desviat et al. (1999) como mutacion frecuente en
ninguna de las regiones estudiadas. Esta mutacion ha sido detectada como una de las

mas frecuentes en el Norte de Africa*.

Este cambio que se ha producido en la frecuencia de esta mutacion también puede
estar implicado en el cambio en la distribucion de los fenotipos respecto a estudios
anteriores, ya que al igual que la mutacion méas frecuente presenta una actividad

enzimatica residual nula.

El resto de las mutaciones presentan frecuencias inferiores al 5% de la poblacion, y
exceptuando la 165T y la R261Q con una prevalencia del 4,4% vy la R261P y A403V
con una representacion del 4,1 y el 3,8%, respectivamente, su frecuencia no sobrepasa
el 1-2% de la muestra.

Cabe destacar de estas Gltimas mutaciones que la 165T, quinta en frecuencia en la
actualidad en la poblacién andaluza, es mucho mas prevalente en otras areas del
territorio nacional, detectandose en el 10% y el 9,5% del area mediterranea (tercera en

frecuencia) y del centro de Espafia (primera en frecuencia) respectivamente.

Asi mismo se deberia tener en cuenta el cambio en la prevalencia de la mutacion
R261Q en Andalucia, que en el estudio de Desviat et al. (1999) no fue detectada en la
poblacion andaluza con HFA y actualmente es la sexta en orden de aparicién afectando
al 4,4% de los pacientes de nuestro estudio. Esta mutacion que era extraordinariamente
frecuente en Galicia®®, donde sigue siendo la segunda en frecuencia con el 10,3%*, ha
visto aumentada su prevalencia de manera muy significativa en Andalucia. Tal vez la
presencia de movimientos migratorios poblacionales pueda justificar el aumento de esta

mutacion.

Desviat et al. (1999) reflejaban que la poblacion andaluza podia tener una fuerte
influencia arabe al observarse en su estudio que las mutaciones A403V y D415N fueron
encontradas con una frecuencia del 14,6% y 7,3%. Hacian notar en ese estudio que la

prevalencia de estas mutaciones era mucho mayor en esta region que en el resto del
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territorio nacional, especialmente en Galicia donde entre ambas so6lo alcanzaban el 1,3%
de la poblacion PKU gallega, y si se habia observado con frecuencia en la poblacion del
norte de Africa. Sin embargo, en la actualidad dichas mutaciones sélo corresponden al
5,5% de los PKU de Andalucia, correspondiéndole a la A403V, octava en frecuencia, el
3,8% yalaD415N el 1,7%.

Seria razonable pensar que los datos observados en las distintas regiones espafiolas,
y en nuestro estudio en la actualidad, no deberian discrepar mucho de lo que se tendrian
que obtener del estudio de la poblacion PKU del otro pais que constituye la peninsula
Ibérica, Portugal. Sin embargo, esto no es asi, ya que en Portugal se ha observado que el
62% de los pacientes PKU presentan s6lo 4 mutaciones distintas (IVS10nt-11g>a,
R261Q, V388M, R270K)*** lo cual no coincide con lo encontrado en el resto de &reas
de la peninsula Ibérica.

Con respecto a Andalucia, territorio limitrofe con el sur de Portugal, hay que resaltar
que la mutacion més frecuente en ambas regiones es la misma IVS10nt-11g>a. Ademas
la segunda y tercera en frecuencia en la poblacion PKU portuguesa (R261Q, V388M)

son la tercera y sexta en frecuencia en la actualidad en Andalucia.

Llama la atencidn el hecho de que la VV388M, descrita por primera vez en Portugal,
y una de las mas frecuentes en Espafia, tenga también una alta prevalencia en paises
latinoamericanos, Chile y Brasil**>!*® principalmente, que fueron colonias de Espafia y
Portugal respectivamente, mientras que practicamente no se detecta en el resto de

Europa.

Siete de las mutaciones encontradas en nuestro estudio son nuevas y corresponden
a: R155C, G289R, E66K, P122S, L258P, D145N e 1421T, afadiendo una mayor

variabilidad genética y un mayor nimero de mutaciones a la poblacion PKU andaluza.

Para valorar el comportamiento de estas 7 nuevas mutaciones, dado que hoy dia no
suelen realizarse estudios enziméticos de PAH, se ha hecho una aproximacion, a partir
de las cifras de Phe al diagndstico, la tolerancia de Phe en la dieta y la respuesta al test

de sensibilidad a BH,4 asi como de la mutacion acompafiante.

La mutacién R155C se present6 en heterocigosis junto a otra mutacion nueva, la
G289R: al ser ambas mutaciones nuevas y de efecto funcional desconocido, a priori no

podria saberse saber cuél de las dos, o las dos, son responsables de la respuesta a BH; y
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el fenotipo suave del paciente, pero viendo que G289R en el hermano de este caso, no
resulta en un genotipo con respuesta positiva al cofactor, podemos asumir que R155C es

una mutacion suave asociada a la respuesta a BHj.

La G289R seria por tanto una mutacion severa o moderada, ya que en el hermano
del caso anterior se presentd en heterocigosis con la G272X que determina una

actividad enzimatica residual del 0%.

Como desconocemos la respuesta real de R155C, pero si conocemos la G272X,
podemos deducir que o bien la mutacion R155C es una mutacion muy suave, capaz de
suplir el déficit total de actividad de PAH por G289R, o bien esta ultima tiene una
actividad residual media que segun a que mutacion acompafie se comportard de una

forma u otra.

La mutacion L258P se presentd en homocigosis; por este motivo podemos concluir
que probablemente se trata de una mutacidn severa, ya que aunque la paciente presento
9 mg/dL de Phe al diagndstico, la tolerancia era de 360 mg al dia de Phe y respondi6 un
22% a BH, por lo que fue una respuesta negativa y tras la sobrecarga de Phe para el
Test de BH,4 ascendié hasta 19,07 mg/dL de Phe.

El paciente portador de la mutacién E66K junto a la S349P tuvo unas cifras de Phe
al diagnostico de 11,66 mg/dL, tuvo una respuesta positiva al test de sensibilidad a BH,4
(55,67%), y toleraba antes de realizar tratamiento con BH4 400 mg al dia de Phe. Dado
que la mutacion S349P determina una actividad enzimética del 0%, es evidente que el
fenotipo suave de este paciente se debe a la actividad residual determinada por E66K,
que debe determinar una actividad enzimatica elevada y ser por tanto una mutacion muy
suave. Ademéas E66K esta en el domino regulador de la proteina PAH, en el extremo
amino terminal, donde se localizan muchas mutaciones responsables de la respuesta a
BH..

D145N/P122S: Ambas mutaciones son nuevas por lo que no podemos saber si son
suaves o0 severas, pero dado que el paciente presento cifras de Phe al diagnostico de 4,5
mg/dL, experimentd un descenso de Phe del 87% a las 24 horas de la administracién de
BH, y realiza una dieta sin restriccion proteica, junto al hecho de que mutaciones en el

mismo aminodcido (D145V y P122Q respectivamente) también se han asociado a
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respuesta positiva, podemos concluir que probablemente ambas mutaciones sean

Suaves.

La mutacion 1421T se presentd junto a la mutacion R241H, de efecto suave, por lo
que aunque la paciente presentd una Phe al diagnostico de 5 mg/dL, una respuesta a
BH, del 57% a las 24 horas, y no precisa restriccion proteica mas que durante los
procesos infecciosos intercurrentes, no podemos asegurar que el comportamiento de

esta mutacion también sea suave.

En cuanto a la actividad enzimatica asociada a cada mutacion y por tanto
determinante en gran medida del fenotipo del paciente, es interesante el hecho de que el
41,5% de las mutaciones estuvieran asociadas a un funcionamiento nulo o muy
disminuido de la enzima PAH, el 30,9% a una actividad residual elevada, y el 20%
fueran moderadas. Esta distribucion de mutaciones coincide con los fenotipos
detectados en la poblacién andaluza con HFA, ya que la mas frecuente ha sido la
PKUC, seguida de la PKUM, mientras que las mutaciones de efecto moderado, son las
menos frecuentes en nuestra poblacion. Esto puede ser debido a que la mayoria de los
pacientes con fenotipo moderados eran portadores de una mutacion suave Yy otra severa,

compensando entre ellas la actividad residual final y por tanto el fenotipo del paciente.

Es también interesante que, aunque existe una relacion significativa entre el
genotipo y el fenotipo, en 8 de los 19 genotipos repetidos el fenotipo no fue el mismo
(Tabla 21), lo que viene a confirmar lo descrito con anterioridad acerca de la

variabilidad individual en el fenotipo*:*0°1147:148.149

. Estos estudios defienden que
pueden influir maltiples factores en las variaciones fenotipicas de la PKU, como la
absorcion intestinal, el metabolismo hepatico de la Phe ingerida, el ratio de absorcion de
las Phe en las proteinas, el gradiente de Phe en su paso a través de la BHE, la relacién
de las mutaciones con BH, (que aunque funciona como cofactor también protege a la
PAH de la degradacion proteolitica), asi como las interacciones del gen PAH con otros

loci.

Esta teoria también se sustenta en el hecho de que cinco pacientes que presentaban
en homocigosis la mutacion S349P, para la que se ha descrito una actividad residual del

0%, su fenotipo fuera moderado en vez de clasico como habria cabido esperar.
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El hecho de confirmarse el haber perdido el seguimiento de algunos pacientes, tras
la comparacion del estudio del genotipo de la poblacién PKU andaluza en 1999 con el
estudio realizado en el momento actual, nos lleva a considerar que pueden existir
mujeres en edad fertil diagnosticadas de HFAB y que actualmente no estan controladas.
También puede darse el caso de mujeres fértiles nacidas en los afios anteriores a dar
cobertura completa al screening neonatal de HFA, o al descenso de la cifras de Phe al
diagndstico de 3 a 2,5 mg/dl, que en Andalucia tuvo lugar en 2004. Estas mujeres
podrian tener HFAB, que no repercute en su vida diaria, pero que si podria afectar al

embrién durante el embarazo.

Esta posibilidad hace que deba considerarse el hacer una determinacion de Phe a
todas las mujeres en edad fértil, incluyendo incluso a las que por edad ya debieron
hacerse el screening neonatal, a las mujeres con antecedentes de abortos de repeticion y
a las madres de nifios con cardiopatia, retardo del crecimiento intrauterino, y/o

anomalias faciales.

Con este fin seria recomendable crear un protocolo de prevencion y diagnostico del
SPKUM en Andalucia y a nivel Nacional, divulgando este hecho en las Unidades de
Neonatologia, Cardiologia Pediatrica, y sobre todo Planificacion Familiar y
Ginecologia, ya que la situacion ideal es detectar estas mujeres con HFA antes de

quedar embarazadas®*°.

Como conclusién de la valoracion del fenotipo y el genotipo de los pacientes con
HFA de la poblacion andaluza, destacar que la gran heterogenicidad de mutaciones
descritas en nuestro estudio y la escasa prevalencia de cada una de ellas no parece un
hallazgo exclusivo de esta Comunidad sino mas bien un rasgo caracteristico de la PKU
en todo el territorio espafol, diferenciandolo de otras poblaciones territorialmente

cercanas.

Esta gran variabilidad, podria estar en relacion con los antecedentes historicos de
Espafia y, especialmente, de Andalucia y su localizacion geografica, como punto de
unién de dos continentes, Europa y Africa. Hemos apreciado en este estudio que existe
una proximidad genética entre Andalucia y el Norte de Africa, determinada por la
prevalencia de la mutacion S349P, segunda en nuestra muestra y una de las mutaciones

mas frecuentes en el Norte de Africa, asi como la mayor frecuencia de las mutaciones
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A403V y D415N en Andalucia comparada con el resto de Espafia, también detectadas

como habituales en esa region del continente africano.

En relacion a la terapia con BH, la falta de consenso anteriormente reflejada en
cuanto al diagndstico, tratamiento y seguimiento de la PKU, nos obliga a adentrarnos en
este campo y aportar la experiencia que hemos adquirido tras el estudio de nuestra

muestra.

La BH,4 es un medicamento huérfano que puede servir a algunos pacientes afectados
de HFA por déficit de PAH que presentan una respuesta variable a la administracion
oral del mismo, de modo que pueden liberalizar e incluso abandonar la dieta con ingesta

limitada en Phe.

Generalmente la identificacion de pacientes sensibles a BH, se realiza con un test de
sobrecarga con el farmaco. Aunque ha pasado mas de una década desde que Kure'?
hizo notar que existia un grupo de pacientes con HFA por déficit de PAH que podrian
beneficiarse con su uso, aun no existe acuerdo unanime en relacion con la metodologia

e interpretacion de resultados a la hora de llevar a cabo el test de sensibilidad a BH,.

El método para la realizacion del test de sensibilidad a BH, recogido en el protocolo

de AECOM para manejo de la PKU en el afio 2007**° consistia en:

1. Durante los dos dias anteriores y durante las 24 horas de la prueba, los
pacientes toman una alimentacion sin restriccion proteica y sin la

administracién de productos exentos de Phe.

Durante esos dos dias, previos al ingreso, se toman muestras de sangre en
papel a los pacientes cada 8 horas para constatar el aumento en los niveles de

Phe al abandonar la dieta.
2. Se administra 20 mg/Kg de BH, en una Unica dosis.

3. En situacion basal y a las 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 y 24 horas tras la ingesta del
farmaco se extrae sangre seca en papel para determinacion de Phe y Tyr**®.

La prueba se realiza mediante ingreso hospitalario y con canalizacion de una via

venosa periférica para la extraccion de muestras.
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Otra alternativa también muy empleada es la administracion de una dosis Unica de
100 mg/Kg de Phe, dando a las 3 horas la sobrecarga con 20 mg/Kg de BH,. Las
extracciones en este caso se realizan a las horas anteriormente descritas en pacientes
PKU™

Ambos protocolos son los que se han empleado tradicionalmente para la seleccion

de pacientes PKU con déficit de PAH, susceptibles de ser tratados con BH,.

En los dos casos el test de sensibilidad a BH, se considera positivo si los niveles de
Phe basales (con la modalidad de dieta libre dos dias antes de la administracion de BH,)
0 a las 3 horas de la sobrecarga con Phe, disminuyen >30% a las 8 horas o >50% a las

24 horas tras la ingesta de BH,,

Casi todos los estudios realizados sobre el tratamiento con BH,, en los que también
se recoge el método empleado para la prueba de seleccion de los pacientes susceptibles
de ser tratados con el cofactor, han utilizado muestras pequefias, (n=20"!, n=36*,
n=30"2...)

En 2002 se publico un estudio en el que se valoraron 1919 pacientes con HFA a los
que se habia realizado la sobrecarga con BH, (1988 — 2002)**%. En él se administraba 20
mg/Kg de BH,4 30 minutos antes de una comida, a nifios con edades comprendidas entre
una semana y 4,6 afos de vida, aunque la mediana de edades fue 3 semanas de edad. Se
determinaban niveles de Phe basales y a las 4h y 8h tras la ingesta oral de BHy, en
algunos casos refieren que también se determind a las 12 h y a las 24 h pero estas
ultimas no fueron incluidas en el estudio. Se consideraba positivo cuando la Phe en
plasma descendia constantemente entre las O h y las 4 h y entre las 4 h y las 8 h tras la
administracion de BH,4 al menos un 5%. Esta prueba la empleaban para diferenciar las
HFA por déficit de PAH de las debidas a alteraciones en la sintesis o reciclaje del
cofactor. Segun indican en la discusion de este trabajo, tras la publicacion de Kure et al.
sobre los efectos de BH4 en los pacientes con déficit de PAH decidieron hacer un
estudio retrospectivo de los 1730 pacientes con déficit de PAH a los que habian
realizado previamente la sobrecarga con BH,, de cara a reclasificarlos en funcion de las
respuestas obtenidas. Llegaron a la conclusién de que el test debia realizarse siempre
con niveles de Phe basales >6,6 mg/dL, 3 horas después de una comida y que debian

determinarse neopterinas y biopterinas en orina antes del inicio del test. Tras la
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administracion de 20 mg/Kg de BH, el paciente debia continuar con su alimentacion
habitual y determinar Phe y Tyr a las 0, 4, 8 y 24 h. Se recogeria una segunda muestra
de orina entre las 4 y las 8 h y deberia determinarse la actividad de DHPR en algun
momento durante la realizacion de la prueba. Indican que en aquellos pacientes con
cifras inferiores a 6,6 mg/dL de Phe o0 que ya estuvieran realizando una dieta restringida
en Phe deberia administrarsele una dosis de 100 mg/Kg de Phe 3 horas antes de la

administracion del cofactor®®.

Recientemente, también, se ha publicado un trabajo en el que se valora una nueva

1% LLa muestra de este

metodologia para la realizacion del test de sensibilidad de BH,
estudio consta de 17 pacientes, a los que se suspende la dieta restringida en Phe y
suplementada con amino&cidos 6 dias antes del primer dia de la administracion de BHy,
debiendo realizar una dieta con 50 mg/Kg/dia de Phe hasta el final del estudio. Los dias
-3 y -1 fueron analizados los niveles de Phe antes de administrar BH4. Administraron
BH, los dias 0, 7 y 14 en dosis de 10, 20 6 30 mg/Kg de BHj, al tratarse de un estudio
randomizado doble ciego. Se realizaron determinaciones de Phe a las 4, 8, 12, 16, 24
horas los dias 0 y 4, 8, 12, 16 y 24 y también se comprob6 gue la absorcion del farmaco
habia sido correcta. Tampoco en este estudio se determina si a largo plazo ha sido real

la respuesta que se obtuvo en la prueba.

Ante esta situacion el Dr. Pérez Pérez disefid el test que hemos aplicado para la
valoracion de la respuesta a BH,4 en nuestros pacientes con HFA con déficit de PAH. Su
objetivo fue que el test fuera mas cémodo para el paciente y su familia, disminuyendo el
namero de determinaciones analiticas, evitando el ingreso y que el paciente tuviera que
tomar alimentos que pudiera seguir teniendo restringidos en un futuro, aumentando aun
maés la dificultad de una correcta adhesion a la dieta restringida en Phe, sin que se

afectara la efectividad de test.

En los dltimos afios este tipo de test se ha ido extendiendo'**#

, aunque sigue sin
haber consenso en las horas a las que debe extraerse la muestra, la interpretacion de la
respuesta a BH,4 ni se ha descrito en la literatura hasta qué punto ha sido realmente

predictivo el resultado o no.

La mayoria de los centros utilizan el test combinado con una sobrecarga de Phe de
100 mg/Kg, seguida a las 3 horas de una Unica dosis de 20 mg/Kg, de BH,**'?. En
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este caso el resultado depende de las cifras de Phe a las 8 ¢ a las 24 h de la ingesta de
BH,4. Otros centros han utilizado, al parecer también con éxito, dosis de 10 mg/Kg de
BH, o han prolongado el test administrando BH, durante 3 ¢ 7 dias consecutivos,
porque es posible que algunas HFA que no responden a una Unica dosis de BH,4 puedan
hacerlo cuando se administra durante mas tiempo. En este caso la respuesta se considera
positiva cuando la Phe en plasma se estabiliza en concentraciones inferiores a las

consideradas tributarias de tratamiento dietético™.

Nosotros, al igual que Baldellou et al. (2006)***

, consideramos que este ultimo tipo
de test es mas bien un ensayo terapéutico, que de hecho es el que hemos utilizado con
dosis de 20 mg/Kg/dia de BH,4 en aquellos pacientes con resultado negativo en el test

combinado para verificar el resultado del mismo.

El test de sensibilidad a BH, detallado anteriormente, se ha realizado, sin
incidencias, en 115 pacientes, y ha resultado util para identificar los pacientes
respondedores, ya que salvo 3 resultados dudosos que se discutiran con posterioridad,
todos los demas han tenido respuestas concordantes con su fenotipo y su genotipo.

No se ha realizado cuantificacion de biopterinas, con objeto de verificar la absorcion
de BH,4, ya que no parece que exista una buena correlacion entre la respuesta al test y la
concentracién de pterinas en la orina tras la sobrecarga™®. Por otra parte, la BH4 se
administrd en la consulta por lo que quedaba asegurada la ingesta completa de la dosis

administrada.

A todos los pacientes con resultado positivo en el test de sensibilidad a BH4 y que
realizaban dieta restringida en proteinas se les administrd el farmaco, pudiendo
liberalizar la alimentacion hasta el punto de no precisar suplementos de aminoécidos sin

Phe, lo que confirma el resultado positivo de la prueba realizada.

Un caso no respondio al tratamiento a pesar de descender las cifras de Phe un 77,8%
a las 24 horas, de tener un fenotipo moderado (13 mg/dL de Phe al diagnostico),
concordante con las cifras de Phe a las 3 horas de la sobrecarga con Phe (11,38 mg/dL)
y un genotipo con una mutacion que podria responder a BH4 (V388M). Finalmente se
suspendio el tratamiento y se ha atribuido la ausencia de respuesta a los multiples

procesos intercurrentes que presentd el paciente durante los 6 meses que estuvo
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realizando tratamiento con BH,; ya que este periodo coincidié con el inicio de la

escolarizacion.

Hemos observado en 3 pacientes con PKUS, que tenian una dieta restringida en
proteinas, por lo que precisaron tratamiento con BH, para realizar una alimentacién sin
restriccion proteica alguna, que a los 2 afios en dos casos y al afio y medio en el tercero
se pudo suspender el tratamiento sin que fuera preciso volver a restringir las proteinas
de la alimentacién. Este hecho viene a confirmar la hipdtesis de que uno de los
mecanismos de accion de la BH,4 puede ser que actle como una chaperona estabilizando

la enzima PAH™’ (Datos de los 3 pacientes en color rosa en la tabla 28).

No precisaron restriccion proteica 22 pacientes por tener una HFAB, pero durante
los procesos infecciosos si presentaban cifras de Phe superiores a 6 mg/dL, por lo que
tenian que controlar la alimentacion en ese momento. Esto llevo a realizarles el test de
sensibilidad a BH,; y al presentar una respuesta positiva utilizan el farmaco

exclusivamente cuando estan enfermos.

A todos los pacientes con resultado negativo en el test de BH, se les realizd una
prueba con 20 mg/Kg/dia de BH; y PNAVB en la cantidad correspondiente a la
recomendada para su edad por la OMS, durante una semana. S6lo en dos casos se
obtuvo respuesta al tratamiento con BH,, tanto uno como otro presentaron en el test de
sensibilidad a BH,4 un descenso entre el 40-50% de Phe a las 24 horas.

A la vista de estos resultados podriamos concluir que serian positivos
exclusivamente aquellos test con una respuesta superior al 50% a las 24 horas de la
administracion de BHj, y que seria recomendable la realizacion de una prueba
terapéutica a aquellos con respuesta entre el 40 y el 50%, ya que de los 5 pacientes que
tuvieron un descenso de Phe en este rango dos respondieron finalmente al tratamiento

con BH, tras una semana de terapia con el mismo, y los 3 restantes no.

Estos tres ultimos (146, 147, 29) respondieron 40% a las 24 horas de la
administracion de BH,. Tanto el caso 146 como el 147 tuvieron niveles de Phe al
diagnostico acordes a los obtenidas tras la sobrecarga con Phe para la realizacion del
test (Caso 146: 18 y 17,7 mg/dL y Caso 147: 24 y 22 mg/dL de Phe, respectivamente) y
con sus genotipos S349P/R261P en el caso 146 e 1VS10nt11g>a en homocigosis en el
147.
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Sin embargo, en el caso 29 no existié concordancia entre los dos niveles de Phe, ya
que al diagndstico tuvo cifras de 12 mg/dL de Phe y tras la sobrecarga llegd a 24
mg/dL. Esto pudo ser debido a que no estuviera realizando una alimentacion adecuada
en el momento del diagnostico y realmente no fuera una PKUM sino una PKUC, pero
por otro lado esto discreparia del genotipo de la paciente que era homocigoto para la
mutacion V388M, de efecto moderado al tener una actividad residual del 43%, que es el
porcentaje de respuesta que obtuvo tras la sobrecarga de Phe y la administracion de
BH,.

Esta misma situacién se dio en el caso 21 en el que la paciente presento al
diagnostico niveles de 9 mg/dL de Phe, pero tras la sobrecarga con 20 mg/Kg de Phe
ascendieron hasta 19 mg/dL. EIl porcentaje de respuesta tras la administracion de BH,
fue del 22%, lo que nos ha llevado a predecir que la actividad residual determinada por

esta nueva mutacién fuera escasa.

Hemos apreciado que el genotipo tiene un papel determinante en la respuesta a BHy,
ya que en la gran mayoria de casos, en el 95,5%, al menos una de las dos mutaciones

estaba asociada o potencialmente asociada a respuesta a BH, (Tabla 28).

La presencia de una mutacion asociada potencialmente o asociada a respuesta a BH,
indica una mayor probabilidad de que el paciente sea sensible a BH, pero no de una
manera tan marcada como la ausencia de la misma a su insensibilidad. De hecho el 26%
de los pacientes que eran portadores de al menos de una de estas mutaciones
presentaron un test negativo y sélo el 73% restante tuvo un resultado favorable a la

administracion de BH,.

Esto refleja la mayor importancia de la ausencia de mutaciones asociadas a
respuesta a BH, como marcador de posible falta de respuesta a BH,4 que su presencia
como indicador de sensibilidad.

Entre los pacientes que presentaban las dos mutaciones sin respuesta asociada a BH,4
ninguno presentd respuesta positiva, y de los portadores de una de estas mutaciones s6lo
el 28% tuvo una resultado favorable estando el alelo mutado asociado a mutaciones con

una actividad residual entre el 47 y el 80%.

En un estudio realizado por Trefz et al. (2009) sobre la importancia del genotipo en

la PKU sensible a BH,*® concluyen que es dificil predecir la respuesta a BH,4 en
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pacientes con déficit de PAH a partir del genotipo, ya que han obtenido resultados
distintos en pacientes con el mismo genotipo. Platean que en estos resultados andmalos
pueden influir variantes como la absorcion intestinal individual de BHy, el tener el
paciente un proceso intercurrente que incremente el catabolismo proteico, o variaciones
en el protocolo de realizacion del test, ya que al ser un estudio multicéntrico no habian

realizado el mismo test todos los individuos incluidos en el estudio.

En contra de lo reflejado en este estudio, no hemos apreciado respuestas distintas a
BH,4 en pacientes cuya genética era igual, a pesar de haber observado en nuestro grupo
fenotipos distintos para un mismo genotipo. La respuesta al cofactor ha sido equiparable
entre los genotipos iguales en todos los casos, al contrario de lo que se recoge en el
trabajo de Lidner et al. de 2001™°.

Podemos concluir que los resultados del test realizado son concordantes con el

genotipo del paciente, que por tanto podria ser un buen predictor de la respuesta a BHj.

En cuanto al genotipo volver a resaltar que es mas predictiva del resultado la
presencia de una mutacion no asociada a respuesta a BH, que el hecho de ser portador
de una mutacion asociada a BHs.

También ha habido concordancia entre los resultados obtenidos en el test aplicado a

nuestros pacientes y la respuesta real al tratamiento con el cofactor.

Estos resultados nos muestran que el test de sensibilidad que hemos realizado no
solo nos sirve para determinar la repuesta a BH4, sino que nos aporta informacién sobre
el fenotipo real del paciente al confirmar que el fenotipo adjudicado por las cifras de
Phe al diagnostico concuerda con los niveles de Phe tras la sobrecarga y por otro lado
podria aportarnos informacion sobre la actividad residual de las mutaciones cuya
actividad se desconoce, sobre todo en aquellos casos en que se encuentren en

homocigosis.

Este seria el caso de las mutaciones IVS4nt+5g>a y la Q304Q, ambas en
homocigosis en nuestro estudio y con porcentajes de respuesta a BH4 del 21,96% y

11,6% respectivamente, asi como la nueva mutacion L258P ya comentada

anteriormente.
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También hemos observado que todos los pacientes con cifras de Phe al diagnéstico
superiores a 24 mg/dL tuvieron resultados negativos en el test de sensibilidad a BH,, y
que en el 95% de los casos con cifras <12 mg/dL el resultado fue positivo. De aqui se
puede concluir que las cifras de Phe al diagndstico son un buen predictor de la respuesta
a BH, y podriamos plantear, siguiendo a Baldellou®*, administrar BH, directamente a
aquellos pacientes con cifras de Phe <12 mg/dL al diagndstico y que requieren
restriccion en Phe para mantener un buen control metabolico y limitar el test combinado
de Phe/ BH,4 a aquellos pacientes con cifras de Phe entre 12 y 24 mg/dL, ya que en
nuestro grupo no hemos encontrado resultados positivos para cifras de Phe al

diagnéstico >24 mg/dL.

Dado que las cifras de Phe al diagnéstico guardan una relacion directa con la
respuesta a BH,4, se podria plantear hacer la sobrecarga combinada de Phe/BH, para
iniciar el tratamiento en aquellos pacientes con Phe al diagnostico >12 mg/dL y que

precisan dieta restringida en Phe™".

Sin embargo, esta opcion adn siendo valida desde nuestro punto de vista, presenta
varias limitaciones: Si la prueba terapéutica fuera finalmente negativa el paciente podria
haber mantenido cifras elevadas de Phe durante una semana ¢ 10 dia con el subsecuente
dafio neuroldgico que esto conllevaria, esto podria evitarse realizando analiticas diarias
al paciente, pero eso supone un contratiempo ain mayor que la realizacion del test de
sensibilidad a BH4, de un dia de duracién con solo 5 determinaciones analiticas, dos en

la consulta y tres en el domicilio.

Hay que tener en cuenta el gasto que conlleva la realizacion de un ensayo
terapéutico de forma sistematica, aunque sea para una subpoblacion de pacientes con

HFA, dado el elevado coste del farmaco.

Por ultimo, este ensayo terapéutico sélo podria realizarse en aquellos pacientes que
tengamos certeza de que se van a ajustar a las indicaciones nutricionales dadas en la
consulta, ya que el hecho de estar tomando el farmaco puede prestarse a una relajacion
excesiva de la dieta que no corresponda a la dosis administrada de BH,, llevando al

paciente a tener un mal control metabdlico.

Por todos estos motivos, consideramos preferible la realizacion de un test de

sensibilidad a BH,4 como el que hemos realizado y contrastado con los resultados de este
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estudio, por tratarse de una prueba simple que sélo precisaria acudir a la consulta una
mafiana coincidiendo con una revision rutinaria, ya que el resto de determinaciones
serian extraidas en sangre seca y remitidas por correo desde el domicilio, evitando de
esta forma los riesgos de la prueba terapéutica, empleada en este estudio unicamente
como método de control de los resultados obtenidos con el test de sensibilidad aplicado

a nuestros pacientes.

Hay que especificar que ain no hay experiencia suficiente sobre los posibles efectos
secundarios del tratamiento mantenido con dosis farmacologicas en estos pacientes,
pues no deben extrapolarse los descritos para el tratamiento de las HFA por defecto de
la sintesis o reciclaje del cofactor, ya que aunque el resultado en ambas patologias es la
HFA, la etiopatogenia no es comun.

BH, es cofactor de las hidroxilasas de Phe, Tyr y Tryp, por lo que desde este punto
de vista puede tener efectos beneficiosos para regular la sintesis y funcion de

neurotransmisores de este tipo de pacientes™®

, pero también podria desencadenar
trastornos del funcionamiento del SNC por la repercusion que una dosis alta y
mantenida puede tener en la sintesis y en el efecto de las catecolaminas y aminas
biégenas en las células neuronales™®. También interviene en la sintesis de NO y en la
funcion del endotelio vascular, donde tampoco se conoce como influiria un tratamiento

a largo plazo con BH,%2163:164,

En nuestros pacientes se ha iniciado siempre el tratamiento con una dosis de 5
mg/Kg/dia repartida en 3 dosis mientras se utilizd 6R—Tetrahydrobiopterine (Shircks
Laboratories, Switzzerland®), o en una Unica dosis al dia desde Enero de 2009 que se
introdujo Sapropterina (Merck Serono®) en nuestro hospital, de acuerdo con la

farmacocinética'®%®.

Esto se hizo con la intencién de detectar la minima dosis eficaz y evitar en la medida

de lo posible los efectos adversos que de este tratamiento pudieran derivarse.

Las dosis que han precisado nuestros pacientes son superponibles a las de otros
grupos y confirman una vez mas que el tratamiento con BH, es individual y dosis-
dependiente®’*® (Tabla 30).
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Actualmente no se han detectado efectos secundarios a corto plazo, pero no ha
pasado tiempo suficiente para poder descartarlos, ya que por ejemplo, de nuestra
muestra no hay ningin paciente con déficit de PAH que lleve méas de 2 afios de

tratamiento con BH,.

No podemos olvidar que la restriccion proteica en la dieta de los pacientes
fenilcetondricos, orientada a mantener los niveles de Phe en el rango previsto segln
tolerancia individual, tiene como contrapunto la aparicion de deficiencias

64,65,66,169,170

nutricionales , de ahi la importancia de realizar una monitorizacién

exhaustiva desde el punto de vista clinico, dietético y analitico.

Al estandarizarse el tratamiento con BH,4 nos planteamos hasta qué punto el cambio
en la alimentacién mejoraria el estado nutricional de los pacientes con HFA que dejaban
de realizar una dieta restringida en Phe por presentar una respuesta positiva a BH,.

El primer paso fue buscar en la literatura trabajos que describieran las ventajas de
una dieta liberalizada por el uso de BH, comparandola con la dieta restringida en Phe

gue generalmente requieren estos pacientes.

Llamo la atencion que en algunos de los trabajos publicados se hacia referencia a la
mejora de la calidad de vida del paciente y de su familia por la liberacion de la dieta, y
en un trabajo a la mejoria del comportamiento del paciente, atribuido, en cierto modo, a
la disminucion de la presion psicosocial que conlleva la restriccion dietética en estos
pacientes™, pero sélo encontramos un trabajo que hacfa mencién a la valoracion
nutricional de los pacientes con PKU tras los cambios en la nutricién por la ingesta de
BH4171.

En este estudio indican que la alimentacion natural comparada con la formula exenta
de Phe, favorece el aumento de los niveles de selenio en sangre, que la BH,4 no afecta al
desarrollo pondoestatural del paciente, en cuanto a pardmetros antropométricos y
nutricionales y que tras 12 meses de tratamiento el Cl se mantuvo. No se analizd en este

trabajo la evolucidn de las proteinas nutricionales en plasma.

Nosotros hemos querido valorar si la calidad de la alimentacion repercute en el

perfil nutricional de los pacientes con HFA.

Por este motivo nos planteamos comparar la situacion nutricional del grupo de

pacientes que realizaba tratamiento con BH,4 antes del inicio del tratamiento, cuando
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realizaban una dieta restringida en Phe y suplementada con aminoacidos, y tras un afo

sin restriccion alguna de proteinas naturales.

Seleccionamos finalmente para la valoracion nutricional de estos pacientes, el
estudio de las proteinas plasmaticas por ser indicadores del estado nutricional, que se
modifican con rapidez, por ejemplo la vida media de la prealbimina y la transferrina es
de 2-3 dias y 8-9 dias respectivamente, por lo que pueden utilizarse como marcadores
rapidos del estado proteico visceral'’?, mientras los datos antropométricos y las
vitaminas y oligoelementos precisan déficits nutricionales severos para apreciar

alteraciones leves.

Tras comparar los niveles de transferrina, prealbdmina, albimina y P.L.R en los
pacientes que realizan tratamiento con BH, antes de iniciar dicho tratamiento, y por
tanto realizando una alimentacion restringida en PN, y al afio de haber aumentado la
ingesta de dichas proteinas por estar tomando BH,, hemos apreciado que desde el punto
de vista estadistico no existe diferencias significativas entre los niveles de estas
proteinas antes y después de la modificacion de la dieta por la ingesta de BH, (p=0,17;

p=0,157; p=0,626 y p=0,306 respectivamente).

La transferrina se mantuvo dentro del rango de normalidad en todos los casos,
detectdndose una modificacién leve entre antes y después de la ingesta de BH, en un
Unico caso que presento niveles de transferrina ligeramente por encima del limite mayor
de la normalidad (400 mg/dL: normal 200-360 mg/dL).

La prealbumina también estaba, antes y después del cambio en la nutricién, en el
rango de referencia, si bien es cierto que experimentd un ligero incremento tras la
liberalizacidn de la ingesta de proteinas naturales (Tabla 34), posiblemente por ser de
todas las proteinas nutricionales plasmaticas la mas sensible a las modificaciones de la
alimentacion, aunque dichos cambios no fueron estadisticamente significativos ni

relevantes a nivel clinico.

Respecto a la albumina no sélo no hubo diferencias significativas sino que los
niveles tras el aumento de los niveles de PN estaban incluso ligeramente mas bajos,
como podemos apreciar en el grafico 20 tres casos extremos, dos de ellos por exceso y
uno por defecto, pero en cualquiera de los 3 casos seguian manteniéndose en el

intervalo de la normalidad.

Finalmente el comportamiento de la P.L.R ha sido muy similar al de la albumina ya
que se ha estrechado el rango de los niveles de P.L.R tras el incremento de la ingesta de
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PN, y aunque existen 4 casos extremos, 3 por exceso y uno por defecto, han seguido

situdndose en el rango de los valores de referencia para esta proteina.

Los valores de las cuatro proteinas plasmaéticas, durante todo el tiempo que estos
pacientes realizaron dieta restringida en PN con suplemento de aminoacidos, estuvieron

dentro del rango que indica normalidad.

El no tener mas que un estudio con una muestra inferior a la nuestra'™, no nos

permite hacer comparaciones de nuestros resultados con los de otros trabajos.

La ausencia de investigaciones en este sentido nos lleva a plantear la posibilidad de
que no es que no se hayan realizado, sino que al no existir diferencias relevantes no se
hayan publicado, ya que con frecuencia en la literatura solo se recogen estudios con
resultados positivos.

Por lo que podriamos concluir, a la vista de los datos de nuestro estudio, que la
nutricion de los pacientes con HFA basada en la restriccion de PN con suplemento
optimo de aminoéacidos, es tan adecuada como la alimentacion sin limitaciones en la

ingesta proteica.

Seria conveniente, no obstante, la realizacion de nuevos estudios que valoren otros
aspectos derivados de la nutricion como la existencia de cambios en la mineralizacién
6sea de los pacientes en tratamiento con BH4 al poder tomar la cantidad de leche o
derivados para su edad y sexo, y nuevos estudios de valoracién de la calidad de vida
independientemente de las repercusiones nutricionales que puedan derivarse de este

tratamiento.

También hay que considerar la limitacion del corto periodo de tiempo que ha
transcurrido desde el inicio del tratamiento con BHy, y del tamafio de la muestra, ya que
aunque para estudios de una enfermedad rara se considera que la muestra es adecuada si
n>20, seria conveniente ampliar la muestra y volver a valorar en un periodo de 5 - 10

anos.

151



Tesis Doctoral Conclusiones

8. CONCLUSIONES

153



Tesis Doctoral Conclusiones

8. CONCLUSIONES

1. El fenotipo mas frecuente en la poblacion andaluza es el de PKUC. Andalucia
presenta una gran heterogeneidad genotipica dado que se han observado 71
mutaciones distintas, siendo la mas frecuente la 1VVS10nt11g>a.

2. La mutacion S349P, que hoy dia es la segunda en frecuencia en nuestro estudio y
es una de las mas frecuentes en el Norte de Africa, asi como la presencia de las
mutaciones A403V y la D415N, caracteristicas también de esta zona del
continente africano, que presentan una prevalencia mayor en Andalucia que en el

resto del pais, muestra la influencia arabe que ha tenido nuestra Comunidad.

3. Existe una relacion genotipica entre la poblacion PKU andaluza y la de Portugal
al observarse coincidencia en la mutacién mas frecuente, IVS10nt-11g>a, y que
la segunda y tercera en frecuencia en la poblacion PKU portuguesa (R261Q,

V388M) son la tercera y sexta en frecuencia en la actualidad en Andalucia.

4. Existe una gran diferencia genotipica entre la poblacion PKU andaluza y la PKU
del resto de Europa, especialmente de los paises del Norte, esta diferencia
también se aprecia con el resto de las comunidades espafiolas aunque en menor
medida. Las tres mutaciones mas frecuentes en Espafia (IVS10ntllg>a, I65T Y
V388M) estan presentes entre las mas frecuentes de Andalucia. Nuestra
Comunidad coincide en la mutacion mas prevalente en Espafia, la IVS10nt11g>a,
aunque variando en la frecuencia con respecto al resto de las regiones. La 22y 32
en frecuencia en Espafia, 165T Y V388M, son la 5% y 3? respectivamente en la

poblacién estudiada.

5. EIl genotipo tiene un papel determinante en la respuesta a BH,4, ya que en la gran
mayoria de casos, el 95,5%, al menos una de las dos mutaciones esta asociada o
potencialmente asociada a respuesta a esta medicacion. Sin embargo, su
presencia no es un buen indicador de la posible sensibilidad al BH4. Por el
contrario, la ausencia en un paciente de mutaciones asociadas a respuesta a BH,

es un potente marcador de posible falta de respuesta a este tratamiento.

6. La tolerancia proteica presenta una relacion significativa con las cifras de Phe al

diagnostico, por lo que este ultimo dato perfectamente podria definir el fenotipo,
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10.

y por tanto la tolerancia de Phe en la dieta que presentaran los pacientes asi como

constituir un buen predictor de la posible respuesta a BH,,

Existe concordancia entre los resultados obtenidos en el test de sensibilidad a
BH, aplicado a nuestros pacientes y la respuesta real al tratamiento con el
cofactor, demostrada por presentar el paciente niveles de Phe adecuados con una
ingesta de proteinas nutricionales acorde a la CDR por la OMS para su edad.
Podemos considerar, por tanto, valido este nuevo método para la seleccion de
pacientes susceptibles de ser tratados BH,4. Aporta una mayor comodidad para el
paciente, evitaria de esta forma los posibles riesgos derivados de una prueba

terapéutica y no precisa hospitalizacion.

Los puntos de corte para la valoracion del test de sensibilidad a BH4
consideramos que deben establecerse de la siguiente manera: resultado positivo si
se produce un descenso de Phe de més del 50% a las 24 horas de la
administracion de la sobrecarga de Phe, dudoso cuando se produce un descenso
de Phe del 40 al 50% y negativo si se produce un descenso de Phe de menos del
40% a las 24 horas de la administracion de la sobrecarga de Phe. Este Gltimo
grupo no precisaria realizar prueba terapéutica de ensayo, ya que en el 100% de
los casos no se varid su respuesta tras la aplicacion de la misma, quedando esta

limitada al grupo que responde entre el 40 — 50%.

El test de sensibilidad a BH, nos proporciona informacién sobre el fenotipo real
del paciente al confirmar que el fenotipo adjudicado por las cifras de Phe al
diagnostico concuerda con los niveles de Phe tras la sobrecarga. Asi mismo
podria aportarnos informacion sobre la actividad residual de las mutaciones cuya
actividad se desconoce, sobre todo en aquellos casos en que se encuentren en

homocigosis.

El tratamiento con BH, es individual y dosis-dependiente. Consideramos que la
repuesta a BH, observada en los 3 pacientes con PKUS, que precisaron dieta
restringida en Phe y ser tratados con BH, para realizar una alimentacion sin
restriccion proteica alguna y a los que se pudo retirar la terapia con el cofactor
entre 1,5 y 2 afios después del inicio del farmaco sin que fuera preciso volver a
restringir las proteinas de la alimentacion, puede ser debida a la estabilizacion de

la enzima PAH por BH,4, que habria actuado en este caso como chaperona de la
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enzima. No se ha detectado efectos secundarios a corto plazo, pero es necesario

un seguimiento de confirmacion.

11. No existen diferencias significativas entre los niveles de la prealbumina,
albumina, transferrina y P.L.R antes y después de la modificacion de la dieta por
la ingesta de BH,4. La nutricidn proteica de los pacientes HFA con restriccion de
PN y suplemento de aminoacidos es tan adecuada como la alimentacion sin

limitaciones en la ingesta de PN.

12. Dado que se ha comprobado en este estudio la existencia de pacientes con HFA
que actualmente no estan siendo controlados, seria recomendable crear un
protocolo de prevencion y diagnéstico del SPKUM en Andalucia y a nivel
Nacional, divulgando este hecho en las Unidades de Neonatologia, Cardiologia
Pediatrica, y sobre todo Planificacion Familiar y Ginecologia, ya que la

situacion ideal es detectar estas mujeres con HFA antes de quedar embarazadas.
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9. RESUMEN

Objetivos: Determinar el fenotipo y genotipo de la poblacion con HFA de
Andalucia. Valorar la utilidad de un nuevo test de sensibilidad a BH4 en pacientes con
HFA por déficit de PAH. Analizar si existen diferencias nutricionales entre PKU con
dieta restringida en PN y PKU con ingesta de PN adecuada a la CDRP por la OMS para

su edad, por estar realizando tratamiento con BH,,

Material y Método: En una primera fase descriptiva observacional se determind el
fenotipo de los pacientes a partir de los niveles de Phe al diagnéstico de la PKU y
mediante la tolerancia de Phe en la dieta. El estudio del genotipo de los PKU se realiz6

mediante DGGE y secuenciacién directa del DNA gendmico.

El test de sensibilidad a BH, se realizd, sin necesidad de ingreso hospitalario, sin
restriccion proteica y realizdndose en consulta una sobrecarga oral con 100 mg/Kg de
Phe y a las 3 horas administracién de una dosis Unica de BH, de 20 mg/Kg, via oral con
controles de los niveles de Phe a las 0, 7, 12 y 24 horas tras la ingesta de BH,. Las
ultimas 3 determinaciones se extraen en sangre seca en papel en el domicilio del

paciente y se remiten por correo.

Para la determinacion del estado nutricional se determinaron los niveles de
prealblmina, albdmina, transferrina y P.R.L en pacientes con PKU antes de iniciar el
tratamiento con BH,, realizando una dieta restringida en Phe, y al afio de iniciarse la

terapia con este farmaco con dieta sin restriccion en PN.

Resultados: Se determinaron el fenotipo y el genotipo de 165 y 147 pacientes con
déficit de PAH respectivamente. El fenotipo mas frecuente en la poblaciéon andaluza fue
la PKUC (40% de las HFA). Ademas, se observé que un grupo de pacientes no
quedarian reflejados en la clasificacion de Gittler por lo que se agruparon en una
version modificada de ésta, creando un grupo para los pacientes que toleran menos de
250 mg de Phe al dia (35,2% de HFA) y otro para aquellos con una tolerancia superior
a 800 mg de Phe al dia (14,1% de HFA). Destacar que los niveles de Phe al diagnostico

se han mostrado como un buen indicador del fenotipo de nuestros pacientes.

Se observaron 71 mutaciones siendo las méas frecuentes 1VS10ntll-g>a (10,9%),
S349P (8,2%) y V388M (7,5%). Se han detectado 7 mutaciones nuevas. Todos estos
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datos le confieren una gran heterogeneidad a la poblacion con HFA andaluza. Se ha
apreciado como esta diversidad genética es similar a la apreciada con anterioridad en el

resto de Espafia en comparacion con otras poblaciones proximas.

Después de realizar 118 test de sensibilidad a BH,4, y de excluir 3 por presentar
vomitos durante la prueba, se ha valorado este nuevo test que mostré ser una
herramienta comoda y eficaz para detectar los pacientes con HFA por déficit de PHA
susceptibles de realizar dicho tratamiento. Una disminucién de mas del 50% de los
niveles de Phe a las 24 horas de la toma de la BH,4 seria un resultado positivo (41,7% de
casos), un descenso del 40-50% seria dudoso con necesidad de realizar una prueba

terapéutica (4,3% de casos) y negativo si fuera menor del 40% (52,9% de casos).

El fenotipo y el genotipo se pueden mostrar como buenos indicadores a la hora de

valorar una posible sensibilidad al tratamiento con BH, en los pacientes con HFA.

El perfil nutricional de los pacientes con HFA, valorando la prealbumina, albdmina,
transferrina y P.L.R, no muestra diferencias estadisticamente significativas entre realizar
dieta restringida en Phe con un suplemento adecuado de aminoacidos exentos de Phe y
tener una ingesta de PN adecuada a la CDRP para la edad del paciente por estar

realizando tratamiento con BHy, al afio de aumentar la ingesta de PN,

Conclusiones: En los casos de HFA de nuestro estudio la PKUC es el fenotipo mas
frecuente. Se ha mostrado una gran diversidad genética en los pacientes con HFA. El
nuevo test de sensibilidad es un método eficaz de determinar qué pacientes con HFA
pueden beneficiarse de tratamiento con BH4. No se observan diferencias nutricionales
entre pacientes con restriccion proteica y aquellos que han realizado tratamiento con

BH, con “liberalizacion” dietética.
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