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Tesis doctoral Justificacion

El programa de cribado metabdlico universal realizado a los recién nacidos
posibilita el diagndstico y tratamiento precoz de la fenilcetonuria. Esto ha permitido
a estos pacientes evitar el desarrollo de secuelas neuroldgicas profundas e

irreversibles.

El tratamiento de la fenilcetonuria es fundamentalmente dietético, consistente
en restriccion de alimentos con alto contenido proteico, esta restriccion es variable y
dependera del grado de tolerancia individual a la Phe, que es monitorizada de forma

individual tras el diagnostico.

Por lo tanto, el cribado metabolico neonatal de la fenilcetonuria ha supuesto
un avance vital para estos pacientes al evitar la aparicion de secuelas neurologicas.
Sin embargo, en los ultimos afios se han hecho mas notorios otros aspectos de la

enfermedad que condicionan de forma directa la calidad de vida de los pacientes.

Entre estos factores se encuentran las alteraciones de la mineralizacion osea,
que se saben mas frecuentes en esta poblacion, sin estar claro en la actualidad los
factores concretos que favorecen su aparicion. Seguimos sin saber si la causa que
justifica su aparicion tiene relacion directa con la propia enfermedad, es decir, con
las mismas alteraciones genéticas que provocan la fenilcetonuria; si quiza pueda ser
debida a una mala adherencia terapéutica, que condicione un mal control metabdlico
de la enfermedad, con niveles fluctuantes de Phe en sangre o si podria deberse a una
carencia nutricional debida, precisamente, al estricto control dietético al que son
sometidos estos pacientes. Sin olvidar otros factores que sabemos influyen en la

aparicion de osteopenia/osteoporosis, como el sedentarismo o la obesidad.

El identificar los factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad mineral
Osea resultaria en una estrategia preventiva vital para tratar y asesorar a nuestros

pacientes fenilcetonuricos, aspecto fundamental que motivo este estudio.

Por otro lado, ¢l conocer las alteraciones concretas en el remodelado 6seo de

estos pacientes, es decir, objetivar si se trata de una disminucién en la formacion de



Tesis doctoral Justificacion

hueso y/o un aumento en la resorcidon puede ayudar a conocer la fisiopatologia de la
EMO en estos pacientes. Ademds, puede permitirnos conocer qué marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo pueden ser utiles para identificar a aquellos
pacientes en los que se estan produciendo alteraciones en el remodelado 6seo que
pueden derivar en una disminucion de la DMO. Dado que la densitometria es una
prueba estdtica que determina en un momento puntual la DMO; los marcadores
bioquimicos pueden ser mds agiles al permitirnos ver estas alteraciones en el

remodelado antes de que se produzca el descenso en la DMO.

Otro aspecto fundamental en el desarrollo de los nifios con fenilcetonuria es
el crecimiento. La restricciones dietéticas pueden alterar la talla, el peso y el
perimetro de craneo de estos pacientes. Los estudios publicados hasta la actualidad
reflejan diferentes grados de afectacion en el desarrollo fisico. El estudiar si el
crecimiento de los pacientes fenilcetonuricos se apartaba del crecimiento de la
poblacidon general, asi como, si el fenotipo bioquimico y el tipo de tratamiento
podian influir en el mismo, pensamos puede ser muy util con vistas a mejorar el

manejo futuro de estos pacientes en lo que al crecimiento se refiere.

Por otro lado, nos parecia un punto fundamental, dada la heterogeneidad de
las mutaciones de la PAH, conocer la epidemiologia de las mutaciones de la PAH en
la poblacion gallega; lo que reflejaria no solo la historia poblacional, sino que
proporciona informacion sobre la relacion genotipo-fenotipo y puede ser de gran

utilidad para predecir la respuesta terapéutica a la BH4.
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Tesis doctoral Introduccién

La fenilcetonuria (PKU) es una enfermedad metabolica congénita, que se
transmite por herencia autosdmica recesiva (OMIM 261600), con una incidencia de 1
por cada 10.000 individuos caucasianos. Si no se diagnostica y trata precozmente da

lugar a secuelas neuroldgicas profundas e irreversibles.

Se debe a un defecto en la enzima hepatica fenilalanina hidroxilasa (PAH, EC

1.14.16.1), que cataliza la hidroxilacion de fenilalanina (Phe) a tirosina (Tyr) (Figura

1.

FENILALANINA Fenilacetonas

BH4 Fenillalanina hidroxilasa

TIROSINA —————— Catecolaminas

Aminotransferasa

4 OH-fenilacetato
4-OH-fenilpiruvato SeS—
\ 4 OH-fenillactato

Vit C Dioxigenasa
Homogensitato

l Dioxigenasa

Malellacetoacetato \
l / Succinilacetoacetato

Fumarilacetoacetato !

Succinilacetona
Fumarilacetoacetasa
Fumarato Acetoacetato

Figura 1. Metabolismo de la Fenilalanina y la Tirosina.



Tesis doctoral Introduccién

La disfuncion de esta enzima, limitante en el metabolismo de la Phe, produce
hiperfenilalaninemia (HPA). En un 1-2% de los casos, la hiperfenilalaninemia puede

deberse a un déficit del cofactor, L-tetrahidrobiopterina (BH4) (Figura 2).

FPAH Ho
] g b= Eﬁ
& 4
i 4
|
e OH
HyH
H 4 oHBH,
o
Q CH .
l PO
.-"'H /
- OH
¢l
H
4 BH
[nd
X ! ﬁ' HE | }l}
i [u]
L-Phe =
e e e a o DH.N/L\H ¥
. GTPCH + | I I :
— o—rl*—o—el\—o—lT . .
H.H i & S -0 Eel -0
HoOiF 2 HD OH
¥ s DINP AROH S BH GIP oA

Figura 2. Sistema de hidroxilacion de la Phe. El ciclo catalitico de la PAH en
presencia de su cofactor natural BH4 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 inhibicidn (-) ejercida por la BHy4 sobre la etapa limitante en la biosintesis
del cofactor



Tesis doctoral Introduccién

2.1. HISTORIA DE LA FENILCETONURIA

La PKU se describio por primera vez en 1934 al descubrir Folling en dos
nifios con retraso mental cantidades elevadas de acido fenilpiruvico en su orina:
oligofrenia fenilpiravica"; un afio mas tarde Penrose demuestra que esta enfermedad
es de transmision autosomica recesiva®. En el afio 1953 se publica que la PKU es
debida a un déficit en la actividad de la enzima hepatica PAH®, lo que provoca una
imposibilidad de la Phe de oxidarse a Tyr. Con este descubrimiento, pronto se
demostro6 una terapia posible consistente en controlar la ingesta de Phe para prevenir

la HPA y evitar, si se instauraba en etapas precoces de la vida, el desarrollo de

secuelas cognitivas*® (Figura 3).

La PKU fue la primera enfermedad genética en la que las consecuencias
clinicas de una mutacioén en homocigosis podrian ser solventadas por un tratamiento
médico, una dieta restrictiva en proteinas naturales. El éxito de dicha dieta dependia
de un tratamiento lo mas precoz posible. Se convertia asi la PKU en el prototipo de
enfermedad frente a la que realizar una busqueda masiva en la poblacion general,
concretamente en recién nacidos, con fines preventivos. Para ello se disefid un
estudio de laboratorio que permitia la determinacién de la concentracion de Phe en
muestras de sangre impregnada en papel absorbente de recién nacidos (test de
inhibicién bacteriana de Guthrie)”. Esta prueba utiliza el crecimiento de una cepa de
bacterias Bacillus subtilis (cepa ATCC 60.51) en una placa de agar preparada
especialmente para tal fin. A este medio de cultivo se afiade el compuesto B-2-
tienilalanina, que inhibe el crecimiento de dicha cepa. Sin embargo, si a ese medio se
le afiaden Phe, fenilpiruvato y/o fenil-lactato, el crecimiento bacteriano se restaura.
Dado que en la sangre de los pacientes fenilcetonuricos no tratados, se encuentran
niveles elevados de estos compuestos, si se aplica una pequefia cantidad de la misma
a la placa de agar, se producira el crecimiento bacteriano, lo que serd un indicador de

la presencia de PKU.

Este avance ha permitido la deteccion precoz de la PKU mediante cribado

metabolico a todos los recién nacidos®. En Espaiia el cribado neonatal de PKU se
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inicid6 en Granada en 1968, siendo la cobertura actual superior al 99% de Ia

.y ., . 9
poblacion de recién nacidos®.

Fenilalanina sérica

Via alternativa

Formacion de * Aumento de las

metabolitos anormales concetraciones de Phe

Acido fenilpiravico en la l Lesion del SNC
orina (olor a moho de raton)

l Retraso mental
| Hiperactividad
Disminucién de Tyr Convulsiones

Disminucion de la Dopa Disminucion de la Melanina

Disminucion de los No hay formacion de pigmentos
niveles plasmaticos de
Adrenalina

Piel clara, ojos azules y cabellos claros

Figura 3. Metabolismo de la Fenilalanina al fallar el sistema enzimatico
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2.2. ETIOPATOGENIA Y EVOLUCION NATURAL DE LA
ENFERMEDAD

Si no se instaura un tratamiento precoz, la PKU se manifiesta
fundamentalmente con una afectacién neurologica severa, apareciendo microcefalia,
retraso mental, epilepsia y progresion de los trastornos motores en la segunda y

tercera década de la vida 1> 'V,

La etiopatogenia del dafio neuroldgico que ocasiona la elevacion sanguinea
de Phe podria deberse a que se genera una disrupcion en el transporte de otros
aminodcidos neutros que comparten el mismo sistema de transporte, lo que dificulta
el paso de los mismos a través de las membranas celulares y de la barrera
hematoencefalica. El transporte de Tyr y triptofano (Trp), aminoacidos aromaticos
neutros, se halla interferido y al ser precursores de neurotransmisores, determina que
el defecto relativo de estos aminoacidos se traduzca en una reduccion de la sintesis
de sus respectivos neurotransmisores (fundamentalmente serotonina y dopamina), lo
que afecta al metabolismo de las catecolaminas como neurotransmisores en el

cerebro'>!?,

Por otro lado, la Phe elevada en sangre se acaba transformando en los acidos
organicos: fenilpiruvato, fenilacetato y fenilactato, siendo el estrés oxidativo
derivado un factor cada vez mas en boga, que explicaria al menos en parte, el daio
neurolégico que producen los niveles elevados de Phe en sangre''*'>. Wagner
sostiene que el acumulo de 4cidos orgdnicos en varios desdrdenes metabolicos
induciria la aparicion de radicales libres y especies reactivas, asi como disminuiria
las defensas antioxidantes de los tejidos"®. Estas especies reactivas pueden inhibir
varios complejos de la cadena respiratoria y enzimas necesarias para la produccion
de energia, resultando todo ello en un fracaso metabolico, dafio y muerte
cerebral'®!'”). Los radicales libres ademas, provocan dafio y muerte celular directa al
romper la membrana lipidica de las células, destruir las proteinas y oxidar el

ADN"®).
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2.3. DETECCION NEONATAL DE LA FENILCETONURIA

El cribado de PKU debe ser realizado a todos los recién nacidos en los
primeros dias de vida para permitir una intervencion terapéutica lo mdas precoz
posible y asi prevenir en los nifios PKU el desarrollo de secuelas neuroldgicas. La
muestra de sangre se suele obtener al tercer dia de vida""”, tras puncion del talon
(Figura 4). Recientemente se ha publicado la posibilidad de realizar dicha extraccion
tras puncion venosa a nivel del dorso de la mano, ya que ello parece ofrecer como
ventaja menos dolor para el nifio, asi como menos riesgo de efectos secundarios tales

.. , . . 20
como osteocondritis del calcaneo, equimosis, hematomas, etc 0

La sangre se recoge en un papel de filtro absorbente denominado
genéricamente  tarjeta de Guthrie, que cumpla con las normas del National

Committee for Clinical Laboratory Standars (2014/07 de MUNKTELL).

Existen tres métodos de laboratorio para el cribado de PKU:

- BIA (bacterial inhibition assay), disefiado por Guthrie"”,
semicuantitativo, pues como se ha explicado previamente, unicamente indica si
hay niveles elevados de Phe, pero no los cuantifica. Es el método que produce
mas falsos positivos y no se utiliza actualmente.

- Analisis fluorométrico: cuantitativo y automatizable

- Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS): cuantitativo y
automatizable. Tiene la ventaja frente a las demds técnicas, de que permite
obtener simultaneamente los niveles de Tyr. La relacién Phe/Tyr es un indicador

de esta patologia y mejora el valor predictivo positivo.

En Espana se utilizan diferentes métodos para el cribado neonatal de PKU, en

funcién de la comunidad auténoma (Figura 4).
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Astimiay Cantabria” pais Vasco
Galicia g
Navarra
La Rioja

Castilla y Leon .
Aragon Cataluia

_Madrid
Extremadura Castilla La Mancha

Baleares

Andalucia

Canarias

Figura 4. M¢étodo para el screening de PKU en Espafia segin la comunidad
auténoma. Andlisis por MS/MS (Comunidades subrayadas en rojo). Andlisis por
fluorimetria (Comunidadas no subrayadas).

2.4. CONFIRMACION DEL DIAGNOSTICO DE
FENILCETONURIA Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El punto de corte para la Phe se establece en 150umol/L si se determina por
métodos fluorométricos y en 120umol/L si es por MS/MS, y se considera normal una
relacion Phe/Tyr <2 (Figura 5). En todos los casos de hiperfenilalaninemia, tras
asegurarse de que recibe una alimentacion con una ingesta proteica equivalente a 3
gramos de proteinas naturales/’kg/dia (150 mg/kg/dia de Phe), se procede a la

confirmacion y diagnostico diferencial de la hiperfenilalaninemia mediante:

- Cuantificaciéon de aminoacidos en plasma o suero (permite establecer los

niveles de Phe y Tyr)
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Valoracion de la actividad de dihidropterina reductasa (DHPR) en

eritrocitos®”

en sangre total en papel de filtro
Cuantificacion e identificacion de aminoacidos, acidos organicos y pterinas
(neopterina y biopterina)®® en orina de al menos 6-12 horas recogida en

oscuridad y congelada posteriormente.

Cribado neonatal: muestra 48-72 horas
Phe
Método Espectrometria de Masas en tindem (MS/MS)

>120 umol/L
Phe/Tyr >2

Repetir pdr duplicado

=120 umol/L
Phe/Tyr >2

/ Cribado positivo
Analisis de confirmacion

Negativo

PKU: Phe > 360 umol/L
HPA: Phe > 120 umol/L y < 360 umol/L

Figura 5. Actuacion del cribado de fenilcetonuria en Galicia.

2.4.1 DEFICIENCIA DE PAH:

Se distinguen varios fenotipos clinicos segin los niveles de Phe al

diagnostico:

1. PKU clasica: Phe >20 mg/dL (>1.200 pmol/L).
2. PKU moderada: Phe entre 10 y 20 mg/dL (600 — 1.200 pmol/L).
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3. PKU leve: Phe entre 6 y 10 mg/dL (360 — 600 umol/L).En algunos paises se
considera hiperfenilalaninemia benigna si es < 10 mg/dL (600 umol/L)

4. Hiperfenilalaninemia benigna (HPA) Phe entre 2,5 y 6 mg/dL (150 y 360
umol/L) medida por fluorimetria o entre 2 y 6 mg/dL (120-360 umol/L) si la
determinacion ha sido mediante MS/MS (analisis cuantitativo de

aminoacidos).

Hiperfenilalaninemia transitoria: Phe >2,5 mg/dl, sin aumento de tirosina,
secundaria a inmadurez hepatica transitoria, prematuridad, farmacos (trimetroprim) y

patologia renal.

También pueden identificarse hiperfenilalaninemias con hipertirosinemia
(con o sin hipermetioninemia) en las que tendremos que descartar como causas mas
habituales la prematuridad, alta ingesta proteica, alimentacion parenteral con

aminodcidos, tirosinemia, galactosemia y/o patologia hepatica de diferente etiologia.

2.4.2 DEFECTOS DEL COFACTOR BH4:

Aproximadamente un 1-2% de las elevaciones de Phe detectadas en el
cribado neonatal son debidas a alteraciones en el metabolismo de la BH4“?. Las
alteraciones de la BH4 son mas severas que la PKU por deficiencia enzimatica, en el
sentido de que su respuesta al tratamiento es sustancialmente diferente, ya que no
responden a la dieta restrictiva en proteinas naturales. El andlisis de orina, como
veremos mas adelante, para el estudio de neopterina y biopterina y la medicion de la
actividad de dihidropteridin reductasa (DHPR), es imprescindible para el diagndstico

de esta entidad, y ha de llevarse a cabo lo antes posible.

En los defectos del cofactor BH4, los niveles de fenilalanina son muy
variables, desde 2.5mg/dL hasta incluso 60mg/dL. La actividad DHPR en eritrocitos
se encuentra disminuida en las deficiencias de DHPR. En las deficiencias de
guanosin-trifosfato-ciclohidrolasa (GTP-CH) y en las de la 6 piruvoil-tetrahidro-

biopterina-sintetasa (PTPS), la actividad DHPR es normal*?.

11
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Con la valoracién de excrecion de pterinas en orina se puede precisar ante

r o1z . 25
qué déficit concreto nos encontramos®:

1. Neopterina normal, biopterina muy aumentada, con un porcentaje de
biopterinas >84 %: Deficiencia de DHPR

2. Neopterina y biopterina muy disminuidas. Porcentaje de biopterina del 50
%: Deficiencia de GTP-CH

3. Neopterina muy aumentada, biopterina muy disminuida, % de biopterina<l12
%: Deficiencia en PTPS

4. Presencia de primapterina (“7— biopterina”) en orina: Deficiencia de

Pterina-4 acarbinolamina dehidratasa (PCD)

Ante la sospecha de una deficiencia en la sintesis y/o en el reciclaje de la

BH4, deberemos efectuar dos pruebas mas?®" :

- Determinacion de pterinas y neurotransmisores en liquido
cefalorraquideo (LCR), ya que los niveles de 4cido homovanilico (HMV) y

acido 5 hidroxiindolacétivo (SHIA) en LCR estin muy disminuidos“®

, asi
como las diferencias en los ratios de los niveles de neurotransmisores, que
proporciona informacion diagnodstica relevante en cuanto a la severidad del
déficit de BH4®”.

- Sobrecarga con BH4 oral: esta prueba consiste en la administracion al
paciente de 20 mg/kg de BH4, tomando muestras de sangre basal (antes de la

sobrecarga), y a las 4, 8, 12 y 24 horas de la misma""”.

En las deficiencias de sintesis de BH4 (deficiencias de GTP-CH y de PTPS)
se normalizan los valores de Phe a las 4 horas postBH4 y se mantiene normal en las
siguientes tomas de la sobrecarga. En las deficiencias de DHPR, disminuye la Phe
basal un 30-40% entre las 4 y 8 horas pero posteriormente vuelve a aumentar hasta

los niveles basales.
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2.4.3. SOBRECARGA DE BH4

Antes se utilizaba esta prueba unicamente en las deficiencias de sintesis o de

regeneracion del cofactor pero tras los estudios de Kure ¥

, en los que se constato
que algunos pacientes PKU responden a la sobrecarga de BH4, se practica en todos

los pacientes con hiperfenilalaninemia que precisen tratamiento.

El test de sobrecarga de BH4 permite asi identificar a los pacientes PKU que
responden a la administraciéon de BH4. Esto es importante ya que en estos pacientes
la administracion de BH4 disminuye los niveles sanguineos de Phe, o incluso puede

llegar a normalizarlos *”.

La mayoria de protocolos de test de sobrecarga de BH4 que se utilizan para
diagnosticar la respuesta a la BH4, se han descrito con dosis iniciales de 10-20

mg/kg de sapropterina®>.

Una concentracion plasmatica de 400 umol/L al
comienzo del test se considera un punto de corte razonable para poder observarse un
efecto clinico sustancial de la medicacion, si bien es cierto, que limites mas bajos
pueden ser también valorables para los pacientes mas jovenes. Una reduccion de la
Phe sanguinea del 30% se considera una respuesta positiva al tratamiento; aunque se
reconoce en ficha técnica la libertad del médico prescriptor para individualizar el
punto de corte a partir del cual considera la respuesta positiva en funcion de cada
caso individual. Si los niveles sanguineos de Phe se encuentran entre 360 y 400

umol/L, se miden de nuevo los niveles de Phe y se comprueba la tolerancia a la Phe

antes del test de sobrecarga con BH4.

La respuesta a la BH4 es mas habitual en las formas mas moderadas, que son
debidas a mutaciones de la PAH en las que esta enzima tiene todavia una actividad

residual ©%37,

La tasa de respuesta a la BH4 varia, y los respondedores lentos (pacientes que
no responden con una reduccion sustancial en los niveles sanguineos de Phe dentro
de las 24 horas de iniciada la sobrecarga), suponen un 20-30% del total de

35,38
respondedores ©3°% .

13
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El protocolo propuesto por el grupo de trabajo europeo®™® propone

administrar una dosis de sapropterina a 20 mg/kg y medir los niveles sanguineos de
Phe a las 8, 16 y 24 horas. Si se observa descenso de la Phe sanguinea > 30%, se
considera positivo. Con ello se consigue identificar a los respondedores iniciales a
BH4. Se puede en las siguientes 24 horas, realizar un segundo test a los pacientes no
respondedores (descenso de los niveles sanguineos de Phe <30%), administrandosele
otra dosis de sapropterina a 20 mg/kg y si se observa descenso de la Phe sanguinea
>30% se considera positivo. Con este segundo test se consigue por lo tanto

identificar a los respondedores lentos.

2.5.TRATAMIENTO DE LA PKU
2.5.1.TRATAMIENTO DIETETICO

Hasta hace relativamente poco tiempo, el tnico tratamiento disponible para la
PKU era el dietético, fundamentalmente en las etapas criticas del desarrollo™ .El
tratamiento de la PKU ha de realizarse durante toda la vida, y no solamente durante
la infancia. El abandono del tratamiento tras la infancia puede dar lugar al desarrollo
de alteraciones neuropsicologicas®”. Se sabe que el cumplimiento terapéutico suele
ser adecuado durante la infancia, sin embargo se ha publicado la dificultad de

mantener dicha adherencia terapéutica en la adolescencia y vida adulta®”.

La dieta restringida en proteinas naturales que deben seguir los pacientes
PKU implica que deben evitar alimentos con alto contenido en Phe como la carne,
pescado, huevos, pan convencional y frutos secos; asi como alimentos o bebidas
que contengan aspartamo. Los alimentos con contenido en Phe superior a 30mg
(>1800umol)/100g de producto, como las patatas, espinacas, brocoli, guisantes,
platanos, productos lacteos u otros alimentos con proteinas de alto valor bioldgico

(PAVB) deben ser controlados para cuantificar la ingesta dietética de Phe'*".
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Los alimentos naturales con bajo contenido en fenilalanina, inferior a 30mg
(<1800pmol) /100g de producto, como ocurre con varias frutas y verduras, son

habitualmente de libre administracion.

La leche materna estd claramente indicada para cubrir los minimos
requerimientos proteicos y se puede considerar como un alimento con cantidades
relativamente bajas de Phe, comparado con la leche de formula, sumado a los ya
conocidos beneficios de la lactancia materna®?. La importancia de la lactancia
materna en la PKU se refuerza por su perfil nutricional, con una ratio Phe/Tyr 6ptima
y la cantidad de 4acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LCPUFAs),
particularmente 4cido araquidonico (AA), que influye positivamente en el
crecimiento y en el desarrollo funcional cerebral®”.Una aproximacién inicial podria
ser permitir la ingesta de 300-400 mL de leche materna al dia, sin dejar de lado la
importancia de la monitorizacion estrecha de la tolerancia a la Phe de cada individuo
concreto™”. La utilizacion de la lactancia materna es menos comiin en los nifios PKU

que en el resto de la poblacion™®.

Es preciso asegurar el adecuado aporte proteico global diario. Para ello se
administran férmulas de aminodcidos exentas de Phe (Phe-libre) y suplementadas
con Tyr. Ademas suelen estar enriquecidas con vitaminas, oligoelementos y acidos

grasos esenciales.

Existen formulas Phe-libre disefiadas para nifos entre 0 y 12 meses y para
mayores de un afio, adolescentes y adultos. Dentro de cada grupo existen diferentes
tipos de productos, con diferentes composiciones***”. Esto supone una ventaja al
proporcionar al paciente la opcion de elegir el producto que mejor se cifia a sus
necesidades y/o gustos. Las mejoras en los ultimos afios con respecto a la
palatabilidad, presentacion y composicion nutricional de estas formulas ha mejorado

el cumplimiento de la dieta en los pacientes PKU.

La dieta indicada en los pacientes PKU consta asi mismo de una serie de
ventajas y limitaciones derivadas del bajo aporte de alimentos de origen animal,

o . 44 .
similares a las que se producen en las dietas veganas*?. Por un lado, los beneficios

15
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serian los niveles mas bajos de grasas saturadas, colesterol y proteinas animales; asi
como niveles mayores de carbohidratos, fibra, magnesio y potasio. Por otro lado las
limitaciones, como el bajo aporte de micronutrientes, entre los que se incluyen las
vitaminas A, C y E, selenio, coenzima Q10, vitamina B,, B¢ y B2, folatos (cuyo
déficit puede elevar en sangre los niveles de homocisteina, aumentando entre otros,
el riesgo cardiovascular), hierro, zinc, carnitinas y LCPUFAs. Estos déficits son
incluso mas importantes en los pacientes PKU deficientemente nutridos que en los

veganos, ya que estos ultimos si pueden incluir en su dieta cereales y frutos secos.

En el caso concreto de los LCPUFAs (AA:C20:4n-6 y 4acido
docosahexaenoico o DHA:C22:6 n-3), hay que tener en cuenta su importancia en

“®  Existen estudios que demuestran que el

cuanto al desarrollo neurologico
desarrollo visual de los nifios alimentados con leche materna es mejor que los
alimentados con formula artificial, debido precisamente al mayor aporte de
LCPUFAs presente en la leche materna®”. Por lo tanto, dado que en los pacientes
PKU la ingesta de LCPUFAs es menor, es importante la suplementacion con estos
acidos grasos, especialmente con DHA, de las formulas disefiadas para estos
pacientes. Esta suplementacion ha demostrado mejorar el desarrollo visual de estos

pacientes®®".

Con respecto a los antioxidantes, como se explico en el apartado de
fisiopatologia del dafio neuroldgico de la PKU, el estrés oxidativo juega un papel
importante en dicho deterioro. La dieta restrictiva de los PKU puede llevar a un
aumento del estrés oxidativo como resultado de la deficiencia de selenio® o del
coenzima Q10®%. Es importar seguir en estos pacientes el estado antioxidante,

corrigiendo sus posibles déficits de selenio, vitamina E, etc.
2.5.1.1. REQUERIMIENTOS PROTEICOS

La dosificacion de las formulas Phe-libre con mezcla de aminoécidos o de los
sustitutivos proteicos se determina por la tolerancia individual a la Phe y el
requerimiento proteico total. La ingesta de proteinas totales serd igual a la suma de

proteinas naturales, mas la ingesta de mezcla de estos aminoacidos.
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Existe todavia controversia sobre la cantidad diaria de proteinas totales, y mas
concretamente, de sustitutivo proteico que deben ingerir los pacientes PKU. Las

guias britanicas®"

recomiendan ingesta de cantidades elevadas de aminoacidos, de
tal forma que en los mayores de 2 afios, se sugiere que el aporte adecuado seria de
2g/kg/dia, basdndose en que la asimilacion y digestion de los aminoacidos libres es
diferente que la de las proteinas. En un estudio cruzado, controlado y

randomizado®>

, en el que participaron 25 pacientes PKU, con edades comprendidas
entre 2 y 10 afios, se comparo la administracion de dosis altas de sustitutivo proteico
(2 g/kg/dia), con la de dosis mas bajas (1,2 g/kg/dia). Se comprobd que dosis
mayores del sustituto proteico contribuyen a disminuir las concentraciones
sanguineas de Phe. Se plantean como hipotesis que justifiquen este resultado la
mayor ingesta concomitante de carbohidratos y grasas, lo que aumenta la energia
aportada total y disminuye el riesgo de catabolismo proteico, con lo que disminuye la
liberacion de Phe endogena al torrente sanguineo.

56 que

La otra corriente es la seguida en EEUU y algunos paises europeos
sostienen que no hay motivos por los que los niflos PKU deban requerir mayores
aportes diarios de proteinas que los nifios sanos. Esto enlaza con el hecho de que

estudios en adultos han encontrado®”>®

que la absorcion en el intestino de la mezcla
de aminoécidos es diferente a la de las proteinas intactas. Las pérdidas de nitrogeno
son menores con las proteinas intactas que con las mezclas de aminodcidos, y se
destinan mds a la sintesis proteica que los aminodcidos, que se destinan mas a la

oxidacion que a la sintesis proteica.

Un paso intermedio consiste en aplicar en estos pacientes un factor de 1,2
como incremento compensatorio (se multiplican las recomendaciones proteicas
diarias de los individuos sanos por 1,2 siendo la resultante las recomendaciones

proteicas totales de los PKU).

Las recomendaciones de proteinas totales en los PKU se basan en las
recomendaciones de ingesta proteica de los individuos sanos. Aunque en realidad no

existen de momento estudios totalmente concluyentes en cuanto a demostrar que

17
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estos pacientes precisen compensatoriamente mayores cantidades de proteinas totales

. o] 59,60
a expensan de las mezclas de aminoacidos®*®?,

Por otro lado, la composicion de las mezclas de aminoacidos ha sido poco
valorada. El perfil de aminoacidos de estas formulas estd basado en el de la leche
materna. Cada férmula hace determinadas variaciones sobre dicho perfil, lo que
puede influir sobre su biodisponibilidad. Sin embargo, no existen estudios que

comparen las tasas de absorcion y biodisponibilidad de las diferentes formulas.

2.5.1.2 REQUERIMIENTO DE Phe

Los requerimientos de Phe en los pacientes PKU son muy bajos, siendo
dificil determinar las necesidades exactas de Phe en PKU. Pencharz propuso que los
requerimientos en los pacientes PKU eran inferiores a los de la poblacion general, ya
que en los pacientes PKU no hay las pérdidas de Phe al no hidroxilarse ésta para
convertirse en Tyr®”. Dicha hidroxilacién se estima que comporta el 26% de los

requerimientos de Phe en adultos jovenes®?.

En los pacientes PKU la tolerancia individual a la Phe de la dieta esta influida
por la tasa de hidroxilacion in vivo de la Phe, el catabolismo proteico neto, la tasa de
energia no proteica ingerida, la velocidad de crecimiento, la edad, el sexo, la
cantidad diaria de aminoécidos Phe-libre ingeridos, el tratamiento con BH4 y el

embarazo®”.

Se ha demostrado que hay una relacién clara entre la tolerancia a la Phe a los
2 afios y a los 10 afios de edad®, aunque se desconoce la asociacion entre la
tolerancia a esta edad y la tolerancia a edades mds tardias, en donde las
concentraciones objetivo de Phe en sangre son mas laxas. Es necesario, de todas
formas, evaluar la tolerancia a la Phe de todos los pacientes de forma periodica,
sobre todo, en los momentos de crecimiento rapido o en los que se lleven a cabo

cambios en el tratamiento.
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2.5.1.3.REQUERIMIENTO DE Tyr

Debido a que la Tyr es un aminoacido esencial en los PKU, es fundamental
su suplementacion en la dieta. La Tyr es un precursor de neurotransmisores
catecolaminérgicos (dopamina, adrenalina y noradrenalina), tirosina y melanina. Los
requerimientos de Tyr en nifios PKU entre 6 y 9 afios se estiman en 16,3 a 19,2
mg/kg/dia®.La Medical Research Council Working Party on Phenylketonuria
MRC®? recomendd que los sustitutivos proteicos aporten 100-120 mg/kg/dia de Tyr,

que es 5 veces la cantidad recomendada para los nifios no-PKU®?.

2.5.1.4. SUSTITUTIVOS PROTEICOS

Los sustitutivos proteicos, como se ha comentado previamente, se
recomiendan en todos los pacientes PKU subsidiarios de tratamiento dietético.
Aportan un porcentaje elevado de los requerimientos dietéticos, habitualmente en
forma de L-aminodcidos, y ademas constituyen practicamente su Unica fuente de
Tyr'®. Las funciones de estos suplementos son varias, incluyendo la no aportacion
de Phe, el aumento de la retencion de nitrégeno y el aumento de la tolerancia de
Phe®. Clasicamente, el cumplimiento de los pacientes respecto a la ingesta de estas

(65)

formulas fue bajo”’, aunque la palatabilidad y presentacion hayan mejorado los

resultados en los tltimos afios™".

La dosificacion diaria de las mezclas de aminodcidos/sustitutivos proteicos
también es un factor clave. Se sabe que algunos pacientes toman todos los
sustitutivos proteicos en una o dos dosis diarias aunque las recomendaciones actuales
indiquen lo contrario, pues esta mala practica se asocia a cambios rapidos en la Phe
plasmatica, aumento de la excrecion de nitrégeno, mayor oxidacion de los

aminoacidos y mayor pérdida urinaria de los mismos®®”.

Se recomienda habitualmente administrar el sustitutivo proteico repartido en
tres o cuatro tomas diarias. En un estudio que analizé el momento de administrar

dichos sustitutivos con el fin de reducir la variabilidad en los niveles sanguineos de
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Phe, se encontr6 que su administracion en tres o cuatro dosis equitativas a lo largo de
14 horas del dia, resultaba en una escasa variabilidad de los niveles de Phe en sangre

a lo largo de las 24 horas del dia®".

2.5.2. NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS EN LA PKU
2.5.2.1. TETRAHIDROBIOPTERINA (BH4)

Tras iniciarse el tratamiento dietético en los pacientes PKU, se descubri6 al
poco tiempo que un porcentaje pequeiio de alguno de ellos, respondian peor a dicho
tratamiento, pese a un control adecuado de los niveles sanguineos de Phe.
Posteriormente se descubridé que estos pacientes lo que presentaban era una
deficiencia de BH4 debido a una alteracion en la sintesis o en el reciclaje de dicho
cofactor®?. A partir de entonces se desarroll6 el test de sobrecarga de BH4 con el
objetivo de distinguir a los pacientes con alteraciones en el metabolismo de la BH4,
de los pacientes con déficit en la actividad de la PAH"". En el afio 1999 se
produjeron dos cambios fundamentales: se aumento la efectividad de la BH4 gracias
a un cambio en su formulacion; asi como un aumento en su dosificacion de 10 a 20
mg/kg de peso. Esto permitié detectar a un tercer grupo de pacientes, los llamados
respondedores a la BH4. Este grupo, no tenian ni un defecto en el metabolismo de la
BH4 ni un déficit de este cofactor, pero en ellos se producia un aumento en la

actividad in vivo de la PAH.

Desde entonces se han ido encontrando pacientes respondedores a la
BH4%#%%) siendo la mayoria pacientes con déficits de actividad de PAH leves o
moderados. De todas formas, algunos pacientes con una mutacion en el gen de la
PAH, que resulta en una ausencia clara de actividad enzimatica, pueden llegar a
presentar respuesta a la BH47?; de ahi la importancia de realizar el test a todos los
pacientes PKU independientemente del fenotipo, siendo conscientes de la menor

probabilidad de respuesta en los mas severos.

La introduccion del tratamiento con BH4 en los pacientes respondedores

permite cierto grado de liberalizacion de su dieta, al aumentar la tolerancia a la Phe,
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siendo posible en un grupo pequefio de pacientes la liberalizacion completa de la
misma. Aproximadamente un 20-30% de los pacientes PKU han alcanzado un 30%
de reduccion de los niveles sanguineos de Phe con el diclorhidrato de sapropterina

: ., . 31,32,36,73,74
(saproterina) o con la formulacion previa de BH4®!323673:74)

La sapropterina es la forma sintética y biologicamente activa del cofactor
BH4, Kuvan® (Merck Serono, Geneva, Switzerland; BioMarin Pharmaceutical, Inc.,
Novato, CA, USA), y la nica féormula registrada disponible para ser prescrita. En
Espafia el Ministerio de Sanidad autorizé este farmaco en el afio 2009. No se han

(35)

registrado por su utilizacién efectos secundarios importantes™ , entre los efectos

secundarios descritos: cefalea, infecciones de tracto respiratorio superior y

. 3
I'lIlOI’I'ea(7 ).

La autorizacion actual en Europa de este fdrmaco, como medicamento
huérfano, es a partir de los 4 afios de edad. No obstante ya hay varias publicaciones
en donde se constata su eficacia igualmente en los primeros afios de la vida sin que

. . . 5.76
se hayan descrito efectos secundarios importantes”> 7.

2.5.2.1.1. AJUSTE DE LA DIETA EN PACIENTES CON BH4

El grado de liberalizacion de la dieta dependerd de la tolerancia a la Phe y los

niveles de Phe sanguineos objetivos de cada paciente concreto.

Cualquier aumento en la ingesta dietética debe ser estrictamente
monitorizado, vigilando los niveles sanguineos de Phe y ajustando la dosis de
sapropterina si procede. Existen varios protocolos con el fin de orientar sobre coémo
realizar el aumento de la Phe en la dieta: Lambruschinii y cols”” sugerian una
aumento de la ingesta de Phe de 200 mg al dia durante una semana, en pacientes con
PKU leve o moderada. Singh y cols"”® proponen la introduccion de 10 mg/kg/dia de
sapropterina; aunque una forma de introduccion mas conservadora consistiria en una
dosis estandar adicional de 100 mg/dia, en combinaciéon con la monitorizacion
regular de los niveles de Phe sanguinea. La Phe de la dieta deberia irse aumentando

de forma sistematica cada 7 dias, hasta que las concentraciones de Phe sanguineas
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alcancen los limites tolerables. Tras cada nuevo ajuste dietético se deben determinar
los niveles de Phe sanguineos. Algunos pacientes pueden presentar un aumento mas
retardado en los niveles de Phe, por lo que resulta un desafio establecer la tolerancia

definitiva a la Phe cuando la Phe adicional se afiade rapidamente.

Una vez alcanzada la tolerancia maxima con la dosis de BH4 elegida y segin
lo que interese en cada caso, se puede intentar reducir la dosis de BH4 o aumentarla

y observar si con ello se consigue aun mayor tolerancia.

Los pacientes capaces de tolerar una dieta normal podran suspender el
producto proteico sin fenilalanina, pero la mayoria de los pacientes van a requerir
una pequeia cantidad. De hecho varios expertos consideran que el sustitutivo

proteico debe de continuar administrandose”®

, debido al papel importante que
desempefia en estos pacientes: descenso de las concentraciones plasmaticas de
Phe "%, aporte dietético de Tyr y aporte de acidos grasos esenciales y DHA. El
sustitutivo proteico cobra todavia mds relevancia durante enfermedades
intercurrentes, para facilitar durante dichos procesos el control de los niveles de Phe
en sangre. También resulta esencial que los pacientes contintien habituados al uso y
sabor de estos productos para cuando sea precisa su utilizacion (durante

enfermedades, embarazo o cuando el tratamiento con sapropterina no pueda ser

continuado).
2.5.2.2. GLICOMACROPEPTIDO (GMP)

El GMP es una proteina derivada del suero lacteo, rica en aminoacidos
esenciales especificos, con la particularidad de que es la unica proteina natural
conocida cuya forma purificada no contiene apenas ningiin aminoacido aromatico
(Tyr, Trp y Phe). Esto posibilita una fuente proteica alternativa para los pacientes
PKU, siempre y cuando se suplementen los demds aminoacidos aromaticos que no

@9 Por otro lado, las concentraciones de aminoacidos neutros de cadena

son Phe
larga (LNAA: isoleucina y treonina), son de dos a tres veces superiores en el GMP,
comparado con otras proteinas de la dieta®". Gracias a las altas concentraciones

sanguineas alcanzadas de LNAA con la ingesta de GMP, se ha demostrado en
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estudios en modelos con ratones PKU, que la GMP no s6lo disminuye los niveles de
Phe en sangre, sino también en gran medida en el tejido cerebral, debido
probablemente a la inhibicion competitiva del transporte de Phe a través de la barrera

hematoencefalica que consiguen los LNAA®?.

Pero la ventajas mas notorias del GMP se derivan de su estabilidad con el
calor, su solubilidad en medio acido, y la posibilidad de presentarse como gel o
espuma®". Todo ello permite que puedan realizarse una gran variedad de alimentos
y bebidas, con el objetivo de mejorar el sabor y la variedad en la dieta de los PKU.
En un estudio reciente realizado con 11 pacientes PKU, la dieta con GMP fue
preferida a la dieta con mezcla de aminoacidos™. La importancia de este hecho
radica en que esta proteina puede ayudar a mejorar el cumplimiento dietético durante
la adolescencia y la edad adulta, momentos en los que ésta se sabe que es mas dificil.
La mejoria en el cumplimiento terapéutico mas alld de la infancia, evita el deterioro
neuropsicologico que se produce con el abandono de la dieta a estas edades, asi

como puede ayudar a evitar las consecuencias sobre el feto de la PKU materna.

2.5.2.3. AMINOACIDOS NEUTROS DE CADENA LARGA (LNAA)

Los LNAA son la Phe, Tyr, Trp, treonina (Thr), metionina, valina, isoleucina,
leucina e histidina. En los individuos sanos, todos estos aminodacidos, salvo la Tyr,
son esenciales. En los pacientes PKU, debido al stop en la transformacion de Phe en

Tyr, la Tyr también es un aminoacido esencial.
El tratamiento con LNAA surgié como una alternativa a la restriccion de Phe
ya en el afio 1953®%, basandose inicialmente en la competicion de estos aminoacidos

con la Phe por el transportador en el intestino y/o en la barrera hematoencefalica.

Con el tiempo los objetivos del tratamiento con LNAA se han ido

extendiendo:
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La reduccién de los niveles cerebrales de Phe®*%Y

, por el mecanismo
previamente mencionado de competicion del resto de aminoacidos LNAA con la
Phe por el transportador a través de la barrera hematoencefalica

La reduccion de los niveles sanguineos de Phe®®: el transporte de los LNAA no
solo ocurre a través de la barrera hematoencefalica, sino también a nivel de la
barrera intestinal. En un estudio realizado en 2006 se demostré una reduccion
superior al 50% en los niveles sanguineos de Phe en 11 adultos que recibieron
suplementos de LNAA de 0,5-1 g/kg/dia®”.Ademas, si la reduccion de la
absorcion intestinal de Phe es la que explica en este caso la reduccion de los
niveles sanguineos de Phe, la suplementacion con Thr a 50 mg/kg seria
suficiente para reducir un 20-50% la concentraciéon sanguinea de Phe®”. No
obstante, de momento ninguno de los estudios llevados a cabo con LNAA han
cuantificado la cantidad de proteinas naturales y totales ingeridas por los
pacientes participantes en los mismos, lo que limita su utilizacion en la practica

clinica en la actualidad.

El aumento de la sintesis cerebral de neurotransmisores: las concentraciones
elevadas de Phe en sangre producen un descenso en la concentraciéon de
neurotransmisores (explicado ya en el apartado de la etiopatogenia de la PKU).
En los pacientes con dietas no restrictivas en proteinas naturales, la
suplementacion con Tyr y Trp mejora el metabolismo de los

neurotransmisores %%

, sugiriéndose asi que el tratamiento clasico podria ser
sustituido por una combinacion de Tyr y Trp. Sin embargo, estudios posteriores
con suplementacion con dosis altas de Tyr y su metabolito L-dopa, no

encontraron resultados positivos en este sentido®*”".

Elevacioén a nivel cerebral de las concentraciones de LNAA exceptuando la
Phe®®" esta hipotesis se basa en la importancia que tiene para el metabolismo
proteico cerebral, mantener adecuadas concentraciones de LNAA, en vez de
basarse en el descenso de la concentracion de Phe cerebral. Segln esta teoria, al
suplementar con LNAA, dado que comparten el mismo sistema de transporte

que la Phe para entrar en el cerebro, ademds de conseguirse una menor
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concentracion cerebral de Phe, se consigue fundamentalmente, aumentar la

llegada de LNAA al cerebro, mejorando asi el metabolismo proteico cerebral.

El tratamiento con LNAA es una alternativa al tratamiento dietético
convencional en los PKU. Existen dos estrategias terapéuticas en el uso de los
LNAA. Por un lado una dieta con ingesta de proteinas naturales siguiendo las RDA y
suplementada con LNAA; y por otro lado, la terapia convencional (restrictiva en
proteinas naturales) combinada con suplementos de LNAA. Existen ademas otras
variantes en las que la suplementacion se hace con un Unico aminodcido LNAA,
como la Tyr, el Trp o la Thr, basandose cada una de ellas en las diferentes teorias

sobre la utilidad de los LNAA expuestas previamente.

2.5.2.4. FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL)

La PAL es una enzima de origen vegetal, capaz de degradar la Phe (sin
sintetizar Tyr), pero es mas estable que la PAH y no requiere de ningtn cofactor. La
PAL pegilada (PEG-PAL), es una nueva formulacion de PAH que esta siendo
sometida en la actualidad a varios ensayos clinicos. Recientemente, en ratones PKU,
la PEG-PAL administrada por via oral mostr6 resultados prometedores con una
reduccion media de los niveles sanguineos de Phe del 40%, sin efectos secundarios
importantes””. Por ello, aunque esta todavia en estudio, la terapia con PAL oral
podria ser un tratamiento T1til en los pacientes PKU, probablemente de forma

conjunta con la dieta, independientemente del genotipo de la PAH.

2.6. SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES PKU
2.6.1 MONITORIZACION DE LOS NIVELES SANGUINEOS DE Phe

Existe un acuerdo generalizado sobre la necesidad de realizar una
monitorizacion rigurosa de los niveles de Phe y mas frecuente en los nifios de menor
edad, pero las recomendaciones sobre las concentraciones objetivo de Phe difieren a

veces entre los diferentes Centros“****>. (Tabla 1).
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En un estudio llevado a cabo con pacientes PKU diagnosticados precozmente

por cribado neonatal®®

se demostr6 un descenso gradual en el coeficiente intelectual
(CI) en relacion con aumentos progresivos de la Phe sanguinea en los primeros
cuatro anos de vida. Sugieren la importancia de mantener los niveles sanguineos de
Phe por debajo de 360 pumol/L en los primeros afios de vida. Niveles medios de Phe

sanguinea de 650 umol/L, resultaron en un descenso de 11 puntos del CI.

El efecto producido por la Phe en el cerebro no es solamente consecuencia de
niveles elevados de Phe de forma constante, sino que también refleja la variabilidad
en la Phe sanguinea, que puede afectar a la funcion cognitiva. Esta variabilidad,
puede estar relacionada no solo con la ingesta de Phe, sino también con la

distribucion del sustitutivo proteico a lo largo del dia®”.

Con respecto a los adolescentes y adultos, hay evidencia de que algunas
alteraciones neuropsicologicas pueden aparecer si no se controlan bien los niveles de
Phe a estas edades”™. La elevacion permanente de los niveles de Phe puede
producir déficits en funciones ejecutivas, velocidad de procesamiento mental y
control motor fino. Las anormalidades neuroldgicas como el temblor y Ia
espasticidad, asi como problemas de tipo psiquidtrico/emocional, pueden también

presentarse.

Australia Reino Unido USA Hungria  Alemania Turquia Francia

0-2a <350 <300 <360 <360 <360 <240 <240 <300 <240

3-6a <400 <360

7-9 a <480 <480

10-12 a <450 <600 <900 <600 <600 <480

13-15a <700 <600 <900 <600

>16 a <900 <600 <1200 <900 <1200 <900
(<14 a)

Tabla 1. Limites superiores de las concentraciones objetivo de Phe (umol/L)
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recomendada para el tratamiento de PKU en diferentes paises’ . a: afios.

2.6.2. FRECUENCIA DE LA MONITORIZACION DE LA Phe SANGUINEA

La interpretacion de un valor puntual de Phe sanguinea no es siempre reflejo
del control metabodlico de un paciente dado. Algunos factores como las infecciones,
las variaciones inter- e intradiarias en las concentraciones sanguineas de Phe, la
ingesta energética, la dosis y distribucion a lo largo del dia del sustitutivo proteico, la
ingesta de proteinas naturales y la velocidad de crecimiento, pueden afectar a la

interpretacién de los resultados®”'*”. Las guias britanicas®?

recomiendan que la Phe
sea monitorizada al menos una vez a la semana hasta los 4 afios de edad,
bisemanalmente hasta los 10 afios y mensualmente desde los 10 afios en adelante.
Asi mismo, dichas guias indican que la recogida de la muestra sanguinea sea a
primera hora de la mafana, en ayunas, que es el momento en el que se alcanza el

pico plasmatico de Phe.

La muestra de sangre se recoge habitualmente en el papel absorbente, y se
realiza en plasma cuando se deseen conocer los niveles de otros aminoécidos, como

Tyr (al menos 2 veces por afio).

2.6.3 MONITORIZACION DE LA CONCENTRACION SANGUINEA DE Tyr

Los valores de referencia para las concentraciones plasmaticas de Tyr varian
entre 35 y 102 wmol/L para los diferentes grupos de edad y sexo, medidos a primera
hora de la mafiana tras ayuno nocturno'’’. Desde los comienzos del tratamiento de
la PKU en 1954, se ha afiadido Tyr a los sustitutivos proteicos en una concentracion
igual a la Tyr contenida en la leche materna®. Esta suplementacion con Tyr aminora
o incluso evita los sintomas relacionados con el déficit de atencion e hiperactividad y

la depresion en esta poblacion**'%,

Los estudios realizados en los marcadores bioquimicos asociados con

trastornos de las habilidades cognitivas, en nifios con PKU diagnosticada y tratada

27



Tesis doctoral Introduccién

28

precozmente, siguen centrados en la Phe de forma exclusiva, pese a que hay datos
experimentales que demuestran que una ratio Phe/Tyr elevada se asocia mas con
estas alteraciones que los niveles de Phe por si solos. Una ratio Phe/Tyr elevada se
cree es nociva para las funciones cerebrales porque conduce a una reducciéon de la

sintesis de dopamina cerebral'*?.

2.7. COMPLICACIONES DE LA FENILCETONURIA
2.7.1 NEUROLOGICAS/NEUROPSIQUIATRICAS

Los adultos con PKU que fueron tratados desde la infancia temprana, tienen
una inteligencia normal, pero sus puntuaciones en los test neuropsicologicos son
inferiores a los de la poblacion general, sus padres y sus hermanos no afectos de
PKU"". Algunas funciones neurologicas, como la velocidad motora, el lenguaje y
algunos aspectos de la memoria se desarrollan con normalidad en los pacientes PKU
tratados. Sin embargo, funciones como el razonamiento abstracto, funciones
ejecutivas y la atencion, han sido identificadas como 4areas mas débiles en estos

pacientes“%).

Se ha demostrado que pacientes PKU adultos que seguian el tratamiento
dietético de forma continuada, pero que habian relajado su dieta, presentaban
anormalidades en la sustancia blanca visibles en la resonancia magnética
RM)""1%® que se consideran secundarias a una reduccion de la mielina'®. Estas
anormalidades desaparecen al reintroducir una dieta estricta. La hipdtesis que puede
explicar estos hechos consistiria en que las concentraciones elevadas de Phe influyen
negativamente en la sintesis de Phe y en su mantenimiento; lo que Joseph y Dyer

pudieron demostrar en ratones''”.

Investigaciones neurologicas llevadas a cabo en adultos PKU tratados
precozmente en la infancia, pero que en la vida adulta han suspendido la dieta,
revelan una incidencia elevada de signos neuroldgicos menores, incluido el temblor,
reflejos osteotendinosos exaltados y coordinacion motora torpe"'*''V. Son raros los

casos en los que el deterioro neurologico es muy severo tras interrumpir la dieta,
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pero puede ocurrir"'?; siendo los sintomas muy similares a los que aparecen en los

PKU no tratados (paresia espastica, epilepsia, ataxia, temblor...).

2.7.2 PROBLEMAS PSICOLOGICOS

Se han publicado casos de pacientes adultos con inteligencia normal, que tras
suspender la  dieta  restrictiva en  Phe, desarrollaron  problemas
psiquiatricos/psicolégicos, incluyendo depresion, ansiedad, aislamiento social,

. . . . i . (112,113
agorafobia, baja autoestima, comportamiento neurdtico y otras fobias''>'"?,

Los niveles elevados de Phe en sangre producen alteraciones en la
neurotransmision, al ocasionar un déficit tanto de serotonina como de dopamina. Se
ha demostrado una mejoria clinica en individuos PKU deprimidos tratados con

LNAAMY,

2.7.3 DEFICITS VITAMINICOS

Los individuos PKU que han abandonado la dieta restrictiva en Phe y ya no
toman los sustitutivos proteicos, suelen seguir una dieta en la que por hébito previo
toman menos productos proteicos, como los productos de origen animal. Esto lleva a
que presenten mas predisposicion a déficit de vitamina By, Bg, acido folico y

hierro"'®. El déficit vitaminico de B, es el mas frecuente.

La vitamina B;; no estd implicada en el catabolismo de la Phe, ni el
metabolismo de la B, se ve afectado por niveles elevados de Phe sanguinea. Pero la
principal fuente de vitamina Bj, son los huevos, la carne, el pescado, la leche y los
derivados lacteos; todos ellos alimentos ricos en proteinas, y por lo tanto, evitados
por los pacientes PKU. Por ello, como se ha expuesto previamente, si los pacientes
no toman los sustitutivos proteicos, que estan enriquecidos con vitaminas y
oligoelementos, presentaran un déficit carencial de los mismos; lo que ocurre con
mucha menos frecuencia en los pacientes que llevan una dieta menos estricta pero
siguen tomando los sustitutivos proteicos o los pacientes que contintian con la dieta

estricta%).
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Para prevenir el déficit de B, en estos pacientes, es importante que aquellos
que estén siguiendo una dieta restrictiva en proteinas naturales tomen suplementos de
vitamina Bi,. En el caso de que tomen los sustitutivos proteicos, esta suplementacion

no seria necesaria por ir ya incluida en el producto.

El déficit de By, puede cursar con un amplio abanico de sintomas como
neuropatia, degeneracion subaguda combinada medular, glositis, anemia
megaloblastica, demencia y alteraciones psiquiatricas como la depresion y trastornos
psicoticos"'?). Las manifestaciones clinicas del déficit de B, aparecen generalmente

~ , . . . . 11
afios después del comienzo de una ingesta inadecuada de la misma‘'”.

Los niveles séricos de Bj, se correlacionan mal con el déficit de Bj, en los
tejidos. Y dado que el déficit de B, se asocia con frecuencia al déficit de hierro en
los pacientes PKU, los parametros hematoldgicos como el volumen corpuscular
medio (VCM) de la hemoglobina, no son buenos indicadores en este caso. Lo
recomendable es monitorizar el metilmalonico en plasma u orina, junto con la
homocisteina total plasmatica, que se encuentran elevados en los estados carenciales

de By, (Figura 6).
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Figura 6. Metabolismo de la Vitamina B,

2.7.4 DEFICIT DE Phe

Hanley publicé hace afios los sintomas secundarios al déficit de Phe!''®.
Entre ellos describia letargia, anorexia, alopecia, rash perianal, etc y aminoaciduria
generalizada. Los dos grupos de pacientes PKU con mayor riesgo de presentar déficit
de Phe, son los nifos pequefios y las embarazadas. En los nifios de menor edad puede
suceder que rechacen los suplementos proteicos por su mal sabor, quedandose asi sin
fuente de Phe. Y en el caso de las embarazadas, sobre todo en el tercer trimestre, al
metabolizar el higado fetal la Phe materna y a su vez, aumentar los requerimientos de

Phe por parte del feto, pueden quedarse bajo minimos sus niveles sanguineos de Phe.
2.8. FENILCETONURIA MATERNA

Para las mujeres PKU o con HPA, que planeen quedarse embarazadas, la
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dieta restrictiva en Phe es imprescindible, debido al efecto teratogénico de la Phe
materna en el feto, causando el Sindrome de fenilcetonuria materna (SPKUM) o
embriopatia por PKU. Este se caracteriza por: retraso mental, dificultades del
aprendizaje, dismorfias faciales, microcefalia, retraso del crecimiento intrauterino, y

. , 119,120
malformaciones cardiacas''>'??,

Menos frecuente: fisura palatina, atresia de
eso6fago, malrotacion intestinal, extrofia vesical, defectos oculares. Hay mayor

nimero de abortos espontaneos.

La sintomatologia clinica es debida a que la fenilalanina, con un gradiente
activo a través de la placenta de 1:1.7 a 2, compite por el transporte placentario de
otros aminoacidos neutros de alto peso molecular y afecta al desarrollo fetal por
mecanismos patogénicos desconocidos, aunque existe una hipotesis de que pudiera

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

Este gradiente materno-fetal, unido a la inmadurez hepatica del sistema de
hidroxilacion del feto y al hecho de ser heterocigotos obligados, que conlleva una
peor actividad enzimatica, determina la necesidad de que la embarazada PKU deba
mantener cifras inferiores de Phe a las recomendadas habitualmente para ella. Por
otro lado las concentraciones muy bajas de Phe pueden limitar la sintesis de
proteinas cerebrales en el feto y ser deficientes. Esto llevdo 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 de Phe en la madre se mantenga
entre 100-240 umol/L desde 3 meses antes de la concepcion y durante toda la
gestacion si la determinacion se hace por la mafiana en ayunas (Tabla 2). Con ello la
prevencion del SPKUM es muy seguro, aunque siempre persiste un riesgo

ligeramente mayor que en la embarazada sin hiperfenilalaninemia.
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Trimestre Phe

Edad (afos) (mg/dia)

10

200-600

Proteinas

(g/dia)

Introduccién

Calorias

(Kcal/dia)

200-600 4,5-7.0 >70 2.500
200-900 5,7-7,5 >75 2500
200-900 4,5-7 >70 2500
300- 5,7-7,5 >75 2500
1200
4,5-7 >70 2500
300-
1200

Tabla 2. Recomendaciones diarias de nutrientes en PKU materna.
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2.9. CRECIMIENTO

Un crecimiento dentro de los percentiles normales para la edad es una de las
principales preocupaciones y un punto importante a monitorizar, en el seguimiento
de los pacientes PKU. En la literatura, en proporcién a otros aspectos de esta
enfermedad, la poblacion de pacientes PKU ha sido poco estudiada con respecto al

crecimiento a largo plazo'?'.

En general, todos los estudios publicados hasta la actualidad sobre el
crecimiento en los pacientes PKU, son muy heterogéneos, la mayoria coinciden en
sefialar que los pacientes PKU tienden a presentar menor perimetro craneal (PC) y/o
talla, y/o aumento del peso corporal aunque existe variabilidad de resultados con

. : 122-125
respecto a este tema en los estudios publicados .

Algunos estudios han demostrado que existe un retraso de crecimiento
transitorio en nifos PKU en los primeros afios de vida, fundamentalmente desde el
nacimiento hasta los 3-5 afios"**'*Y). Las causas que se han propuesto para explicar
este fendmeno han estado centradas en las bajas concentraciones sanguineas de Phe,
déficit de Tyr o la ingesta deficiente de proteinas totales. Las dos primeras posibles
causas, no han sido demostradas"*". En teoria, la conclusién de que la ingesta de
proteinas totales no se relaciona con el crecimiento, no excluye la posibilidad de la
relacion entre crecimiento y la baja ingesta de proteinas naturales, que es lo que
ocurre en los pacientes PKU. En este sentido, un estudio reciente '*> que compara
el crecimiento a largo plazo de pacientes PKU con dieta restrictiva frente a pacientes
tratados con BH4 (mayor ingesta de proteinas naturales), no encuentran diferencias

entre ambos grupos, lo que indicaria que una mayor ingesta de proteinas naturales, al

contrario de lo que cabria pensar, no mejora el crecimiento en los pacientes PKU.

Otros estudios como el de Acosta y cols demuestran que los pacientes PKU

sometidos a tratamiento dietético, de entre 2 y 13 afios, presentaron un crecimiento

(127)

lineal normal"*®. E igualmente un estudio reciente de Bélanger-Quintana'?” revela

que el crecimiento y desarrollo fisico puede ser normal en los pacientes PKU.
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En lo que respecta al PC, se sabe que en nifios no PKU con bajo peso, su
crecimiento se correlaciona positivamente con la ingesta de proteinas naturales, en
mayor medida que la talla y el peso''*®. En realidad el PC, sobre todo en el primer
ano de vida, es un indicador del crecimiento cerebral. De hecho, se conoce la
correlacion entre microcefalia en nifios y el desarrollo de retraso mental'*”. Es por
ello, que dado que el desarrollo neuroldgico de los pacientes PKU no es todavia igual
al de los individuos sanos, el crecimiento del PC en los ninos PKU debe ser
monitorizado estrechamente y debe ser optimizado con el fin de alcanzar el méximo

CL

Los pacientes PKU, en varios estudios tienden a presentar sobrepeso, sobre
todo en EEUU. El fenémeno del rebote del Indice de Masa Corporal (IMC), que
consiste en un rebote en el IMC en torno a los 6 anos, ha sido descrito en la
poblacion general como un predictor de sobrepeso u obesidad posterior*”. Este

. . . . o 131
mismo fenémeno se aplica también en los nifios PKU?Y.

El estudio de Bélanger-Quintana observd asi mismo, una ganancia excesiva
de peso tras la pubertad en los pacientes con los fenotipos mas graves''*”. Por otro
lado, existen varias publicaciones que describen como este sobrepeso puede aparecer
ya en la infancia, al describir como los nifios PKU pesan mas que los nifios sanos'">"
139 Esta predisposicion a ganar mas peso en los PKU se ha asociado con una
alteracion en su composicion corporal (pocas proteinas corporales, es decir, poca
masa muscular), lo que resulta en una reduccion del consumo metabélico basal"*?.
Sin embargo, mdas recientemente, Huemer y cols, tras estudiar el crecimiento y
composicion corporal de nifios con PKU clasica, demostraron que el porcentaje de
masa magra corporal estaba dentro del rango normal para la edad y sexo de cada
paciente, pero demostraron, sin embargo, que existia una correlacion significativa

entre la masa magra y la cantidad de proteinas naturales ingeridas"*?.

El sobrepeso en los pacientes PKU podria estar asociado con un
cumplimiento terapéutico pobre!"*”. Los sustitutivos proteicos utilizados en EEUU

habitualmente contienen mads calorias que los utilizados en Europa, para el mismo
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contenido proteico; lo que puede explicar la mayor tendencia al sobrepeso en los

PKU estadounidenses.

Existen limitaciones importantes en el grueso de los estudios publicados. Esto
es debido a que en los ultimos afios se han producido cambios en las practicas
dietéticas pautadas en estos pacientes, incluyendo sustitutivos proteicos mas
aceptables***®. Por lo que, la evidencia actual sobre el crecimiento en los pacientes
PKU esta basada en practicas dietéticas ya desfasadas. Como ejemplo de ello se
encuentra la atencion que en la actualidad se presta a los micronutrientes, lo que
puede influir de forma positiva en el desarrollo fisico"*”. Ademas, muchos de los
estudios fueron llevados a cabo en paises muy diferentes y por lo tanto, con diferente
acceso a los sustitutivos proteicos, diferentes caracteristicas culturales y diferentes
sistemas sanitarios (por ejemplo, el reembolso o no del precio de los sustitutivos

proteicos, etc) Y.
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2.10.  ENFERMEDAD MINERAL OSEA (EMO) EN LA
FENILCETONURIA: OSTEOPENIA Y OSTEOPOROSIS

Varios autores han demostrado que la incidencia de baja mineralizacion 6sea

y fracturas es alta entre los pacientes PKU!3*'4D.

2.10.1 DEFINICION Y FISIOPATOLOGIA DE LA EMO

La osteopenia se define operativamente como la densidad 6sea (DMO) que
disminuye entre 1-2,5 desviaciones estandar (DE) por debajo de la media del adulto
joven (T score). En la osteoporosis, la DMO es > -2,5 DE (T score), y se caracteriza
por una resistencia Osea baja que predispone a un mayor riesgo de fracturas,
reflejando la resistencia del hueso la integracion entre las variables cantidad y
calidad 6sea’*”. Mientras que la cantidad de hueso depende directamente de su
DMO), la calidad del mismo depende de variables tales como la composicion quimica
de los materiales organicos e inorgdnicos que componen su matriz y de como se
produce la estructuracion espacial de dichos materiales, factores todos ellos

dependientes del remodelado 6seo.
Fisiopatologia:

-Descenso de la masa oOsea: el tejido 6seo aumenta durante el desarrollo
hasta alcanzar su maximo entre los 20 y 30 afios de edad. La cantidad
maxima o pico de masa 6sea que cada individuo llega a acumular, asi como la
velocidad de pérdida 6sea estan determinadas genéticamente. Se sabe que
este condicionamiento genético explica aproximadamente el 80% del capital
6seo de una persona en condiciones habituales"***'*¥). Determinados factores
externos pueden incrementar o frenar la pérdida oOsea; aceleran la pérdida
Osea el sedentarismo, la dieta pobre en calcio, el alcohol, el tabaco, los
corticoides, sindromes malabsortivos y ciertos trastornos endocrinos

(hipogonadismo, hipercortisolismo, hipertiroidismo e hiperparatiroidismo).
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-Deterioro de la microarquitectura ésea: cuando la reabsorcion Osea
supera a la formacion, se produce un balance negativo en el ciclo del
remodelado ¢6seo, llevando a la osteopenia. Ademds, la destruccion
osteoclastica puede llegar a romper conexiones trabeculares, lo que altera la
microestructura del hueso y origina una reduccion de la resistencia mecénica
al quedar lineas de fuerza del hueso desprovistas de elementos de resistencia

mecanica!+>149),

2.10.2. EMO Y FENILCETONURIA

Varios factores pueden contribuir a la disminucion de la DMO en los
individuos PKU. Entre ellos se encuentra la restriccion prolongada de proteinas
naturales, lo que conlleva un escaso aporte de los minerales calcio (Ca) y fosforo (P),
vitaminas (vitamina D) y oligoelementos; asi como la ingesta insuficiente de los
sustitutivos proteicos, las variaciones en las concentraciones plasmaticas de Phe con
escaso cumplimiento terapéutico, los niveles de Phe por encima de 1200 wmol/L y la
escasa actividad fisica"*"'*. La insuficiente ingesta de acidos grasos de la serie n-3,
en especial LCPUFA, cuya procedencia fundamental es el pescado, puede jugar un
papel importante en el desarrollo de osteopenia en estos pacientes>”. Es probable
que existan factores genéticos ligados a la propia enfermedad que juegan un papel
importante en el desarrollo de EMO en estos pacientes, al condicionar cambios en el
remodelado 6seo. Este punto se veria reforzado por el fuerte componente genético

que se sabe subyace al desarrollo de osteoporosis'>"'*2.

Si bien se ha demostrado que el aumento del contenido mineral 6éseo (CMO)
del radio es normal hasta los 8 afios de vida; después de esta edad, el CMO
disminuye progresivamente. El aspecto clave en cualquier caso, es que el pico de

(147), asi como también es menor la

masa 0sea alcanzado en estos pacientes es menor
. . . (148,153,154) .. :

densidad mineral 6sea . Todo ello condiciona un mayor riesgo de fracturas y

de desarrollo de osteoporosis en la edad adulta, generandoles una clara disminucion

de la calidad de vida y altos costes econémicos.
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Seria fundamental conocer la fisiopatologia del desarrollo de osteopenia
en estos pacientes, averiguando el peso especifico de los diferentes factores que,
como se ha expuesto previamente, pueden influir en ella (dieta exenta en proteinas
naturales, mal control dietético con niveles fluctuantes de Phe, escasa actividad
fisica, factores genéticos ligados a la propia enfermedad,etc), lo que ayudaria a la
adopcion de medidas encaminadas a la prevencion de la osteopenia en estos

pacientes.

Independientemente del agente causal, parece que en los pacientes con PKU

(151)

existe desde la infancia un aumento marcado en la resorcion 6sea' ”’, sumandose en

la edad adulta una disminucion de la formacion de hueso, contribuyendo ambos

factores al desarrollo de osteopenia'*?.

2.10.3 DIAGNOSTICO DE LA EMO

Aunque existe un acuerdo general con respecto a la necesidad de evaluar el
estado mineral 6seo en pacientes PKU, la puesta en marcha de dicha evaluacion
difiere entre los distintos centros. En el estudio llevado a cabo por van Spronsen'*”,
s6lo uno de los 14 centros encuestados, evaluaban la DMO en nifios por debajo de
los 10 anos de edad. En los pacientes de mas edad la frecuencia de estas
determinaciones era mayor, pero no se realizada de todas formas en el 50% de los
centros para individuos entre 10 y 16 afios y en el 41% para pacientes de mas edad.

No hay dudas sin embargo, de la importancia de evaluar el estado mineral dseo, asi

como, la composiciéon corporal de los pacientes PKU.

En lo que existe todavia controversia es en la eleccion de la mejor

herramienta para monitorizar el estado 6seo en estos pacientes:

2.10.3.1 DENSITOMETRIA OSEA

La absorcitometria de doble haz de rayos x (densitometria, DEXA) determina
la masa de mineral de una region esquelética seleccionada, tanto de forma absoluta

(CMO), como relativo a su superficie de proyeccion (DMO). Se trata de la técnica
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“gold standard” de medicion de la DMO, por su baja exposicion a radiacion,
razonable precision, reproducibilidad y coste relativamente bajo; ademas, también es
util para monitorizar la respuesta terapéutica. Sin embargo, la clasificacion de la
OMS tiene una aplicabilidad limitada en los menores de 20 afos porque todavia no

han alcanzado el pico de masa 6sea’'*®

, y ademas define la osteopenia en funcion del
grado de desviacion con respecto a la normalidad de la DMO de un paciente adulto
joven (puntuacion T)"*”. En su lugar deberia utilizarse la puntuacion Z, que compara
la DMO con la masa 6sea media de la poblacién de la misma edad y sexo del
paciente. Ademas, el diagndstico de osteoporosis en la infancia no deberia basarse de
forma exclusiva en parametros densitométricos, ya que el valor de la DMO para

. . 58
predecir fracturas en esta edad no esta claro'*®.

Las limitaciones fundamentales de la DEXA en la edad pediatrica se deberian
por un lado, a la ya citada ausencia de bases de datos disponibles que actuen como
estandares fiables; la ausencia de correlacion entre los datos aportados por la DEXA
y su significacion clinica’>'®”; asi como, las dificultades afiadidas a la hora de
interpretar los resultados de la DEXA teniendo en cuenta las variaciones 6seas y de
la composicidon corporal secundarias al crecimiento. Otro punto débil de la técnica,
independiente de la edad del paciente, es que la determinacion de la DMO usando la
DEXA se basa en una medicion bidimensional de una estructura tridimensional. De
este modo, los resultados obtenidos dependen no so6lo del hueso (tamafio, volumen y
densidad), sino también de la cantidad y distribucion de las partes blandas que lo
rodean"®?. Por otro lado, la DEXA tiene un valor escaso a la hora de evaluar la
resistencia 6sea, no siendo capaz de predecir de forma exacta el riesgo de

fractura''®?,
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Figura 7. Ejemplo de densitometria de cuello de fémur

2.10.3.2 ULTRASONOGRAFIA CUANTITATIVA (QUS)

Varios estudios han mostrado que la QUS puede reflejar no soélo
caracteristicas cuantitativas del hueso (DMO), sino también sus propiedades
cualitativas como la elasticidad, estructura y microarquitectura, que estan
estrechamente relacionadas con la resistencia 6sea!®®. De este modo, los datos
obtenidos de la QUS pueden ser utilizados como factor de riesgo independiente de
fracturas''®”. Se ha demostrado que la combinacion de DEXA y QUS es un predictor
de riesgo de fracturas mas sensible que el empleo de dichas técnicas de forma

individualizada"®®,

Existen diferentes aparatos que realizan QUS; en general la
QUS del talon ha sido la testada con més frecuencia y la que ha demostrado mayor

efectividad.
Pese a las ventajas evidentes de la ultrasonografia, como la ausencia de

radiacion ionizante, su bajo coste y su facil transporte, todavia existen dificultades a

la hora de garantizar la exactitud y precision de esta técnica.
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2.10.3.3 TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA CUANTITATIVA (Q-TC)

Es la tinica técnica no invasiva que mide en tres dimensiones la verdadera
densidad volumétrica (mg/cm’); ademas es capaz de diferenciar entre hueso
trabecular y cortical, por lo que facilita la evaluacion de la respuesta de cada uno de
estos subtipos tisulares al tratamiento!'**'°®. Sin embargo, esta técnica es de dificil
aplicacion en la préctica clinica, dado su elevado coste y alta irradiacion para el

paciente.

Figura 8. Ejemplo de Q-TC vertebral y de cuello de fémur

2.10.3.4 MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO

Los marcadores de remodelado 6seo (MRO) son los niveles plasmaticos y
urinarios de los productos generados durante el proceso metabolico dseo, se emplean
para la valoracioén y seguimiento de las osteopenia y osteoporosis, ya que informan
de la actividad bioldgica o6sea. El hueso se compone de mineral (cristales de
hidroxiapatita) y matriz 6sea u osteoide (fibras de coldgeno tipo I, en el que abundan
la glicina e hidroxiprolina (OH-P), con enlaces que actian como puentes
intermoleculares de piridinolina (Pir); y proteinas no colagenas, siendo Ia

osteocalcina (OC) la mas abundante.
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La utilidad de los MRO para identificar la osteoporosis secundaria, como
seria en el caso de los pacientes PKU, es poco conocida, ya que estos marcadores se
han validado fundamentalmente para su empleo en el diagndstico y monitorizacion
terapéutica de la osteopenia/osteoporosis primaria’®”. Los niveles de MRO estan
elevados en algunas EMO (como la enfermedad de Paget y la osteomalacia),
trastornos  endocrinos  (tirotoxicosis, hiperparatiroidismo primario) y en
enfermedades malignas que afectan al hueso (mieloma multiple, etc). Niveles bajos

de MRO se pueden encontrar en la osteoporosis inducida por corticoides.
2.10.3.4.1 MARCADORES DE FORMACION OSEA

Son productos derivados directa o indirectamente, de la actividad de los
osteoblastos, se expresan durante diferentes fases de su actividad y
consecuentemente, los diferentes marcadores de formacion oOsea reflejan diferentes

aspectos de la actividad osteoblastica:

- FOSFATASA ALCALINA (FA): es una glicoproteina que circula en suero y
cuya actividad comprende varias isoformas que se originan en diferentes tejidos
(higado, hueso, bazo, intestino, rifiones, placenta o por expresion de tumores),
siendo las dos fracciones mayoritarias la 6sea y la hepatica'®*'*”. En

condiciones normales, los niveles sanguineos de fosfatasa alcalina 6sea (FAO)

corresponden a solo el 40% de FA; en nifos y adolescentes la isoenzima
predominante es la FAO que puede alcanzar un nivel entre 70 y 90% de la

FA"'® La FA es un marcador inespecifico de hueso, pues la actividad

poblacional sérica presenta una variacion mayor que la intraindividual, por lo

que no es posible detectar fallos menores en su concentracion. Por su facil

realizacion y bajo costo se contintia utilizando para evaluar cambios en el

remodelamiento dseo en sujetos con funcion hepatica normal.

-FAQ: se eleva durante la infancia y adolescencia; actualmente las técnicas
inmunologicas permiten su determinacion, si bien tiene una reactividad cruzada
del 15-20% con la isoenzima hepatica, por lo que en pacientes con hepatopatia

podria ser dificil su interpretacion. Su vida media es larga y su actividad poco
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influenciada por las variaciones diurnas, lo que da fiabilidad a su

determinacién''’?,

El colageno tipo I (Figura 9) es la principal proteina extracelular de la matriz
6sea; y aunque no es especifico del hueso, entre aquellos tejidos que lo
contienen, el hueso es el que presenta mas remodelamiento, por ello sus
propéptidos reflejan la actividad total de formacion o6sea. Los osteoblastos
secretan el precursor del colageno tipo I (la molécula de procolageno), en cuyos
extremos estan situados los péptidos de extension: propéptido N-terminal del
colageno tipo 1 (PNP-1) y propéptido C-terminal del colageno tipo 1 (PCP 1).
Estos propétidos son separados del procoldgeno durante el proceso de formacion
osea, siendo entonces liberados a la circulacién'’V. El PNP-1 es de los dos
propéptidos, el de mas utilidad clinica"’". La determinacion de la concentracién
de PNP-1 total sufre variaciones circadianas y sesionales minimas (aprox.
6%)"' "' mientras que la alimentacién o dieta no influyen de forma resefiable
sobre los niveles séricos analizados. La determinacidon es cuantitativa y se
realiza en suero mediante un test inmunolégico in vitro. E1 PCP-1 presenta poca

especificidad y falta de respuesta en condiciones de bajo remodelado 6seo 7.

Fibra de colageno

pyridinium crosslink “

e =N
o

=\ AANOAYA e
e = =
helical telopeptido

Figura 9. Colageno tipo |



Tesis doctoral Introduccién

- OSTEOCALCINA: La OC es el constituyente proteico no colageno mas
importante de la matriz 6sea. Es sintetizada por los osteoblastos en los ultimos
estadios de la formacidon 6sea como una molécula precursora, llamada pro-
osteocalcina. La fraccion propéptica se elimina de la molécula al mismo tiempo
que la proteina carboxilada se vuelva al espacio extracelular, donde se une a la
hidroxiapatita. Asi, parte de la OC pasa a la circulacion, donde es rapidamente
degradada por el rifion. Su medicion podria ser util a la hora de predecir la masa

osea y el riesgo de fracturas"' .

2.10.3.4.2 MARCADORES DE RESORCION OSEA

Son productos que se liberan al torrente sanguineo y/o la orina cuando se

produce la destruccion osea.

CALCIO EN ORINA: la determinacion de Ca en orina de 24 horas tiene escasa
sensibilidad y especificidad al estar influida por la dieta (ingesta de Ca, sodio,
potasio y proteinas), asi como la funcion renal; por lo que resulta mas util la
determinacién de la relacion Ca/Cr en orina. Esta tampoco alcanza demasiada
especificidad y sensibilidad, pero como se trata de un marcador muy econémico
y accesible, se utiliza actualmente para detectar cambios en el remodelado

6se0''®?,

HIDROXIPROLINA EN ORINA: La OH-P es un aminoécido que constituye
el 10% del contenido del colageno maduro. El 90% de la OH-P es liberada
durante la degradacion del colageno tipo I, y tras ser metabolizada en higado, es
excretada por la orina. Su excrecion es mayor en nifios que en adultos y ademas
puede estar influida por el contenido de carne o gelatina de la dieta, por lo que
debe realizarse una dieta exenta de productos que la aporten durante las 48 horas
previas a la recoleccion de la orina''’®. S6lo el 10% de la OH-P proviene del
coldgeno tipo I degradado del hueso, ya que otras proteinas lo aportan, lo que
determina que sea un marcador inespecifico para determinar la degradacion de
tejido 6seo'’”.
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- PIRIDINOLINAS: Son estructuras ciclicas que participan en la estabilizacion
de las fibras de coldgeno I en el hueso. Existen dos formas: la Pir y la
deoxipiridinolina (D-Pir) (Figura 10). Cuando el colageno es degradado por
osteoclastos, ambas se vuelcan a la circulacion, y a diferencia de la OH-P, no
sufren metabolizacion posterior y son excretadas directamente en la orina"*”. La
Pir esta presente en el coldgeno tipo II del cartilago y otros tejidos conectivos,
mientras que la D-Pir se ubica casi exclusivamente en el hueso y dentina. Por
ello la D-Pir urinaria es mas especifica como marcador de resorcién 6sea. Una
ventaja de la D-Pir respecto a la determinaciéon de OH-P es que no es necesaria

una dieta previa a la toma de muestra'’®.

FOSFATASA ACIDA TARTRATO RESISTENTE (TRAP): Existen dos
subtipos conocidos de TRAP: 5a y 5b; el 5a proviene de los osteoclastos. Los
niveles de TRAP-5b representan el nimero y actividad de los osteoclastos, mas
que el nivel de degradacion 6sea, atin asi su actividad en suero aumenta en las
condiciones clinicas en que el remodelamiento 6seo se encuentra aumentado''’”
y un cambio en su concentracion sérica se considera un indice especifico de

(178)

alteracion aguda de la resorcidbn Osea En la actualidad existen

inmunoensayos con anticuerpos monoclonales especificos para TRAP-5b.

- TELOPEPTIDOS AMINO (NTX) Y CARBOXILO (CTX) TERMINAL
DEL COLAGENO TIPO I: Son los marcadores mas sensibles y especificos de
la resorcion Osea. Aparecen en cantidades significativas tanto en sangre como en
orina. La medicién sérica proporciona una ventaja con respecto al ensayo en
orina porque evita el efecto aditivo de la variabilidad biologica de la excrecion

.. . . (179
de creatinina urlnarla( ).

El CTX (Figura 10) a su vez, puede presentarse en
dos formas: a-CTX, que corresponde a hueso degradado de menor edad
bioldgica y B-CTX (también llamado beta-crosslaps), de hueso degradado mas
antiguo.

En la region telopeptidica C-terminal se produce por accion enzimatica

otro telopéptido denominado anteriormente ICTP, en la actualidad CTX-MMP.

Este fue el primer marcador de resorcion evaluado en suero, pero es menos
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sensible y especifico que NTX y CTX para evaluar cambios en el remodelado

6seo inducidos por osteoporosis.

Region N-telopeptido Region C-telopeptido

\ Region Helical /

HTx ( Q
$ Q | g‘ CTx
=2 =3 piriuinoli:a :eoxipizinolinagc =

Figura 10. Marcadores de resorcion 6sea
2.10.3.5. MARCADORES DE REMODELADO OSEO EN LA INFANCIA

Debido al crecimiento, los marcadores de remodelado oOseo, tanto de
formaciéon como de resorcion, tienen valores muy distintos en la infancia al
compararlos con la edad adulta"®**'*?. Se sabe que los marcadores de formacion se
mantienen estables a lo largo de la infancia, con valores mas elevados que en la edad
adulta por la continua formacion 6sea. Los marcadores de resorcion guardan, sin
embargo, una correlaciéon negativa con la edad'’®. Todo ello debido a la adquisicion

progresiva de masa 6sea con la edad.

Por ello, dado que los niveles son claramente dependientes del momento de
crecimiento en el que se encuentra el nifo, los valores que se obtengan de cada
paciente van a ser comparados con valores de referencia para la misma edad y

SCX0(183).
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2.10.4. MANEJO TERAPEUTICO DE LA EMO EN LA PKU

Si bien existen todavia muy pocos estudios que analicen el disturbio
metabodlico 6seo en pacientes con PKU, todavia son menos los que se centran en el
manejo terapéutico de dicha complicacion de la PKU. Sin embargo, parece que tanto
un buen control dietético como algunos farmacos podrian ser de utilidad en estos

pacientes:

- CALCITRIOL (25(OH)D): La vitamina D es importante para la salud 6sea
gracias a su efecto contrarregulador sobre la hormona paratiroidea (PTH), que
promueva la pérdida 6sea, y su capacidad de estimular la absorcion intestinal y
la de Ca. En el déficit de vitamina D los niveles de PTH aumentan,
promoviéndose asi la destruccion osea. El nivel éptimo de 25(OH)D en suero no
estd claramente esclarecido, al igual que las dosis Optimas para su
mantenimiento. De forma general, se define el déficit de vitamina D como los
niveles de 25(OH)D por debajo de 20 ng/mL"*". Dado que niveles de 25(OH)D
por debajo de 30 ng/mL se asocia en ocasiones con aumento de la PTH, un nivel
sérico de al menos 30 ng/mL ha sido recomendado por varios autores'*'*® Se

ha comprobado que el calcitriol es eficaz mejorando la DMO en pacientes

fenilcetontricos con osteopenia’*?, lo que iria a favor de que la EMO seria
secundaria a un déficit vitaminico secundario a la dieta restrictiva a la que se ven

sometidos estos pacientes.

- CALCIO Y VITAMINA D: existen estudios que demuestran que la
suplementacion con Ca reduce el riesgo de fracturas, siempre y cuando el
cumplimiento terapéutico sea al menos del 80%"*”. La mayoria de estudios
disponibles sobre la suplementaciéon con Ca se han realizado en combinacién

con suplementacion con vitamina D.
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Figura 10. Metabolismo de la vitamina D

- AUMENTO DEL APORTE DE PROTEINAS NATURALES: s¢ ha
argumentado que la ingesta deficiente en proteinas también podria actuar como
factor causal, esta hipdtesis cobra sentido en un estudio realizado en mujeres
premenopausicas, en el que se demostré que variaciones en la ingesta proteica,
con aporte de Ca y P constantes, influian en el remodelado 6seo, con aumento de
la resorcion o6sea si la ingesta proteica aumentaba (1,5 g/kg/dia) e

hiperparatiroidismo secundario con ingesta baja (0,7 g/kg/dia)"*®).
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- AUMENTO DE LA INGESTA DE ACIDOS GRASOS: estudios realizados
en animales demuestran que los LCPUFA (4cido eicosapentaenoico (EPA) y
DHA) presentes en el pescado, pueden atenuar la pérdida osea tras la
menopausia. El tratamiento con EPA ha sido eficaz en modelos in vitro, a la
hora de favorecer la formacion dsea. Su suplementacion en los pacientes con

PKU, podria ser una herramienta a la hora de prevenir la EMO.

- BIFOSFONATOS: son farmacos que actiian disminuyendo el recambio dseo, al
disminuir el nimero de lugares de remodelado activo donde tiene lugar la
resorcion 6sea excesiva, habiendo demostrado su utilidad en el tratamiento de la
osteoporosis en mujeres adultas postmenopausicas. En la EMO asociada a la
PKU, todavia no conocemos el mecanismo fisiopatoldgico subyacente, por lo
que no sabemos todavia si es debido a aumento del remodelado dseo y si, por lo

tanto, se podrian beneficiar los pacientes PKU de esta terapia.
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2.11. GENETICA DE LA FENILCETONURIA

El gen de la PAH (NM_000277.1) se haya localizado en la regién q22-q24.1
del cromosoma 12 y esta constituido por 13 exones que codifica por un mRNA de

2.4kb.

171 kb

6 78 910111213

wn

Exones 1 2 3 4

Figura 11 .- Organizacion estructural del gen PAH"®

Existen en la actualidad mas de 700 mutaciones descritas, estando el 60% de
las mutaciones europeas en 5 alelos. La gran heterogeneidad genética de la PKU,
debido a numerosas mutaciones alélicas y diferencias interpoblacionales hace que la
base genética de la enfermedad sea compleja. Por ello, se cre6 la base de datos

190 :
»(190) " que permite un

publica “Phenylalanine Hydroxylase Locus Knowledgebase
registro de todas las variantes alélicas encontradas en los pacientes diagnosticados de
PKU en todo el mundo. Esta base de datos es mantenida y actualizada en el McGill

Hospital (http://www.pahdb.mcgill.ca/). Concretamente, esta base de datos ha

conseguido catalogar hasta el momento un total de 567 mutaciones de la PAH; de las
cuales un 60,5% son mutaciones de cambio de aminoacido (missense), 13,5%
delecciones, 11% mutaciones que afectan al procesamiento del mRAN (splice site
mutations), 5,7% mutaciones silentes, 5% mutaciones sin sentido y 1,8%
inserciones"”. De tal forma que, la mayoria de los pacientes PKU son heterocigotos

compuestos, es decir, que portan diferentes mutaciones en cada uno de sus alelos.

Existe otra base de datos creada por la universidad de Zurich, llamada

BIOPKU (www.biopku.org), que hasta el momento ha conseguido analizar el

genotipo completo de 730 pacientes PKU, junto con su fenotipo (basado en los
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niveles de Phe mas altos previo al inicio del tratamiento) y su respuesta a la BH4. De

esta base de datos se han encontrado 430 diferentes combinaciones de mutaciones.

El diagndstico molecular de la PKU se hizo posible gracias a la clonacion y
caracterizacion del gen de la PAH""'"?. La enzima PAH tiene 3 dominios: un
dominio regulador N-terminal (residuos 1-142), un dominio catalitico (residuos 143-
410) y un dominio tetramerizador C-terminal (residuos 411-452). Debido a la
dificultad de cristalizar su completa extension, no existe la estructura tetramérica
completa de PAH. Sin embargo, si se han podido componer formas incompletas:
como una forma dimérica que contiene los dominios regulador y catalitico"*® y una
forma tetramérica truncada (incompleta) que contiene los dominios catalitico y

tetramerizador'*

. Basandose en estas estructuras, se construyd un modelo por
sobreposicion de dominios cataliticos'*”. De ahi han surgido innumerables avances
en el conocimiento de la genética de la PKU. Es decir, las cristalizacion de
estructuras de diferentes formas incompletas de la PAH, han permitido la
construccion de un modelo para una PAH tetramérica (Figuras 12 y 13) de extension

ampliada y ha proporcionado una base estructural para el estudio de las numerosas

mutaciones que resultan en una actividad de PAH deficiente.

Dom:nio Domirio Dominzo de
Regulador ':.;.:'1.';'..;-:‘ Oligomerizacon

L 3
1 |

« I 0 | o

1 110 416 452

Figura 12. Estructura primaria de la proteina PAH, donde se localizan los dominios

funcionales, el 4tomo de hierro y el sitio de fosforilacion"*
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Regulatory domain

Tetramerization
domain

Cataly tic domain

Figura 13. A) Modelo tridimensional propuesto para la PAH en forma
monomérica’*® B) Modelo tridimensional propuesto para la forma tetramérica de la
PAH"7.

La mayoria de los pacientes PKU (75%) son compuestos heterocigotos de 2
mutaciones diferentes y, con excepcion de la poblacion del Norte de Europa o la
poblacion del Este del continente, donde se han descrito 2 mutaciones mayoritarias
(p.R408W e IVSI2ntlg>a), en el resto de las poblaciones estudiadas las mutaciones
encontradas suponen cada una de ellas menos de un 10% de todos los alelos mutantes.
Las mutaciones mas frecuentes en la poblacién europea aparecen reflejadas en la

figura. (Figura 14).
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Figura 14. Mutaciones mas prevalentes en Europa (1. R408W; 2.IVS10-11G>A;
3IVSI2+1G>A; 4. Y414C)%Y

2.11.1. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

La PKU es un desorden metabolico muy heterogéneo, tanto en su expresion
clinica (fenotipo), como en sus bases genéticas (genotipo). Se ha demostrado una
buena correlacion entre el fenotipo y el genotipo; de tal forma que el fenotipo
bioquimico y los resultados clinicos pueden ser inferidos determinando las
mutaciones genéticas subyacentes"*”. O lo que es lo mismo, el analisis genotipico
puede complementar los resultados analiticos para establecer el fenotipo y asi

predecir la severidad de la enfermedad.
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En un estudio multicéntrico realizado a nivel europeo’”

, en el que
participaron centros de 7 paises, con un total de 686 pacientes, se establecieron
categorias fenotipicas arbitrarias en funciéon de las mutaciones encontradas, sin
conocerse la actividual residual de la PAH de cada paciente, hallandose
posteriormente una concordancia del 79% con el fenotipo clinico (basado en la
tolerancia a la Phe, y en el caso de la HPA en los niveles sanguineos de Phe pre-
tratamiento) con el que estaba catalogado el paciente. Este estudio reforzo la idea de

que el genotipo es el determinante mayor del fenotipo bioquimico de la mayoria de

los pacientes PKU.

En el caso concreto de Espafia, Desviat y cols.?*"?? llevaron a cabo en el
afio 1999 un estudio multicéntrico en el que analizaban el genotipo de 195 pacientes
PKU de varias regiones del pais. Encontraron hasta 67 mutaciones diferentes. 93 de
los pacientes presentaban fenotipo correspondiente a HPA, encontrandose en ellos
hasta 13 mutaciones. El andlisis genético de estas mutaciones asociadas a la HPA,
independientemente de la mutacion del otro alelo, permite distinguir a los individuos

que requeriran tratamiento dietético de los que no lo necesitaran.

Aunque es poco frecuente, puede tener lugar una complementacion intra-
alélica negativa, lo que significa que aunque la enzima esté compuesta de varias
subunidades, cada cual con sus mutaciones, aunque dichas mutaciones lleven a una
actividad residual determinada, la presencia de esas mutaciones juntas, puede no

resultar en una suma de la actividad residual de cada una de ellas®*?,

La complementacion negativa intraalélica, que aunque infrecuente puede
ocurrir, junto con el hecho de que se desconoce la actividad enzimatica residual in
vitro de algunas de las mutaciones, hacen que la prediccion del fenotipo basada en el

genotipo tenga algunas limitaciones.

2.10.2. MUTACIONES ASOCIADAS A RESPUESTA A BH4

Los exdmenes funcionales y estructurales de las mutaciones identificadas en

los pacientes que responden al tratamiento con BH4 han permitido identificar
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aquellas mutaciones que potencialmente podrian responder a este tratamiento. De la

base de datos europea BIOPKU (http://www.bh4.org) han surgido las siguientes

conclusiones en lo referente a la asociacion genotipo/fenotipo y mas concretamente,

en lo referente a la respuesta a la BH4!'”:

- La combinaciéon de mutaciones que permite menos de un 15% de actividad
enzimatica in vitro, causa PKU clasica y no responde a BH4. La combinacion de
mutaciones que permite mas de un 20% de actividad residual responde a BH4.

Los fenotipos de los respondedores a BH4 son de PKU moderada o leve.

- Las mutaciones que afectan al procesamiento del mRNA pueden causar formas
clasicas o leves dependiendo de la lectura (es decir, después de una mutacion a
veces el procesamiento del mRNA es normal), y el hecho de que haya diferentes

fenotipos asociados se refleja en las bases de datos disponibles

- Combinaciones especificas de mutacion leve/mutacion cldsica con idéntica
prediccion de actividad residual enzimatica pueden tener diferentes fenotipos
asociados (por la complementacion negativa intraalélica); pero dichas
asociaciones de diferentes combinaciones de mutaciones con diferentes
fenotipos se pueden encontrar en los listados de las bases de datos disponibles,

por lo que hace que las predicciones en estos casos sean innecesarias.

- La respuesta a BH4 de algunas combinaciones de mutaciones (genotipos
completos) han sido bien establecidas. De tal forma que los pacientes que tienen
esos genotipos pueden no necesitar pasar por la realizacion de un test de

respuesta a BH4.
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Los objetivos fundamentales de este trabajo han sido estudiar el desarrollo
fisico, la incidencia de enfermedad mineral 6sea y la genética subyacente de los
pacientes fenilcetontiricos seguidos en la Unidad de Diagnostico y Tratamiento de
Enfermedades Metabolicas Congénitas del Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago de Compostela, Unidad de referencia para estas patologias en Galicia. Con

este fin se han propuesto los siguientes objetivos concretos:

1. Estudio del desarrollo fisico de los pacientes fenilcetontiricos, comparando el

crecimiento (peso, talla e indice de masa corporal) con la poblacion sana, en

funcién de la edad, el sexo y el fenotipo de PKU.

2. Estudio de la enfermedad mineral 0sea

a) Determinar la incidencia de osteopenia/osteoporosis en un grupo de los
pacientes fenilcetonuricos a través de la densitometria dsea

b) Analizar los potenciales factores de riesgo que condicionan la aparicion de
esta complicacion

c) Valorar el remodelado 6seo en los pacientes PKU con el fin de conocer las
alteraciones existentes en la formacion y/o resorcion dsea.

d) Averiguar si los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo pueden ser de
utilidad clinica para identificar a los pacientes PKU que presentan riesgo de
desarrollar enfermedad mineral 6sea

e) Correlacionar el genotipo con la respuesta terapéutica a las BH4 y la EMO

3. Investigar el genotipo, para que pueda permitir:

a) Conocer la epidemiologia de las mutaciones de los pacientes PKU en Galicia
b) Conocer el espectro mutacional de la poblacion con hiperfenilalaninemia

c) Obtener informacion sobre la correlacion genotipo-fenotipo y la EMO
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Los estudios que se realizaron para cumplir los objetivos propuestos fueron

los siguientes:

1. Estudio del crecimiento en pacientes fenilcetonuricos en

Galicia

2. Investigacion de la mineralizacion dsea en pacientes

fenilcetonuricos

3. Estudio de la genética en pacientes fenilcetonuricos en

Galicia

Los pacientes incluidos en cada uno de los estudios, fueron pacientes
diagnosticados, tratados y seguidos en la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de
Enfermedades Metabolicas Congénitas del Hospital Clinico Universitario de

Santiago de Compostela.

Los fenotipos de los pacientes se establecieron en funcion de las cifras de
Phe al diagnostico. Se incluyeron a los pacientes con PKU clésica (Phe >1.200
umol/L), PKU moderada (Phe entre 600 — 1.200 pmol/L) y PKU leve (Phe entre
360 — 600 pmol/L) e hiperfenilalaninemias benignas (150-360 pmol/L).

Los niveles de Phe en sangre impregnada en papel, se cuantificaron
inicialmente usando métodos cromatograficos de capa fina y papel, que fueron
seguidamente reemplazados por la espectrometria de tandem masas desde julio del
2000; con un punto de corte para la Phe de 120 uM vy ratio Phe/Tyr de 1,5. El
diagnostico se confirmé mediante la mediacion plasmatica cuantitativa de
aminodcidos, utilizandose para ello cromatografia de intercambio de iones

(Biochrom 30 amino acid analyzer).

La monitorizacion de los niveles sanguineos de Phe en los pacientes PKU

fue semanal en los primeros 4 meses de vida, quincenal hasta los dos afios y

Pacientes y métodos
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mensual a partir de entonces. El célculo del cumplimiento dietético se llevd a cabo
periddicamente a través de una encuesta sobre la ingesta llevada a cabo por cada

paciente durante una semana, a través del programa www.odimet.es, disefiado por

la Unidad de Diagnostico y Tratamiento de Enfermedades Metabdlicas Congénitas

del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela.

Previo a la inclusién de los pacientes en cada uno de los diferentes
estudios, estos y/o sus tutores legales, dieron su consentimiento informado para

participar en los mismos, siendo aprobados los estudios por el Comité de Etica.

Los estudios estadisticos se llevaron a cabo a través de hojas de célculo de
Excel para la realizacion de las bases de datos. El andlisis estadistico de los datos
se realizé a través del programa informatico SPSS ®, version 20.0 (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois, USA).
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4.1. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN PACIENTES

FENILCETONURICOS EN GALICIA
4.1.1 PACIENTES:

Se incluyeron pacientes con hiperfenilalaninemia (HPA benigna y PKU)
diagnosticados por cribado metabolico neonatal, con diagndstico confirmado por
analisis bioquimico de aminodcidos plasmaticos, actividad eritrocitaria de DHPR,

metabolitos urinarios y excrecion de pterinas.
Se incluyeron los pacientes hasta los18 afios.

Se excluyeron los pacientes con diagnostico tardio, asi como aquellos cuyo

seguimiento fuese irregular.

4.1.2. METODOLOGIA CLINICA

La recogida de datos se llevd a cabo de forma longitudinal retrospectiva,

desde junio de 1980 a diciembre de 2011.
A) DATOS REGISTRADOS:

Las variables recogidas de cada paciente fueron: edad, sexo, niveles de Phe
previos al inicio del tratamiento de la PKU, fenotipo (clasica, moderada y leve,
incluida la HPA Benigna), medidas antropométricas (peso y longitud/talla)
registradas desde el nacimiento y cada 6 meses y tratamiento recibido (tratamiento

dietético desde el primer mes de vida en todos los pacientes).

El tratamiento dietético fue llevado a cabo de acuerdo a las guias espafiolas
de PKU“, con una dieta restrictiva en proteinas naturales y suplementos con
mezcla de aminoacidos Phe-libre. La ingesta media de proteinas fue 1.3-1.5 veces

superior a las RDA"29.
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El grupo de pacientes con niveles sanguineos de Phe <360umol/L al

diagnostico no precisaron tratamiento y siguieron una dieta normal.

Los niveles objetivo de Phe en sangre considerados adecuados para nifios
por debajo de los 6 afios fueron <360umol/L; entre los 6 y los 10 anos <480umol/L

y en los mayores de 10 afios <600pmol/L.

B) MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

En los menores de 24 meses se determind la longitud en supino a través
de un infantdmetro con dos bases, una base fija, que se orienta en la cabeza y una
movible a nivel de los pies; el peso a esta edad se midid con bascula manual para

lactantes.

A partir de los 24 meses se determiné la talla de pie con un tallimetro de
pared y el peso corporal con basculas digitales con una precision de 100 g. Los

pacientes se pesaban descalzos, sin ropa y por la mafiana tras ayuno nocturno.

Las mediciones fueron realizadas siempre por el mismo personal
experimentado. El IMC se calculd de acuerdo a la formula, IMC=peso (kg)/talla’

(m?).

Se consider6 como talla final en la adolescencia, la alcanzada tras llegar al
estadio IV de Tanner, si la talla no habia presentado un aumento de mas de 2 cm en

los dos afios previos.

Para la comparacién de los resultados de los datos antropométricos, se
utilizé el z-score, comparandose los resultados con los de una poblacion de mismo

sexo y edad.
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4.1.3 METODOLOGIA ESTADISTICA

Para llevar a cabo el andlisis, la altura, peso e indice de masa corporal de los
nifios se paso al z-score, ajustado para la edad y sexo, utilizdndose como poblacion
de referencia el estudio espafiol de crecimiento nacional 2008*">. Los z-score
indican el nimero de desviaciones estandar (SD), la medida es la distancia de la

media de una cohorte normal, para la misma edad y sexo.

Se utilizaron modelos no lineales de efectos mixtos con curvas especificas
para cada tema, asi como el factor de curva por interacciones, para describir los
cambios sucedidos a lo largo del tiempo en los z-score. Para ello, se realizaron
curvas especificas para cada tema para los datos longitudinales, en donde las curvas

individuales se modelaron como splines penalizados con coeficientes aleatorios.

Dado el comportamiento diferente del crecimiento entre hombre y mujeres,
para la evaluacion de los cambios en los z-score de la altura, peso e indice de masa
corporal el siguiente modelo no lineal de efectos mixtos se llevo a cabo de forma

separada para cada sexo:

¥i = oy + e prhipgy + FlE0 + Ritoptheeey + 2:08) + & {1)

Para cada individuo i, la ecuacion describe las trayectorias a largo plazo
de los z-score. La variable dependiente y es el z-score en las diferentes edades,
donde pthipki=1 si la patologia del paciente es PKU y 0 si no lo es. g@;[.} es una
funcién suave que refleja las curvas individuales, f{, Jrepresenta el efecto suave de
la edad en el grupo con HPA, donde fil. representa la desviacion de ese efecto
para aquellos individuos con PKU. En consecuencia, el efecto de la edad en un
individuo con PKU es Fit;} + k(). Por lo tanto, si filt) = 0%t significa que no

hay interacciones entre la edad y el tipo de patologia.

Pacientes y métodos
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Las funciones suaves del modelo completo pueden ser representadas

como un modelo mixto como anteriormente;

¥i = @t + @pthpgy + i + 200 + Xypthy gy + Zovpthipy + X+ Z00 +
'EI' H_J %/—/ H_J

Fizhit;) gilt:)

ot~ N0 ol ) weN(O ohlg ) B~ N0, D) gy ~ N0, 62 0f - N0, af-d -2

Para este analisis, se utiliz6 el paquete "“nlme" (Pinheiro and Bates,
2007). Las estructuras de las matrices de correlacion se construyeron siguiendo la

aproximacion descrita por Durban"?.

En el modelo completo, los pardmetros de varianza para cada parte aleatoria
del modelo son Hi, a5, 0 f,-. Para llevar a cabo el test de hipotesis si son iguales a
cero o mayores, se utilizd el test RLRT. Para ello se utilizo el paquete
"RLRSim"mejorado por FabianScheipl and Ben Bolker, (2013), tanto para
hombres como para mujeres. Finalmente se mantuvieron las partes aleatorias
estadisticamente significativas del modelo y se eliminaron las no significativas

(p>0,05).

Ambos paquetes descritos anteriormente son de acceso libre en R project

(www.cran-r.com) version 2.15.1.
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4.2. ESTUDIO DE LA MINERALIZACION OSEA EN

PACIENTES FENILCETONURICOS
4.2.1. PACIENTES:

Se incluyeron a 43 pacientes mayores de 7 afios, diagnosticados de PKU,
tanto mediante diagnostico precoz (a través del cribado metabolico neonatal),
como por diagnostico tardio. Los fenotipos de los pacientes se establecieron en
funcién de las cifras de Phe al diagnostico. Se incluyeron a los pacientes con PKU
clasica, PKU moderada y PKU leve. No se incluyeron a los pacientes con HPA

benigna.

4.2.2. METODOLOGIA CLINICA:

Se trata de un estudio observacional transversal. La recogida de datos se

llevo a cabo desde octubre de 2010 a diciembre de 2011.

A). VARIABLES GENERALES:

Las variables analizadas de cada paciente fueron: edad, sexo, datos
antropométricos (peso, talla e IMC), encuesta nutricional (en la que se registra la
ingesta realizada durante una semana), encuesta de actividad fisica, niveles de Phe
al diagnoéstico, fenotipo y estudio bioquimico: Phe y Tyr actuales, perfil renal
(urea, creatinina), perfil hepatico (GOT, GPT), FA, proteinas totales, albumina,
niveles sanguineos de EPA y DHA, Ca, P, 25(OH)D, 1-25 hidroxivitamina D (1-
25(0OH)2D) , paratohormona (PTH), fosfatasa FAO, PNP-1, B-CTx, Ca/Cr en orina
y DMO.

B). ANALISIS BIOQUIMICO

Los datos de los andlisis bioquimicos se obtuvieron de una muestra

matutina tras ayuno nocturno.
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- La determinacién de los niveles sanguineos de Phe y Tyr se efectud a
través de la espectrometria de tdindem masas a partir de la muestra de sangre

recogida en papel.

- Las proteinas totales, albimina, urea, creatinina, transaminasas, Ca, P y
FA se determinaron por procedimientos estandar con el Advia 2400 Analyser

(Siemens Diagnostic Systems, Germany).

- La determinacion de la PTH, 25(OH)D y 1-25(OH)2D se realiz6 a
través de un sistema electroquimioluminiscente totalmente automatizado

(Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany).

- Los lipidos plasmaticos se extrajeron de la sangre segin el método

@99 Los fosfolipidos fueron separados por

desarrollado por Folch y cols
cromatografia de capa fina (TLC Silica gel 60, 20x20 cm, Merck, Spain).
Primero se utiliz6 como eluyente una mezcla de heptano, eter diisopropilico y
acido acético (7/3/0.2v/v), y posteriormente el heptano solo como segundo
eluyente. Tras ser separados de la matriz de silice, los fosfolipidos se

206 , . . .
( ) usando 4cido tridecanoico

trasmetilaron segun la técnica de Lepage y Roy
como estandar interno. Los 4cidos grasos metil ésteres, se separaron en un
cromatografo de gases Hewlett Packard GC 5890, usandose un detector de
ionizacion de llama en una columna capilar SP 2330 (30 mx0.25 mm, 0.20

um) (Supelco, Bellefonte, PA, USA), con hidrégeno como gas portador.

- La mediciéon de FAO se realiz6 mediante ELISA (Ostease® BAP,
Immumodiagnostic Systems Ltd, Boldon, UK), tomandose como valores

normales para adultos: 15-40 UI/L en mujeres y 19-52 UI/L en hombres.

- La medicion de PNP-1 y B-CTx se realiz6 en muestra de suero
mediante inmunoensayo por electroquimioluminiscencia (Cobase601 Roche)
tomando como valores de referencia los aportados por el propio fabricante:

12,7-42,9 ng/mL para PNP-1y 0,16-0,44 ng/mL para B-CTx.
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- La determinacion de Ca/Cr en orina se llevd a cabo tras recogida de
orina de 24 horas, considerandose normales valores < 0,22 para todos los

pacientes.

C) ENCUESTA DE ACTIVIDAD FiSICA

Se recogio la actividad fisica habitual de cada paciente segun los resultados
obtenidos tras realizarse la encuesta GPAQ (Global Physical Activity

Questionnaire)®*”

, clasificandose en tres niveles en funcion de los resultados
obtenidos en la misma. Se considerd actividad fisica baja si la puntuacion era
menor de 6; intermedia si se encontraba entre 6 y 10 y alta si la puntuacion

superaba los 10 puntos.

D) MEDICION DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA

La DMO se determiné a través de absorcitometria de doble haz de rayos X
(DEXA LUNAR DPX, General Electric), realizdndose las mediciones a nivel de la
columna lumbar (L2, L3 y L4) y de fémur proximal.

Para la poblacion adulta (mayores de 20 afios), se utilizd como referencia la
base de datos Hologic NHANES III. La presencia de EMO se definié segun los
criterios de la OMS, a través de la utilizacion del t-score: numero de desviaciones
estandar en comparacion con el promedio de una poblacion adulta joven. De tal
forma que si el t-score <-2,5, se interpreta como osteoporosis, y si el t-score se

encuentra entre -2,5 y -1 desviaciones estdndar, como osteopenia.

En los menores de 20 afios, se utilizd el z-score, comparacion de la DMO

con una poblacion de mismo sexo y edad, usandose para ello la base de datos

publicada por Zanchetta y cols, como valores de referencia®®®.
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E) GRUPO CONTROL

Se estableci6 un grupo control con 39 personas sanas de similares
caracteristicas en edad y sexo para los pacientes de menos de 20 afios, a fin de
comparar marcadores de remodelacion 6sea. El grupo control se recogioé de nifios
sanos que acudian a las consultas de atencion primaria, a los que se realizaba
analitica de sangre, en contexto de control rutinario de salud. Previo a la inclusion
de los pacientes en el grupo control, éstos y/o sus tutores legales, dieron su
consentimiento informado para participar en el mismo.

Del grupo control se recogieron las siguientes variables: edad, sexo, FAO,

PNP-1y B-CTx.

4.2.3. METODOLOGIA ESTADISTICA

Los resultados del andlisis descriptivo se expresan tanto en valores
absolutos como en porcentaje. Cuando corresponde, los datos se expresan como
media (desviacion estdndar). Se considerard significativa una p<0,05. La
comparacion de variables cualitativas y cuantitativas discretas se realizo
empleando Chi-cuadrado y el Test exacto de Fisher. Se determinoé el ajuste de
variables a la normalidad. La comparaciéon de medias de variables cuantitativas de
distribucion normal se realizdé mediante el test de T-student y la prueba de U de

Mann-Whitney para muestras no paramétricas.
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4.3. ESTUDIO DE LA GENETICA EN PACIENTES

FENILCETONURICOS EN GALICIA
4.3.1 PACIENTES:

Se incluyeron a todos los pacientes fenilcetonuricos seguidos en la Unidad a
los que se habia realizado estudio genético.

Se incluyeron tanto los pacientes diagnosticados precozmente mediante
cribado metabolico neonatal, como los diagnosticados tardiamente.

Se incluyeron todos los fenotipos de PKU (clasica, moderada, leve) e

hiperfenilalaninemias benignas

4.3.2. METODOLOGIA CLINICA

La recogida de datos se llevo a cabo de forma longitudinal retrospectiva,

desde junio de 1980 a diciembre de 2011.

A) DATOS REGISTRADOS:

Las variables recogidas de cada paciente fueron: edad, sexo, niveles de Phe
previos al inicio del tratamiento de la PKU, fenotipo (clasica, moderada y leve,
incluida la HPA Benigna), tratamiento recibido (tratamiento dietético desde el
primer mes de vida en todos los pacientes), edad a la que se realiz6 la sobrecarga de
BH4, porcentaje del descenso de los niveles de Phe a las 24 horas de la sobrecarga
de BH4.

Se registraron los alelos mutados de PAH, el cambio de nucle6tido, el tipo
de mutacion, la localizacion de la mutacion, el dominio afectado por la mutacion.
Se realizo el calculo de homozigosidad y se determind la actividad residual

esperada para cada mutacion.
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B) ANALISIS GENETICO MOLECULAR

El DNA de los pacientes se obtuvo de una muestra de 3 mL de sangre en

EDTA, extraida en unos de los controles analiticos habituales de cada paciente.

El andlisis genético se llevd a cabo en el Centro de Diagndstico de
Enfermedades Moleculares (CEDEM), y la Universidad Auténoma de Madrid,
usandose Electroforesis de Gel de Gradiente de Desnaturalizacion (DGGE) y
secuenciacion directa a través del kit BigDye Terminator v.3.1 (Applied
Biosystems®) y electroforesis capilar con el Analizador genético ABI Prism 3700

(Applied Biosystems®).

Todas las muestras de los pacientes en las que solo se identificaba una
mutacion causal tras la secuenciacion de todos los exones de la PAH, fueron
sometidas a analisis MLPA (SALSA MLPA P055 PAH Probemix, MRC-Holland),

para descartar delecciones largas o duplicaciones.

La actividad residual de la PAH para cada mutacion concreta, se obtuvo a

través de las bases de datos recogidas en la PAHdb (www.pahdb.mcgill.ca) y/o en

la BH4db (www.bh4.org).

C) CALCULO DE HOMOZIGOSIDAD

La homozigosidad para el locus de la PAH en una poblacién dada se
determiné por la formula h = Zxi2, donde xi es la frecuencia de cada alelo. En
nuestra poblacion, donde la determinacion de las mutaciones no fue del 100%, y
por lo tanto, la frecuencia de cada alelo no es conocida, cada uno de los alelos no
caracterizados se definid con una frecuencia de 1/N, donde N es el niimero total de

cromosomas mutantes investigados.
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D) TEST DE SOBRECARGA DE BH4

El test de sobrecarga de BH4 se realiz6 en nuestra Unidad en los pacientes
en los que existia un consentimiento informado para el mismo (firmado por ellos
mismos o por sus representantes legales). No se realizd este test en las HPA
benignas. En el caso de que dos hermanos afectos tuviesen el mismo

genotipo/fenotipo, el test se realizaba solamente en uno de ellos.

El cribado de pacientes respondedores a la BH4 se realiza tras sobrecarga de
20mg/kg de BH4, con analisis durante las primeras 24 horas. Se determinan los
valores de Phe sanguineos basal y a las 4, 8, 15 y 24 horas de la sobrecarga con el
cofactor. Cuando se hacia en niflos ya a tratamiento con niveles de fenilalanina

<360 pmol/L, se llevaba a cabo sobrecarga previa de 100 mg/kg de Phe.

Este cribado se inicid en el afio 2002, y se realiza desde 2005 en el periodo
neonatal cuando los niveles de Phe estan por encima de los 400 pmol/L, por lo que
no es necesario hacer la sobecarga previa con este aminoacido 7. Si los niveles
sanguineos de Phe se encuentran entre 360 y 400 pmol/L, se miden de nuevo los
niveles de Phe y se comprueba la tolerancia a la Phe antes del test de sobrecarga

con BH4.

La respuesta a la BH4 se definié como el descenso en la Phe plasmatica de
mas del 30% con respecto al valor basal, siguiendo las guias definidas en el grupo

de trabajo EMG de Zurich en junio de 2002 %,
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Se estudiaron 129 pacientes fenilcetonuricos seguidos desde Junio de 1980 a
Diciembre de 2011, en la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de Enfermedades
Metabolicas Congénitas del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela, Unidad de referencia para la fenilcetonuria en la comunidad auténoma de

Galicia.
El 59% (76) de estos pacientes eran mujeres. Se realizé estudio de crecimiento a

109 pacientes, genético a 105 y estudio de la mineralizacién 6sea a un grupo de 43

pacientes PKU.
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5.1. ESTUDIO DE CRECIMIENTO EN PACIENTES
FENILCETONURICOS EN GALICIA

Se estudiaron 109 pacientes, 54 PKU (23 varones, 33 mujeres) y 55 HPA (23

varones y 32 mujeres).

5.1.1. ANALISIS DE LA TALLA

La media y desviacion estandar, junto con la frecuencia absoluta, para el z-score
de la talla de los pacientes HPA y PKU varones se muestran en la Tabla 3, junto a la
significacion estadistica resultado de la comparacion de la media para cada grupo de

edad entre ambas patologias.

En la tabla 4 se muestran la media, desviacion estdndar y frecuencia absoluta
para el z-score de la talla de las mujeres HPA y PKU, junto con la significacién
estadistica resultado de la comparacion de la media para cada grupo de edad entre

ambas patologias.

En las figuras 15A, 15B, 15C y 15D se muestran las trayectorias de los z-score
de la talla para cada individuo, varones y mujeres respectivamente, con cada tipo de
patologia del estudio (HPA y PKU). Como se muestra en estas figuras, existe una gran
variacion en las diferentes trayectorias, lo que representa los z-score a largo plazo de la
talla de cada individuo. Esto ocurre tanto en varones como en mujeres, asi como tanto

en la PKU como en la HPA.
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EDAD HPA N PKU N Valor de p
6 meses 0.31 (1.001) 23 -0.092 (1.404) 21 0.671
1 aflo 0.301 (1.053) 23 -0.174 (1.18) 21 0.294
1.5 afios 0.151 (1.072) 23 0.231 (1.261) 21 0.732
2 afos 0.255 (0.967) 22 0.062 (0.929) 21 0.601
2.5 afios 0.498 (1.027) 22 0.026 (0.709) 20 0.158
3 afios 0.324 (0.891) 22 0.123 (0.697) 19 0.44
3.5 afos 0.425 (0.926) 19 0.317 (0.764) 19 0.455
4 afos 0.522 (0.85) 19 0.189 (0.593) 19 0.114
4.5 afos 0.695 (0.664) 18 0.359 (0.552) 19 0.1
5 afos 0.632 (0.843) 17 0.436 (0.772) 19 0.253
5.5 afos 0.667 (1.007) 18 0.429 (0.708) 19 0.301
6 afios 0.468 (0.981) 17 0.402 (0.695) 19 0.399
6.5 afos 0.605 (0.972) 16 0.606 (0.813) 18 0.666
7 afios 0.568 (1.085) 16 0.434 (0.842) 18 0.501
7.5 afios 0.745 (1.075) 16 0.475 (0.737) 16 0.273
8 afios 0.533(1.05) 16 0.388 (0.802) 16 0.346
8.5 afios 0.696 (0.957) 14 0.39 (0.949) 15 0.213
9 afios 0.624 (1.049) 13 0.413 (0.844) 16 0.456
9.5 afios 0.501 (1.069) 12 0.347 (0.765) 15 0.66
10 afios 0.479 (1) 12 0.285 (0.788) 14 0.718
10.5 afios 0.448 (1.026) 12 0.333 (0.846) 12 0.862
11 afios 0.413(1.143) 10 0.32 (1.039) 10 0.344
11.5 afios 0.696 (1.11) 8 0.346 (1.032) 10 0.328
12 afios 0.7 (1.347) 7 0.375(1.031) 10 0.494
12.5 afios 0.387 (1.387) 6 0.265 (1.148) 10 0.588
13 afios 0.318 (1.467) 6 0.182 (1.081) 10 0.48
13.5 afios -0.118 (1.476) 5 0.228 (1.011) 9 0.894
14 afios -0.242 (1.314) 5 0.168 (0.881) 9 0.639
14.5 afios -0.625 (1.173) 4 -0.009 (0.927) 8 0.395
15 afios -0.763 (1.021) 3 -0.169 (0.828) 8 0.347
15.5 afios 0.24 (0.391) 3 -0.161 (0.73) 8 0.539
16 afos 0.717 (1.231) 3 -0.15(0.658) 8 0.357
16.5 afios 0.23 (0.225) 3 -0.159 (0.567) 8 0.303
17 afios 0.405 (0.134) 2 -0.472 (1.032) 9 0.125
17.5 afios 0.824 (-) 1 -0.484 (1.015) 9 0.116
18 afios 0.851 (-) 1 -0.388 (1.032) 8 0.12

Tabla 3. Frecuencia, media y desviacion estandar del z-score de la talla en PKU y HPA
varones, con el correspondiente valor de p para cada edad. N: nimero de pacientes.
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MUIJERES

EDAD HPA N PKU N Valor de p
6 meses 0.374 (0.833) 32 0.412 (1.099) 33 0.849
1 afo 0.257 (1.007) 32 -0.05 (0.996) 32 0.412
1.5 afios -0.025 (0.718) 29 -0.381 (1.055) 33 0.268
2 afios -0.261 (0.767) 28 -0.33 (0.884) 30 0.809
2.5 afios -0.062 (0.8) 23 -0.079 (1.043) 30 0.879
3 afios -0.019 (0.855) 21 -0.102 (1.066) 28 0.952
3.5 afos 0.096 (0.574) 18 -0.257 (0.997) 26 0.176
4 afos 0.302 (0.629) 17 -0.246 (1.03) 28 0.084
4.5 afios 0.235(0.417) 16 -0.349 (0.89) 28 0.01
5 afos 0.166 (0.529) 15 -0.331 (1.019) 28 0.062
5.5 afios 0.316 (0.707) 14 -0.29 (0.995) 28 0.033
6 afios 0.249 (0.707) 14 -0.234 (0.898) 28 0.142
6.5 afos 0.322 (0.606) 13 -0.201 (0.961) 28 0.133
7 afios 0.221 (0.739) 10 -0.154 (1.08) 26 0.447
7.5 afios 0.171 (0.775) 7 -0.206 (0.937) 26 0.402
8 afios 0.143 (0.822) 6 0.024 (0.842) 25 0.707
8.5 afios -0.102 (0.885) 5 -0.048 (0.873) 25 0.759
9 afios -0.128 (0.981) 5 -0.017 (0.846) 24 0.685
9.5 afios -0.09 (0.837) 4 -0.124 (0.804) 24 1
10 afios -0.022 (1.007) 4 -0.192 (0.797) 24 0.767
10.5 afios -0.1 (1.005) 4 -0.205 (0.881) 23 0.973
11 afios 0.005 (0.889) 4 -0.089 (1.01) 23 0.891
11.5 afios -0.213 (0.993) 4 -0.246 (1.016) 22 0.972
12 afios -0.162 (0.956) 4 -0.336 (1.002) 21 0.738
12.5 afios -0.254 (1.028) 4 -0.417 (0.986) 21 0.795
13 afios -0.198 (0.959) 4 -0.548 (1.097) 19 0.516
13.5 afios -0.477 (0.382) 3 -0.647 (1.101) 17 0.711
14 afios -0.643 (0.326) 3 -0.732 (1.089) 17 0.751
14.5 afios -0.67 (0.354) 2 -0.715 (1.021) 17 0.74
15 afios -0.715 (0.46) 2 -0.678 (0.882) 16 0.778
15.5 afios -0.79 (0.453) 2 -0.683 (0.866) 16 0.888
16 afos -0.74 (0.311) 2 -0.667 (0.872) 16 0.725
16.5 afios -0.775 (0.318) 2 -0.605 (0.861) 15 0.94
17 afios -0.58 1 -0.52(0.89) 14 0.907
17.5 afios - -0.556 (0.924) 13 -
18 afios - -0.541 (0.958) 13 -

Tabla 4. Frecuencia, media y desviacion estandar del z-score de la talla en PKU y HPA
mujeres, con el correspondiente valor de p para cada edad. N: nimero de pacientes.
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Figura 15A. Trayectoria de las medidas del z-score de la talla de nifios varones HPA
de entre 6 meses y 18 afios.
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Figura 15B. Trayectoria de las medidas del z-score de la talla de nifios varones PKU
de entre 6 meses y 18 afios
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Figura 15C. Trayectoria de las medidas del z-score de la talla de mujeres HPA de

entre 6 meses y 18 afos
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Figura 15D. Trayectoria de las medidas del z-score de la talla de mujeres PKU de
entre 6 meses y 18 afos
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Los resultados de los andlisis de los modelos de efecto mixto para los
varones se detallan en la Tabla 5.
Se observaron los siguientes resultados:
1. Cada sujeto presenta diferentes trayectorias especificas
2. En la evolucion a largo plazo de los z-score de la talla, no se han
encontrado diferencias estadisticas entre los individuos PKU y HPA
3. Las trayectorias especificas para cada individuo, muestran un patrén
no lineal a lo largo del tiempo
Las trayectorias estimadas para cada tipo de patologia: HPA y PKU se
describen en la figura 16. Las diferencias de estas curvas estimadas y los intervalos
de confianza al 95%, se muestran en la figura 17. Como se puede observar en la
figura 16, los varones PKU tienen una talla similar a la poblacion general hasta los 8-
9 afos, momento a partir del cual se objetiva una menor progresion de la talla en los
individuos PKU. En el caso de los varones HPA la talla es similar a la de la
poblacion general. No existen diferencias significativas en la talla entre los HPA y

los PKU (figura 17).

Los resultados de los analisis de los modelos de efectos mixtos para las
mujeres se detallan en la Tabla 5.

Se observaron los siguientes resultados:

1. Cada sujeto presenta diferentes trayectorias especificas

2. Se detectaron diferencias significativas en la evolucion a largo plazo

de los z-score de la talla para las nifias PKU y HPA.

3. Las trayectorias especificas para cada individuo muestran un patrén

no lineal a lo largo del tiempo.

Las trayectorias estimadas para cada tipo de patologia: HPA y PKU, se
describen en la figura 18, donde se puede observar como la evolucion con el tiempo
del z-score de la talla es diferente en cada patologia, con la existencia de un cruce
entre los 8 y los 12 afios, de manera que la talla en las PKU es superior la las HPA
entre los 8 y 12 afos, descendiendo a partir de dicha edad, siendo la talla de las

pacientes PKU menor que la de la poblacion de referencia. La diferencia de las
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curvas estimadas entre HPA y PKU vy los intervalos de confianza del 95%, se

describen en la figura 19; siendo las diferencias en los z-score de la talla entre los

HPA y los PKU estadisticamente significativas (p=0,0186).

Efectos fijos Coeficiente DE valor de p
Intercept 0,5702 0,2068 0,0060
Tiempo -0,0294 0,0149 0,0500
PKU (HPA: categoria de refererencia) -0,3699 0,2642 0,1722
Efectos aleatorios RLRT valor de p
Curvas especificas de cada individuo 327,9234 <0,0000
0 1
Tipo de Patologia (G’-,z‘) 6,4182 0,028
Efecto no lineal de la edad (& Fr)

Tabla 5. Resultados de los modelos (1) de efectos mixtos para cada individuo varén.
El modelo (1) se describe en el apartado de andlisis estadistico.
DE: desviacion estandar; RLRT: test de razon de verosimilitud restringida.
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Para probar los efectos aleatorios del modelo completo, se ha utilizado el

RLRT. Los valores de p se dan para probar si cada pardmetro de varianza de los

. . a .. .
efectos aleatorios son superiores a cero. @¥Fgy=indica la parte aleatoria de la

representacion del modelo mixto de la funcion suave del modelo (1). [g;[.}], que

, e . 9 , .
representa las curvas especificas de cada individuo, &Fy-es el parametro de varianza de

la correspondiente parte aleatoria de la funcién suave [fil.}], y finalmente cri es la

parte aleatoria dela representacion del modelo mixto de la funcién suave [f1, 1], que

representa el efecto suave de la edad. Los efectos aleatorios y fijos del factor por las

interacciones de las curvas, han sido eliminadas del modelo completo. Los efectos

fijos se obtuvieron de este modelo final.
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Efectos fijos Coeficiente DE valor de p

Intercept 0.8283353 0.2122 0.0015
Tiempo -0.0896 0.0306 0.0398
PKU (tomando HPA como la categoria 0.0378934 0.27018372 0.8889
de referencia) -0.0172583 0.0379 0.6490
PKU:tiempo

Efectos aleatorios RLRT valor de p
Curvas especificas de cada 299.0287 <0.0000
o z 3.1845 0.0186

(r) .
indiiduo(%i) 33.1793 <0.0000
Tipo de patologia (Tw)

I

Efectos no lineales de la edad(¥'IF)

Tabla 6. Resultados de los modelos de efectos mixtos para cada individuo mujer.
El modelo (1) se describe en el apartado de anélisis estadistico.
DE: desviacion estandar; RLRT: test de razon de verosimilitud restringida.

Para probar los efectos aleatorios del modelo completo, se ha utilizado el
RLRT. Los valores de p se dan para probar si cada pardmetro de varianza de los
o

efectos aleatorios son superiores a cero. indica la parte aleatoria de la

representacion del modelo mixto de la funcion suave del modelo (1). [Hi[-:"], que
2 .
representa las curvas especificas de cada individuo, Fwes el pardmetro de varianza de
- 2
la correspondiente parte aleatoria de la funcion suave [-"1 “'], y finalmente Tues la

parte aleatoria de la representacion del modelo mixto de la funcion suave [ﬁ- }], que
representa el efecto suave de la edad. Los efectos aleatorios y fijos del factor por las
interacciones de las curvas, han sido eliminadas del modelo completo. Los efectos

fijos se obtuvieron de este modelo final.
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Figura 16. Curvas estimadas de los z-score de la talla de acuerdo a la edad para
ambos tipos de patologia (HPA y PKU) en individuos varones.

B[|BL B] 9P 21008-Z
SBIDUDII(]

o

Edad (afios)

Figura 17. Diferencias entre las curvas del z-score estimado de la talla en ambas
patologias segiin la edad (linea gruesa) y sus intervalos de confianza del 95%

(lineas punteadas), en individuos varones.
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Figura 18. Curvas estimadas de los z-score de la talla de acuerdo a la edad para
ambos tipos de patologia (HPA y PKU) en mujeres.
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Figura 19. Diferencias entre las curvas de los z-score estimandos en ambos tipos
de patologias seglin la edad (linea gruesa) y su intervalo de confianza del 95%
(lineas discontinuas) en mujeres
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5.1.2. ANALISIS DEL PESO

En las tablas 7 y 8 se muestran las medias y la desviacion estandar del z-score
del peso para cada grupo de edad, comparando ambas patologias (HPA y PKU), con la
significacion estadistica correspondiente en cada caso (valor de p). Como se puede
observar, no existen diferencias significativas entre los individuos HPA y PKU en

cuanto al peso, en ninguno de los grupos de edad, tanto en varones como en mujeres.

Para probar los efectos aleatorios del modelo completo, se ha utilizado el test
RLRT. Los valores de p se aportan para comprobar si cada parametro de varianza de los
efectos aleatorios es mayor que cero Hi-. la parte aleatoria de la representacion del
modelo mixto de la funcion suave del modelo (1). [@;(.7] representa las curvas
especificas de sujeto, es el parametro de varianza de la correspondiente parte aleatoria
de la funcién suave [fif,}], y finalmente es la parte aleatoria de la representacion del
modelo mixto de la funcién suave [F1, 1], que representa el efecto suave de la edad. Los
efectos aleatorios y fijos del factori por interacciones de la curva ha sido eliminado del

modelo completo. Los efectos fijos se obtuvieron del modelo final.
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EDAD VARONES media(DE) - N

HPA PKU valor de p
6 meses 0.172 (0.916) - 24 0.239 (1.145) - 21 1
1 afio 0.762 (1.151) - 24 0.551 (1.099) - 21 0.453
1.5 afios 0.721 (0.886) - 24 0.826 (1.03) - 21 0.865
2 aiios 0.711 (1.013) - 23 0.838 (0.944) - 21 0.698
2.5 aiios 0.702 (0.9)- 22 0.609 (0.753) - 20 0.811
3 aiios 0.676 (1.076) - 22 0.626 (0.919) - 19 0.794
3.5 aiios 0.681 (1.094) - 19 0.796 (0.84) - 19 0.559
4 aios 0.768 (1.17) - 19 0.614 (0.753) - 19 0.988
4.5 aios 0.956 (1.169) - 19 0.874 (0.731) - 19 0.907
5 aiios 1.075 (1.138) - 17 0.959 (0.735) - 19 1
5.5 aiios 1.099 (1.382) - 18 0.884 (0.684) - 19 0.753
6 aifios 0.544 (2.41)- 18 0.932 (0.77) - 19 0.704
6.5 aiios 0.946 (1.387) - 16 1.028 (0.741) - 18 0.617
7 aiios 1.172 (1.42) - 16 1.103 (0.778) - 17 0.971
7.5 aiios 1.203 (1.417) - 16 1.123 (0.749) - 16 0.665
8 ailos 1.179 (1.462) - 16 1.218 (0.945) - 16 0.985
8.5 aiios 1.157 (1.205) - 14 1.261 (0.996) - 15 0.879
9 aiios 0.958 (1.065) - 13 1.214 (0.819) - 16 0.726
9.5 aiios 1.08 (1.057) - 12 1.257 (0.711) - 15 0.884
10 afios 0.919 (1.063) - 12 1.294 (0.678) - 14 0.662
10.5 aiios 0,889 (1,088) - 11 1,289 (0,639) 21 0,599
11 aifios 0.637 (1.004) - 9 0.901 (0.554) - 10 0.968
11.5 aiios 1.006 (0.926) - 8 1.173 (0.668) - 10 0.965
12 aifios 0.904 (0.989) - 7 0.983 (0.539) - 10 1
12.5 aiios 0.82 (1.034)- 6 0.97 (0.629) - 10 0.745
13 aifios 0.833 (1.027) - 6 0.888 (0.648) - 10 0.635
13.5 aiios 0.444 (1.362) - 5 0.851 (0.745) - 9 0.438
14 aifios 0.132 (1.425) -5 0.718 (0.718) - 9 0.298
14.5 aiios -0.512 (1.256) 4 0.749 (0.883) - 8 0.109
15 aifios -0.795 (1.26) - 4 0.63 (0.989) - 8 0.089
15.5 afios -0.25(1.011)- 3 0.737 (1.046) - 8 0.279
16 aiios 0.263 (1.111) 3 0.731 (0.951) - 8 0.376
16.5 aiios -0.127 (1.108)- 3 0.56 (0.936) - 8 0.497
17 aiios -0.54 (0.594) - 2 0.563 (1.208) - 9 0.327
17.5 afios 028(-)- 1 0.577 (1.204) - 9 0.485
18 afios 0.15() -1 0.806 (1.161) - 8 0.444

Tabla 7. Frecuencia, media y desviacion estandar del z-score del peso en varones,
para cada tipo de patologia en funcion de la edad, con su correspondiente valor de p.
N: niimero de pacientes.
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| EDAD MUJERES media(DE) - N
HPA PKU valor de p
6 meses 0.263 (0.847) - 31 0.268 (0.837) - 33 0.925
1 afio 0.481 (0.829) - 31 0.523 (0.727) - 32 0.532
1.5 afios 0.454 (0.885) - 28 0.493 (0.799) - 33 0.789
2 aiios 0.373 (0.841) - 27 0.56 (0.931) - 30 0.318
2.5 aiios 0.373 (0.844) - 23 0.786 (0.856) - 30 0.064
3 aiios 0.265 (0.791) - 21 0.724 (1.02) - 28 0.14
3.5 aiios 0.272 (0.72) - 17 0.608 (1.106) - 26 0.291
4 aios 0.323 (0.745) - 16 0.434 (0.979) - 28 0.788
4.5 aiios 0.254 (0.655) - 15 0.292 (0.991) - 29 0.72
5 aiios 0.221 (0.762) - 14 0.462 (0.994) - 28 0.23
5.5 aiios 0.488 (0.866) - 14 0.526 (1.151) - 28 0.831
6 aifios 0.471 (0.993) - 14 0.647 (1.123) - 28 0.274
6.5 aiios 0.575 (0.912) - 13 0.62 (1.223) - 28 0.737
7 aiios 0.612 (1.033) - 10 0.669 (1.126) - 26 0.685
7.5 aiios 0.815 (1.063) - 7 0.62 (1.193) - 26 0.775
8 aiios 0.826 (1.308) - 6 0.768 (1.024) - 25 0.981
8.5 aiios 0.882 (1.331) -5 0.802 (0.982) - 25 0.956
9 aiios 0.708 (1.299) - 5 0.744 (0.943) - 24 0.665
9.5 aiios 0.872 (1.046) - 4 0.72 (0.974) - 24 0.768
10 afios 1.04 (1.128) - 4 0.592 (0.963) - 24 0412
10.5 aiios 0.758 (0,696) - 4 0.51 (0,649) - 23 0.473
11 aifios 0.615 (0.839) - 4 0.381 (0.694) - 23 0.517
11.5 aiios 0.67 (0.771) - 4 0.431 (0.713) - 22 0.5
12 aifios 0.725 (0.618) 4 0.413 (0.663) - 21 0.452
12.5 aiios 0.805 (0.849) -4 0.287 (0.675) - 21 0.221
13 aiios 0.47 (0.536) - 4 0.325 (0.685) - 19 0.598
13.5 aiios 0.523 (0.395) -3 0.024 (0.679) - 17 0.179
14 aifios 0.61 (0.496) - 3 -0.008 (0.785) -17 0.138
14.5 aiios 0.58 (0.255)- 2 -0.022 (0.826) -17 0.187
15 aifios 0.68 (0.071) - 2 0.031 (0.85)- 16 0.261
15.5 aiios 0.89 (0.156) - 2 0.035 (0.834) - 16 0.157
16 aifios 0.89 (0.58)- 2 0.072 (0.852) - 16 0.157
16.5 aiios 0.79 (0.693) - 2 0.05 (0.959)- 15 0.232
17 aiios 0.57(-)- 1 -0.019 (0.769) 14 0.533
17.5 afios - (- 0 0.031 (0.651) - 13
18 afios - (- 0 -0.541 (0.958) 13

Tabla 8. Frecuencia, media y desviacion estandar del z-score del peso en mujeres, para cada
patologia, con su valor de p para cada edad. N: nimero de pacientes.
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Efectos fijos Coeficiente Error Estandar | valor de p
Intercept 0,5436 0,1822 0,0030
Tiempo -0,0497 0,0189 0,0088
-0,3759 0,2551 0,8126

PKU (tomando HPA como categoria

de referencia)

Efectos aleatorios RLRT valor de p
Curvas especificas de sujeto (Gﬁ-) 351,6028 <0,0000
. ok 0 1
Tipo de patologia (T) 38,3348 <0.,0000

Efecto no lineal de la edad (&%)

Tabla 9. Resultados del modelo de efectos mixtos (1) para individuos varones

Efectos fijos Coeficiente Error Estandar valor de p

Intercept 0,3926 0,1660 0,0182
Tiempo -0.0105 0,0138 0,4483
PKU (tomando HPA como categoria 0,1031 0,185 0,5804
de referencia)

Efectos aleatorios RLRT valor de p
Curvas especificas de sujeto (ﬂﬁ-) 460,4141 < 0,0000
Tipo de patologia (-II-',-:.:) 0,0368 0,3291

<0,0000
Efecto no lineal de la edad (&%) 23,6207 00

Tabla 10. Resultados del modelo de efectos mixtos (1) para mujeres

El modelo (1) se describe en la seccion de andlisis estadistico.
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Figura 20 A. Trayectorias de las medias de los z-score del peso correspondientes a nifios varones
HPA con edades comprendidas entre los 6 meses y los 18 afios.

88



Tesis doctoral Resultados

PKU
- 4
f_q vooR
IR R
§ A ‘( AN - a
\ He%; & : P Py = -
a8 " N AN (8 e - ' ) 2
3 O O a
= | g .
2 &/
=] d
3 A
- & g } o N - 0
A - "f ‘:I
..I
I:’s__
.9\1. )
J rf;_)a_ﬂ
- -2
| | | |
0 5 10 15

Figura 20 B. Trayectorias de las medidas del z-score del peso correspondientes a nifios varones
PKU con edades entre los 6 meses y los 18 afios.
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Figura 20 C. Trayectorias de las medidas del z-score del peso correspondientes a nifias HPA
con edades entre los 6 meses y los 18 afios.
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Figura 20 D. Trayectorias de las medidads del z-score del peso correspondientes a nifias PKU
con edades entre los 6 meses y los 18 afios.

Los nifios varones HPA tienen un peso similar a los pacientes PKU en los primeros 5
afios de vida, separandose discretamente a partir de esa edad, ya que los HPA presentan

tendencia a tener mayor peso, sin ser significativa dicha diferencia (Figura 21).
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Figura 21. Curvas estimadas para los z-score del peso de acuerdo con la edad para ambos
tipos de patologia (HPA y PKU) en individuos varones.
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Figura 22. Diferencias entre las curvas de los z-score en ambos tipos de patologias de
acuerdo con la edad (linea continua) y su intervalo de confianza del 95% (lineas punteadas)
en individuos varones.

92



Tesis doctoral

(2102s-7) 059 g

Resultados

T T
10 15

Edad (afios)

Figura 23. Curvas estimadas para los z-score del peso de acuerdo con la edad para ambos
tipos de patologia (HPA y PKU) en mujeres.
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Figura 24. Diferencias entre las curvas de los z-score en ambos tipos de patologias de
acuerdo con la edad (linea continua) y su intervalo de confianza del 95% (lineas punteadas)

en mujeres.
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En las nifias observamos, al igual que en los varones, un peso similar en los HPA y

PKU, siendo a partir de los 5 afios ligeramente superior en este caso, al contrario que en los

varones, en el grupo de las PKU (Figura 23).

El aumento de peso en los HPA y PKU con respecto a la poblacion general es mas

manifiesto en las varones que en los mujeres, como se refleja en la tabla 11.

RANGO MEDIA+DS RANGO

MEDIA+DS

VARONES 0,977+0,197 0,630-1,294 0,872+0,270 0,132-1,203

MUJERES | 0,539+0,191  0,240-0,802 | 0,585:0220  0,221-1,040

Tabla 11. Media, desviacion estandar (DS) y rango de los z-score del peso en ambos sexos y
en ambas patologias (HPA y PKU)
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5.1.3. ANALISIS DEL IMC

VARONES

Resultados

HPA N PKU N Valor de p

6 meses 0.044 (0.789) 24 0.139 (1.329) 21 0.964

1 afio 0.817 (1.015) 24 0.929 (1.044) 21 0.601
1.5 afios 0.938 (0.789) 24 1.185 (1.243) 21 0.75
2 afios 0.889 (1.199) 23 1.203 (0.976) 21 0.249
2.5 afios 0.427 (1.18) 22 0.86 (0.889) 20 0.137
3 aflos 0.627 (1.16) 21 0.758 (1.009) 19 0.957
3.5 afios 0.994 (1.574) 19 1.297 (1.403) 19 0.54
4 afios 0.676 (1.468) 19 0.802 (0.796) 19 0.483
4.5 afios 0.818 (1.342) 19 0.959 (0.943) 19 0.804
5 aflos 0.976 (1.216) 17 0.987 (0.629) 19 0.874
5.5 afios 0.768 (1.378) 18 0.915 (0.661) 19 0.784
6 afios 0.875 (1.585) 17 0.826 (0.627) 19 0.547
6.5 afios 0.872 (1.535) 16 0.946 (0.71) 17 0.843
7 aflos 0.995 (1.438) 16 0.965 (0.708) 18 0.876
7.5 afios 1.039 (1.467) 16 1.193 (0.837) 16 0.865
8 afios 1.038 (1.464) 16 1.256 (0.952) 16 0.821
8.5 afios 0.964 (1.227) 14 1.42(0.912) 15 0.444
9 afios 0.784 (1.156) 13 1.459 (0.91) 16 0.281
9.5 afios 1.083 (1.081) 12 1.558 (0.699) 16 0.365
10 afios 0.902 (1.12) 12 1.678 (0.658) 14 0.067
10.5 afios 0.799 (1.174) 12 1.474 (0.543) 12 0.141
11 afios 0.547 (1.178) 9 1.321 (0.498) 10 0.252
11.5 afios 0.668 (1.395) 8 1.326 (0.654) 9 0.177
12 afios 0.724 (1.551) 7 1.167 (0.724) 10 0.406
12.5 afios 0.818 (1.698) 6 1.002 (0.846) 10 0.792
13 afios 0.713 (1.648) 6 0.993 (0.815) 10 0.587
13.5 afios 0.562 (1.78) 5 0.878 (0.835) 9 0.894
14 afios 0.234 (1.623) 5 0.706 (0.796) 9 0.689
14.5 afios -0.44 (1.405) 4 0.91(0.876) 8 0.109
15 afios -0.558 (1.282) 4 0.979 (0.876) 8 0.048
15.5 afios -0.477 (1.332) 3 0.956 (0.971) 8 0.082
16 afios -0.457 (1.383) 3 0.885(0.918) 8 0.085
16.5 afios -0.273 (1.327) 3 0.714 (0.853) 8 0.133
17 afios -1.02 (0.368) 2 0.621(0.722) 9 0.036
17.5 afios -0.65 1 0.562 (0.751) 9 0.22
18 afios -0.85 1 0.54 (0.647) 8 0.222

Tabla 12. Frecuencia, media y desviacion estandar del z-score del IMC en
varones, para cada tipo de patologia en funcion de la edad, con su correspondiente

valor de p
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Resultados

MUIJERES

HPA N PKU N Valor de p

6 meses 0.064 (0.858) 33 -0.055 (0.665) 31 0.629

1 afio 0.539 (0.893) 33 0.693 (0.974) 31 0.623
1.5 afios 0.739 (1.109) 30 1.025 (1.105) 31 0.386
2 afios 0.871 (1.171) 28 1.001 (1.105) 30 0.846
2.5 afios 0.672 (1.142) 24 1.005 (1.03) 29 0.234
3 afios 0.413 (1.004) 22 1.034 (1.111) 28 0.018
3.5 afios 0.444 (1.046) 18 0.897 (1.251) 27 0.084
4 afios 0.303 (1.064) 17 0.72 (1.147) 28 0.202
4.5 afios 0.274 (0.931) 16 0.671 (1.17) 27 0.263
5 afios 0.249 (0.958) 15 0.844 (1.119) 27 0.125
5.5 afios 0.38 (0.889) 15 1.092 (1.215) 27 0.06
6 afios 0.581 (1.083) 15 1.08 (1.282) 27 0.222
6.5 afios 0.586 (1.003) 14 1.069 (1.302) 27 0.308
7 afios 0.614 (1.113) 10 1.035 (1.239) 26 0.396
7.5 afios 0.939 (1.061) 7 1.083 (1.28) 26 0.965
8 afios 0973 (1.27) 6 1.253 (1.352) 25 0.822
8.5 afios 1.274 (1.345) 5 1.213 (1.335) 25 0.824
9 afios 1.236 (1.256) 5 1.075 (1.24) 24 0.817
9.5 aflos 1.373 (1.132) 4 1.134 (1.218) 24 0.718
10 afios 1.423 (1.224) 4 0.96 (1.152) 24 0.554
10.5 afios 1.347 (1.147) 4 0.798 (1.091) 23 0.432
11 afios 1.16 (1.169) 4 0.72 (1.112) 23 0.562
11.5 afios 1.358 (1.167) 4 0.878 (1.166) 21 0.481
12 afios 1.39 (0.992) 4 0.923 (1.153) 21 0.504
12.5 afios 1.222 (0.818) 4 0.912 (1.218) 21 0.528
13 afios 1.298 (0.687) 4 0.955 (1.167) 19 0.31
13.5 afios 1.433 (0.762) 3 0.751 (1.069) 17 0.168
14 afios 1.47 (0.762) 3 0.664 (1.118) 17 0.138
14.5 afios 1.695 (0.276) 2 0.698 (1.232) 16 0.14
15 afios 1.58 (0.467) 2 0.785 (1.222) 16 0.182
15.5 afios 1.68 (0.577) 3 0.801 (1.219) 15 0.123
16 afios 1.703 (0.707) 3 0.763 (1.242) 15 0.164
16.5 afios 1.603 (0.78) 3 0.726 (1.337) 14 0.207
17 afios 1.26 (0.523) 2 0.496 (1.035) 14 0.266
17.5 afios 1.65 1 0.511 (1.035) 13 0.429
18 afios 1.4 1 0.51(0.95) 13 0.32

Tabla 13. Frecuencia, media y desviacion estindar del z-score del IMC en
mujeres, para cada tipo de patologia en funcion de la edad, con su correspondiente
valor de p.

En las figuras 24 A-D se muestran las trayectorias individuales de los z-score del IMC
para cada individuo, varones y mujeres, con cada tipo de patologia del estudio (PKU y HPA).
Como se muestra en estas figuras, existe una gran variacion en las diferentes trayectorias. Esto

ocurre tanto en varones como en mujeres, asi como tanto en la PKU como en la HPA.
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Figura 25 A. Trayectorias de las medidas del z-score del IMC para varones HPA entre 6

meses y 18 afos.
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Figura 25 B. Trayectorias de las medidas del z-score del IMC para varones PKU entre 6
meses y 18 afios.
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Figura 25 C. Trayectorias de las medidas del z-score del IMC para mujeres HPA entre 6

meses y 18 afos.
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Figura 25 D. Trayectorias de las medidas del z-score del IMC para mujeres PKU entre 6
meses y 18 afios.

Las trayectorias estimadas para cada tipo de patologia: HPA y PKU se describen en
la figura 26, donde se puede observar como el IMC de los HPA y PKU varones esta
discretamente por encima del de la poblacion de referencia. Las diferencias de las curvas
estimadas de los HPA y PKU vy los intervalos de confianza al 95%, se muestran en la figura
27. Como se puede observar, la evolucion de los varones es similar en ambos tipos de
patologias, ligeramente mayor en los PKU sin diferencias significativas entre ambas

patologias.
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Figura 26. Curvas estimadas del z-score del IMC estimado a largo plazo para varones HPA
y PKU.
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Figura 27. Curvas que representan las diferencias estimadas en el z-score del IMC en
varones entre los HPA y los PKU.

En la figura 28 se representan las curvas que indican la evolucion con el tiempo de
los z-score del IMC de las mujeres en ambas patologias; observandose un cruce a los 8 y los
12 afios, momento en el que las pacientes PKU presentan mayor IMC. El IMC al final del
crecimiento, es menor en las pacientes PKU, sin existir diferencias estadisticamente

significativas en el IMC entre ambas patologias (figura 29).
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Figura 28. Curvas estimadas del z-score del IMC estimado a largo plazo para mujeres HPA y
PKU.
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Figura 29. Curvas de las diferencias estimadas en el IMC en mujeres HPA y PKU
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Resultados

Efectos fijos Coeficiente DS valor de p
Intercept 0.5180311 0.17840994 0.0038
Tiempo 0.0428615 0.02040831 0.0360
PKU (tomando la HPA como poblacion de 0.1524018 0.24263678 0.5333
referencia)
Efectos aleatorios RLRT valor de p
Curvas especificas de sujeto (Gﬁ-) 396.0658 < 0.0000
Tipo de Patologia ) 0 1
81.2977 <0.0000

Efecto no lineal de la edad (& Fr)

Tabla 14. Resultado del modelo de efectos mixtos para el z-score del IMC de los varones.

Efecto no lineal de la edad (& Fr)

Efectos fijos Coeficiente DS valor de p
Intercept -1.8231 0.3930 0.0000
Tiempo 0.1958 0.0456 0.0000
PKU:tiempo 0.1695 0.2000 0.3998
Efectos aleatorios RLRT valor de p
Subject specific curves (Gﬁ-) 531.6713 <0.0000
Tipo de Patologia (@) 0 1
119.915 < 0.0000

Tabla 15. Resultado del modelo de efectos mixtos para el z-score del IMC de los mujeres.
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5.1.4. RESULTADOS DEL CRECIMIENTO DE LOS PACIENTES CON EMO

Dentro del grupo de pacientes que desarrollaron EMO, 3 de ellos eran pacientes
seguidos desde el nacimiento (pacientes 16, 30 y 36), por lo que fueron incluidos en el estudio

de crecimiento. Los z-score del peso y talla se recogen en la tabla 16.

| PACIENTES CON EMO

EDAD TALLA N PESO N
0 meses 0.41 (1,89) 3 0,55 (1,14) 3
6 meses -0,42 (2,14) 3 -0.02 (1,07) 3
1 aiio -0,71 (1,072) 3 -0.23 (0,91) 3
1.5 aiios -0,83 (2,04) 3 0.32 (1,25) 3
2 aiios -0,71 (3,05) 3 0,49 (1,06) 3
2.5 aiios -0,52 (3,40) 3 0,16 (1,07) 3
3 aiios -0,50 (3,7) 3 0,16 (0.86) 3
3.5 aiios -0,53 (3,96) 3 -0,11 (0,87) 3
4 aiios 0.45 (4,19) 3 0,16 (0,84) 3
4.5 aiios -0,14 (4,41) 3 0,16 (0,83) 3
5 aiios -0.53 (4,63) 3 0,09 (0,75) 3
5.5 aiios -0,16 (4,74) 3 0,51 (0,91) 3
6 afios -0,18 (4,95) 3 0,15 (0,80) 3
6.5 aiios -0,17 (-) 2 -0,65 (-) 2
7 aiios -0,01 (-) 2 0,06 (-) 2
7.5 afios -0,28 (-) 2 -0,04 (-) 2
8 aifios 0,03 (-) 2 -0,01 (-) 2
8.5 aiios -0,12 (-) 2 -0,10 (-) 2
9 aifios -0,01 (-) 2 -0,20 (-) 2
9.5 aiios -0,06 (-) 2 -0,28 (-) 2
10 aiios -0,06 (-) 2 0,23 (-) 2
10.5 aiios -0,04 (-) 2 0,19 (-) 2
11 aifios 0,11 (-) 2 0,45 (-) 2
11.5 aiios 0,17 (-) 2 1,18 (-) 2

Tabla 16. Media y desviacion estdndar de los z-score de la talla y el peso de

pacientes con EMO.
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5.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA MINERALIZACION
OSEA EN PACIENTES FENILCETONURICOS

Se estudid la mineralizacidon 6sea en un total de 43 de los pacientes fenilcetonuricos (41,9%
varones, media de edad: 17,6 afios, rango (7- 41 afios), de los que 28 (65,1%) eran menores de

20 afios de edad.

El 62,8% de los pacientes (27) fueron diagnosticados de PKU clésica, 9 (20,9%) de PKU
moderada y 7 (16,3%) de PKU leve. 14 pacientes se diagnosticaron de PKU tardiamente,
mediante sintomas clinicos (32,6%). E1 28% (12 pacientes) reciben tratamiento con BH4, de los
cuales, uno de ellos es una PKU clasica, 5 PKU moderada y 6 PKU leve. En la Tabla 17
aparecen reflejados la edad, el sexo, el fenotipo, el genotipo y edad al diagnostico de cada uno

de los pacientes.

En la Tabla 18 se muestran las caracteristicas nutricionales de los pacientes del estudio.
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Paciente Edad Sexo Fenotipo Genotipo Diagnostico
1 7 \% Clasica R243Q/C728G>A <1 mes
2 13 M Leve R243Q/E390G <1 mes
3 8 \% Moderada R68S/delF39 <1 mes
4 20 M Moderada R261Q/IVS10-11G>A <1 mes
5 37 \"% Clasica R408W/ND 10 afios
6 14 \ Clasica IVS10/R261Q <1 mes
7 17 M Moderada P2441./R261Q <1 mes
8 28 \% Clasica - 5 meses
9 32 \% Clasica R158Q/R158Q 3 meses
10 7 \ Leve P211T/IVS10-11G>A <1 mes
11 29 M Clasica 1VS10-11G>A/R243Q 20 afios
12 9 M Clasica V388M/E280K <1 mes
13 30 \% Moderada E280K/V388M 6 afios
14 11 \ Clasica 165T/R243X <1 mes
15 7 \ Clasica IVS10-11G>A/165T <1 mes
16 28 M Clasica R261Q/IVS10-11G>A < 1 mes
17 14 M Moderada R158Q/L48S <1 mes
18 11 M Clasica IVS10-11G>A/IVS10-11G>A <1 mes
19 10 M Clasica IVS10-11G>A/R243X <1l mes
20 7 M Clasica F55fs/R261Q <1 mes
21 23 M Clasica IVS10-11G>A/165T <1 mes
22 11 M Leve R176L/ND 4 meses
23 17 \ Clasica E280K/IVS10-11G>A <1 mes
24 9 M Clasica R261Q/R176X <1 mes
25 18 M Clasica E280K/R261Q <1 mes
26 13 \ Leve S303A/G46S 5 meses
27 16 M Leve R243Q/E390G 7 afios
28 7 \% Clasica S349P/IVS10-11G>A 2 meses
29 23 M Clasica V388M/ND <1 mes
30 7 \ Clasica R270K/IVS10-11G>A <1 mes
31 28 \ Clasica R261Q/F55f <1 mes
32 9 \ Clasica R261Q/IVS10-11G>A <1 mes
33 41 \ Clasica 165T/R2T43X 29 anos
34 38 M Clasica E280K/C838G>A 35 aflos
35 11 M Clasica - <lmes
36 10 M Clasica R243X/V3838M <1 mes
37 36 M Leve IVS10-11G>A/165T 6 afios
38 36 M Clasica R243X/IVS10-11G>A <1 mes
39 7 M Moderada L48S/Y277D <1 mes
40 7 M Moderada L48S/Y277D <1 mes
41 22 \% Moderada Q304Q/R176L 3 meses
42 33 M Moderada R243X/L48S 3 afios
43 7 M Leve A300S/C203Y 7 afios

Tabla 17. Caracteristicas generales de los pacientes del estudio. Edad en afios. Sexo: V (varén),
M (mujer). ND: no determinada
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Paciente Tto kcal/dia Prot Prot Ingesta Ingesta Media Phe
(edad) con totales naturales de Ca de P sangre
BH4 (g/kg/ (g/kg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
dia) (N:800) (N:800)
1(7a) No 2300 2,80 0,58 1261 1384 287,3
(1300-2300)  (0,87) (<480 umol/L)
2 (13 a) Si 2172 2,40 2 1438 1086 279,4
(1650-3300)  (0,92) (< 600 umol/L)
3@8a) No 2124 - - 1232 1370 190,4
(1300-2300) (< 480 umol/L)
4 (21 a) No 2211 1,70 1,69 243% 1366 1234,0*
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
5@37a) No 2254 0,80 0,13 953 1143 630,0*
(2000-3300)  (0,84) (< 600 umol/L)
6 (14 a) No 2000 1,50 0,37 1212 1424 642,0%*
(1650-3300)  (0,92) (< 600 umol/L)
7 (17 a) Si 1845 1,20 0,34 963 1213 302,4
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
8 (28 a) No - - - - - 1129,0%
(< 600 umol/L)
9(32a) No - - - - - 1203,0%
(< 600 umol/L)
10 (7 a) Si 1694 1,80 1,00 699* 851 285,6
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
11 (29 a) No 1967 0,90 0,27 1045 971 352,8
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
12 (9 a) No 1768 1,10 0,23 1077 1163 224,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
13 (30 a) No 2927 1,50 0,19 2989 3037 394,0
(2000-3300)  (0,84) (< 600 umol/L)
14 (11 a) Si 2014 1,20 0,34 1038 1190 207,2
(1650-3300)  (0,92) (< 480 umol/L)
15 (7 a) No 1955 3,40 0,68 1190 1239 212,83
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
16 (28 a) No 1506 1,40 0,31 1271 1405 737,0*
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
17 (14 a) Si 1666 1,50 0,50 1138 1321 882,6*
(1650-3300)  (0,92) (< 600 umol/L)
18 (11 a) No 2998 1,00 0,30 961 1334 330,4
(1650-3300)  (0,92) (< 480 umol/L)
19 (10 a) No 2476 1,30 0,38 1110 1218 89,6
(1650-3300)  (0,92) (< 480 umol/L)
20 (7 a) No 1622 2,50 0,49 1348 1562 238,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
21 (23 a) No 1486 0,86 0,4 1132 1233 649,6*
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
22 (11 a) Si 1524* 1,40 1,70 108* 488* 198,0
(1650-3300)  (0,92) (< 480 umol/L)
23 (17 a) No 2323 0,85 0,18 988 1266 361,0
(2000-3300)  (0,84) (< 600 umol/L)
24 (9a) No 2193 2,30 0,47 1328 1431 391,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
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25 (18 a) No 1981 1,10 0,22 845 1028 612,0*
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
26 (13 a) S 1867 1,60 1,60 877 831 213,0
(1650-3300)  (0,92) (< 600 umol/L)
27 (16 a) S 1852 0,87 0,71 1007 1052 180,0
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
28 (7 a) No 1460 1,80 0,33 979 1091 690,0*
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
29 (23 a) No 1852 0,85 0,30 911 992 788,5%
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
30 (7 a) No 1408 2,80 0,73 1179 1227 138,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
31 (28 a) No 2620 1,10 0,29 1575 1969 927,0*
(2000-3300)  (0,84) (< 600 umol/L)
3209 a) No 2046 2,00 0,31 1366 1436 570,0*
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
33 (41 a) No 2479 0,80 0,46 1008 1179 786,0%
(2000-3300)  (0,84) (< 600 umol/L)
34 (38 a) No 1365* 1,00 0,27 1242 1264 672,0%
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
35 (11a) No 2119 1,30 0,37 994 1060 128.8
(1650-3300)  (0,92) (<480umol/L)
36 (10 a) No 2000 1,34 0,26 984 1104 518,0*
(1650-3300)  (0,92) (< 480 umol/L)
37 (36 a) No 2200 0,90 0,32 1214 1364 1083,0%
(1400-2500)  (0,84) (< 600 umol/L)
38 (36 a) No - - - - - 61,8
(< 600 umol/L)
39 (7 a) S 1250* 1,70 0,95 799% 851 124,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
40 (7 a) S 1250* 1,60 0,90 799% 851 115,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)
41 (22 a) Si 1900 - - 619% 982 207,2
(2000-3300) (< 600 umol/L)
42 (33 a) No 1363* 0,38 0,19 414* 493* 459,0
(2000-3300)  (0,84) (< 600 umol/L)
43 (7 a) S 1664 3,44 3,40 872 1117 302,0
(1300-2300)  (0,87) (< 480 umol/L)

Tabla 18. Caracteristicas nutricionales de los pacientes del estudio.

En paréntesis: recomendaciones diarias para cada edad. Proteinas totales/kg: los valores entre
paréntesis son los niveles seguros recomendados por la OMS para la poblacion®'”

*: Valores fuera del rango recomendado.
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5.2.1. ENFERMEDAD MINERAL OSEA

Se detecto EMO, segun la determinacion de la DMO por densitometria, en un total
de 6 pacientes (14%), 3 varones y 3 mujeres, con una media de edad de 24,17 + 14,55 afios
(rango de edad 7-41 afios). Dos de ellos habian sido diagnosticados de PKU moderada, el
resto de PKU clésica. Dentro de la EMO, 4 de ellos presentaron osteopenia, y 2 osteoporosis
(Tablas 19 y 20). La PKU fue diagnosticada tardiamente con mas frecuencia en el grupo de

pacientes con EMO (66,7% vs 27%, p=0,077).

El espectro mutacional encontrado fue amplio, pues se encontraron hasta 30
genotipos diferentes lo que demuestra una gran heterogeneidad genética. La mayoria de las
mutaciones pertenecen a la categoria de mutaciones de cambio de aminoacido (missense).
No se encontro relacion entre el estudio genético y el desarrollo o no de EMO. En ambos
grupos (tanto entre los que desarrollaron EMO y entre los que no la desarrollaron), se
encontraron mutaciones con actividad in vitro de la PAH nula o muy baja. Ninguno de los

pacientes que desarrollaron EMO presentaba historia familiar de osteopenia/osteoporosis.

Paciente Edad Sexo Fenotipo Genotipo Edad al Actividad

diagnéstico Fisica

13 30a \% Moderada p-E280K/ 6,2a Alta 24,2 Osteoporosis
p.V388M

16 26 a M Clasica p-R261Q/ <1 mes Baja 19,2 Osteoporosis
IVS10-G>A

30 8a \Y% Clasica IVS10- <1 mes Intermedia 15 Osteopenia

G>A/

p.R243Q

33 41 a \Y% Clasica p-165T/ 29 a Intermedia 23,2 Osteopenia
p.R2T43X

36 10a M Clasica p.R158Q/ <1 mes Alta 15,3 Osteopenia
p.L48S

42 3la M Moderada p.E280K/ 3,3a Intermedia 22,2 Osteopenia
IVS10-G>A

Tabla 19. Principales caracteristicas de los pacientes PKU que desarrollaron enfermedad
mineral 6sea (EMO). IMC: indice de masa corporal. a: afios.

109



Tesis doctoral Resultados

Paciente Edad Sexo DEXA DEXA
(Cuello de

(L2-L4 DMO)

fémur)

13 30 0,85 0,71 Osteoporosis
(T<-2,5) (T<-2,5)
16 26 0,8 0,6 Osteoporosis
(T<-2,5) (T<-2,5)
30 8 04 0,47 Osteopenia
(Z<-2) (2>-2)
33 41 1,05 0,79 Osteopenia
(T:-1-2,5) (T: -1-2,5)
36 10 0,52 0,6 Osteopenia
(Z<-2) (72<-2)
42 31 M 0,836 0,71 Osteopenia
(T: -1 -2,5) (T:-1 -2,5)

Tabla 20. Densitometria de los pacientes que desarrollaron EMO.
T: t-score; Z: z-score

5.2.2. ENCUESTA NUTRICIONAL

Tanto los pacientes osteopénicos como osteoporoticos presentaron una menor ingesta
diaria de proteinas naturales con respecto al resto de los pacientes PKU (14,33+ 8,95 g/dia
vs 21,25+ 20,85 g/dia, p<0,05), asi como una menor ratio de ingesta de proteinas

naturales/kg de peso (0,35+0,21 g/kg peso/dia vs 0,68+ 0,74 g/kg de peso dia, p=0,067).

En la Tabla 21 se muestran las caracteristicas nutricionales del grupo de pacientes
que desarrollaron EMO. Dos pacientes (16 y 33) no tenian un cumplimiento dietético
adecuado, con una ingesta diaria de Phe superior a la recomendada, y presentaron niveles
sanguineos altos de Phe. La ingesta de Ca y P en un paciente (42) era inferior de lo

recomendado.
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Paciente kcal/dia Prot Prot Ingesta de  Ingesta de Media Phe
(edad) totales naturales Ca (mg/dia) P (mg/dia) sangre
(g/kg/dia) (g/kg/dia) (N:800) (N:800)
13 (30 a) 2927 1,50 0,19 1489 1537 475
(2000-3300) (0,84) (<600
umol/L)
16 (28 a) 1506 1,40 0,31 1271 1405 688*
(1400-2500) (0,84) (<600
umol/L)
30 (7 a) 1408 2,80 0,73 1179 1227 148,0
(1300-2300) (0,87) (<480
umol/L)
33 (41 a) 2479 0,80 0,46 1008 1179 762,0*
(2000-3300) (0,84) (<600
umol/L)
36 (10 a) 2000 1,34 0,26 984 1104 518,0
(1650-3300) (0,92) (<600
umol/L)
42 (33 a) 1363* 0,38 0,19 414%* 493* 459,0
(2000-3300) (0,84) (<600
umol/L)

Tabla 21. Caracteristicas nutricionales de los pacientes con EMO.

*: Valores fuera del rango recomendado

En paréntesis: recomendaciones diarias para cada edad. Proteinas totales/kg: los valores
entre paréntesis son los niveles seguros recomendados por la OMS para la poblacion®'”

5.2.3. OTRAS VARIABLES ESTUDIADAS COMO FACTORES DE
RIESGO DE EMO

En la Tabla 22 se representan los datos clinicos, de actividad fisica, nutricionales y
bioquimicos de los pacientes PKU en funcion de si desarrollaron o no enfermedad

metabdlica Osea.

No se encontraron diferencias significativas en la actividad fisica semanal, ingesta de
Ca, P y acidos grasos. Tampoco hubo diferencias entre ambos grupos en los niveles
sanguineos de DHA y EPA, ni en el metabolismo fosfo-célcico (niveles de 1-25(OH)2D,
25(0OH)D y PTH) en los pacientes con EMO en comparacion con los que no desarrollaron

esta complicacion.
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PKU sin EMO PKU con EMO

Media de edad
Edad
<20 aiios
> 20 afos
Sexo (V/IM)
Fenotipo
Clasico
Leve/Moderado
Diagnéstico Tardio
Tto con BH4*
Actividad fisica
Baja
Intermedia
Alta
IMC (kg/m®)
<20 afios*
> 20 afios*

Ingesta proteinas naturales (g/dia)
Ingesta de Ca (mg/dia)

Ingesta de P (mg/dia)

% Ingesta de grasa

Niveles actuales de Phe (umol/L)
Niveles de DHA (mg/100 g de acidos
grasos totales)

Niveles de EPA (mg/100 g de acidos
grasos totales)

Niveles1-25(0OH)2D (pg/mL)

Niveles 25(OH)D (ng/mL)

Niveles de PTH (pg/mL)

16,46 +£ 10,29 a

26 (92%)
11 (73,3%)
15/22

23 (62,2%)
14 (37,8%)
10 (27%)

14 (32,6%)

4(10,8%)
11 (29,7%)
19 (45,9%)

19,5+ 3.18

26.6 5.2
21,25+20,85
1016,56+301,29 (N)
1180,62+263,4 (N)
31,9143,72 (N)
459,32+338,28
27861463

553,6+312,65

61,34+22,55 (N, 1)

28,1+£10,34 (},N)
31,349,4 (N)

Resultados

24,17+ 14,55 a

2(7,1%)
4 (26,7%)
3/3

4 (66,7%)
2 (33,3%)
4 (66,7%)
0 (0%)

0 (0%)
3 (50%)
2 (33,3%)

15.15+0.21
22+2.04
14,338,95
1307,50+876,12 (N)
1407,50+856,56 (N)
3145,86 (N)
505,33+237,52
3026536

429,83+195,49

55,25+12,36 (N, 1)

37,25+7,6 (N)
36,0+16,14 (N)

Tabla 22. Comparacion de las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, actividad fisica,
nutricional y bioquimica entre los pacientes PKU con y sin EMO.

Entre paréntesis: N: valores dentro de rangos normales.;?: por encima de lo normal. |: por
debajo de lo normal.

* Diferencias significativas entre los dos grupos (p<0,05).

112



Tesis doctoral Resultados

Encontramos que el IMC era inferior en los pacientes con EMO, tanto en el grupo de
< 20 afios (15.15 + 0.21 kg/m*vs 19.5 + 3.18 kg/m’, p<0,05), como en los de mayor edad
(22 + 2.04 kg/m® vs 26.6 + 5.2 kg/m?, p<0,05) (Tabla 22).

5.2.4 TRATAMIENTO CON BH4

Paciente Fenotipo Genotipo Edad Duraciéon  Tolerancia Phe

(Test BH4) Tto BH4 post BH4

Leve R243Q-E390G 8,9 Dieta libre controlada

7 Moderado  P244L-R261Q 20alm 9,3 7allm 750

10 Leve P211T- 8a4m 10 8a3m Dieta libre controlada
IVS10-11G>A

14 Clasico 165T-R243X 12a 12,5 3a6bm 513

17 Moderado  R158Q-L48S 15a10m 9,5 7a2m 739

22 Leve R176L- 12a6m 9,4 8a3m Dieta libre controlada
C527G>T

26 Leve S303A-G46S 14alm 10 8a3m Dieta libre controlada

27 Leve R243Q-E390G 18a 10 8a3m Dieta libre controlada

39 Moderado  L48S-Y277D 7a 11,6 7a 830

40 Moderado  L48S-Y277D 7a 10 7a Dieta libre controlada

41 Moderado  Q304Q-R176L 22 a3m 9,7 7a Dieta libre controlada

43 Leve A300S-898G>T 22 a 9,1 8a Dieta libre controlada

Tabla 23. Pacientes tratados con BH4.
a: anos. m: meses. ND: no determinado. Dosis de BH4 en mg/kg/dia. Tolerancia a la
Phe post-BH4: en mg/kg/dia.

De los pacientes tratados con BH4 (Tabla 23), durante una media de 7 afios y un
mes, ninguno de ellos desarroll6 EMO (p<0,05). La media de edad de estos pacientes
cuando se realiz6 el estudio fue de 14 afnos y 5 meses, siendo 3 de ellos (25%) mayores de

20 afnos.
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Los pacientes PKU respondedores a BH4 toleran mayores cantidades de proteinas,

por lo que en este grupo, la ingesta de proteinas naturales fue mayor (33,62+28,42 vs

12,73+6,22 g/dia, p<0,05). Los niveles sanguineos de EPA fueron significativamente

superiores en este grupo de pacientes (718,4+371,1 vs 461,3+235 mg/100 g del total de

acidos grasos, p<0,05). La ingesta de Ca fue menor en los pacientes tratados con BH4

(834,074345,41 vs 1197,17+453,95 mg/dia, p<0,05). (Tabla 24).

Pacientes  Niveles de EPA Niveles de Ingesta de Ca Ingesta de P Prot totales
(mg/100g total Ac DHA (mg/100g (mg/dia) (mg/dia) (g/kg/dia)
grasos) total dc. grasos)
2 1554 5246 1438 1086 2,40
(0,92)
7 627,8 2718,6 963 1213 1,20
(0,84)
10 453 1522 699 851 1,80
(0,87)
14 649 4267 1038 1190 1,20
(0,92)
17 682,1 3258 1138 1321 1,50
(0,92)
22 1231 7753 108 488 1,40
(0,92)
26 512 1908 877 831 1,60
(0,92)
27 583 2142 1007 1052 0,70
(0,84)
39 628 2719 799 851 1,70
(0,87)
40 380 1801 799 851 1,60
(0,87)
41 803 3862 619 982 -
43 ND ND 872 1117 3,44
(0,87)

Tabla 24. Niveles sanguineos de DHA y EPA en los tratados con BH4, asi como su ingesta

de Ca, P y proteinas totales.

En paréntesis: recomendaciones diarias para cada edad. Proteinas totales/kg: los valores entre
paréntesis son los niveles seguros recomendados por la OMS para la poblacion®'?. ND: no

determinada.
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5.2.5. MARCADORES DE REMODELADO OSEO

Diez (20,9%) de los 43 pacientes a estudio presentaron algunos de los marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo patologicos (FAO, B-CTx, PNP-1 en sangre y/o Ca/Cr en
orina) (Tabla 25). Todos los pacientes excepto uno tenian mas de 20 afios de edad (edad
media: 28,7+11,3). El marcador més frecuentemente alterado en estos pacientes fue la FAO,
que estaba disminuida en el 70%; de éstos, el 42,8% (3/7 pacientes) también presentaban
disminucién de B-CTx. Los valores de FAO fueron patologicos con mas frecuencia en los
pacientes que habian sido diagnosticados de PKU tardiamente (41,7% vs 10,7%, p<0,05) y
en el grupo de pacientes con EMO (60% vs 14,3%, p<0,05). Los niveles de PNP1 y Ca/Cr

fueron similares entre todos los pacientes PKU, independientemente de presentar EMO,

diagnéstico tardio o tratamiento con BH4.

FAO p-CTX PNP-1 Ca/

N Edad Sexo Fenotipo EMO BH4 (mcg/L) (ng/mL) (ng/mL) Cr
5 37 v Clasica Si No No 25,5 0,5%* 55,8 0,2
13 30 \Y Moderada Si Si No 15,2* 0,1* 37,9 0,2
16 26 M Clasica Si Si No 22,1 0,3 46,9 (::j
21 23 M Clasica No No No 12,5% 0,4 52,4 0,1
29 23 M Clasica No No No 7* 0,2 31,6 0,1

30 8 \Y Clasica No Si No 140%* 0,7 632,4 -
33 41 \Y Clasica Si Si No 16,4* 0,3 36,7 0,2
34 38 M Clasica Si No  No 11,7+ 0,2 23,1 23
37 36 M Moderada Si No No 14,5% 0,1* 35,9 0,2

Tabla 25. Pacientes con niveles alterados de marcadores de remodelado 6seo. N (n° del
paciente). Edad (afios). Sexo: V (varén), M (mujer), Dx Tardio (diagnodstico tardio). BH4
(Tratados con BH4). Ca/Cr (mg/mg). *: niveles por debajo de lo normal. **: niveles por encima
de lo normal.
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Todos los pacientes menores de 20 afios, salvo uno que presentaba cifras elevadas,

tenian valores de FAO para la edad similares a los del grupo control. (Tabla 26).

Controles PKU Significaciéon
N 29 23
Edad (aios) 8.8+£3.2 9.5£3.1 0.423
FAO (ng/ml) 99.0+36 96.1+£36 0.932
PNP-1 (ng/ml) 560+193 614.5+156 0.088
B-CTx (ng/ml)  1.25+0.35 1.11£0.33 0.121
Ca/Cr Orina 0,16+0,07 0,12+0,06 0,117

Tabla 26. Valores del grupo control y de nuestros pacientes menores de 20 afios. Datos
expresados como media + SD.

Los pacientes con niveles disminuidos tanto de FAO como de B-CTx recibieron
menor ingesta de proteinas naturales por kg de peso, que los pacientes con valores normales
(FAO (0,21+0,13 g/kg vs 0,65+0,65 g/kg p<0,05); B-CTx (0,29+0,23 g/kg vs 0,65+0,66
g/kg, p<0,05)); en cambio, los valores de 1-25(OH)2D fueron maés elevados, aunque sin
diferencias significativas y no se hallaron diferencias en cuanto a los niveles de PTH, ni de

25(0H)D.

La ingesta de Ca fue significativamente mayor en los pacientes con FAO y B-CTx
bajas, y en los que presentaban indices de Ca/Cr en orina elevados. La ingesta de fosforo

solo fue mayor en los pacientes con niveles bajos de B-CTx (Tabla 27).
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Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes Pacientess
B-CTx | p-CTx normal FAO | FAO normal Ca/Cr 1 Ca/Cr normal
1-25(OH)2D  29,5+0,70 29,25+11,74 31,66+12,22 27,23+9,74 21,0+3,07 29,27+10,22
(ng/mL)
25(OH)D 86,33+38,37* 59,17+19,07* 79,57+31,66* 56,36+17,23* 57,0£17,02 63,41+23,06
(pg/mL)
PTH 33,0£9,16 32,11+10,42 31,57+10,13 30,67+9,07 32,0+1,04 31,41+8,73
(pg/mL)
Ingesta Ca 2101,5£125,51*  1015,84+300,64* 1416,00+780,71* 1015,94+309,66* 1256,5+20,5%  1068,22+453,10*
(mg/dia)
Ingesta de 2200,5+£118,2* 1167,65+275,95* 1511,50+757,385 1179,94+270,107 1334,5+99,7 1242,91+423,29
P(mg/dia)

Tabla 27. Comparacion de los niveles sanguineos de 1-25(OH)2D, 25(OH)D, PTH e ingesta
de Ca y P entre los pacientes con niveles normales de B-CTX,FAO y Ca/ Cry los pacientes
con niveles alterados. Datos expresados como media + SD. *p<0,05

Ninguno de los pacientes tratados con BH4, con una mayor ratio de ingesta de

proteinas naturales (1,03+0,89 g/kg vs 0,37+0,31 g/kg, P<0,05), present6 niveles alterados
de FAO, B-CTX, PNP-1 ni Ca/Cr (Tabla 28).

Paciente
2 79,6 0,6 356,3 -
7 28 0,4 29,8 0,2
10 85 1,3 654,7 0,1
14 85 0,9 4723 0,2
17 80,1 1,9 494,0 0,1
22 88 1,4 892,4 0,1
26 90 1,1 535.8 0,1
27 16,8 0,5 71,9 0,1
39 79 0,9 527,5 0,2
40 74,1 0,8 506,1 0,1
41 - - - -
43 36,6 03 68.8 -

Tabla 28. Marcadores de remodelado ¢seo en pacientes tratados con BH4 y sin EMO.

117



Tesis doctoral Resultados

5.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA GENETICA EN

PACIENTES FENILCETONURICOS EN GALICIA
5.3.1. ESTUDIO GENETICO

Durante los 31 afios que dur6 el periodo de estudio, se realizd estudio genético
molecular a un total de 105 pacientes, 42 varones y 63 mujeres, correspondientes a 205 alelos

mutantes.

Los fenotipos de los pacientes a los que se les realizd estudio genético son los
siguientes: 39 PKU clasicas, 20 PKU moderadas, 8 PKU leves y 38 HPA. En el andlisis del
espectro mutacional se encontraron 47 mutaciones diferentes (Tabla 29): 37 (78,7%) debidas a
mutaciones de cambio de aminoécido, 3 (6,4%) mutaciones sin sentido, 2 (4,2%) splicing
sites- mutaciones del sitio de empalme (afectan al procesamiento del ARNm), 4 (8,5%)

deleciones, 3 de ellas deleciones pequenas y una de ellas larga y una mutacion silente.

No se detectaron mutaciones en los exones 1, 4 y 13. El exon 7 fue el que mostré el
mayor nimero de mutaciones (10), encontrandose afectado en el 21,3% del total de alelos
mutantes. El 74% (35) de mutaciones se localizaron en el dominio catalitico, 17% (8) en el
dominio regulador y dos en el dominio tetramerizador (Tabla 29); en dos de las mutaciones no

se identifico el dominio.

Las mutaciones mas prevalentes de las HPA en Galicia son las mutaciones
Mediterraneas comunes: IVS10-11G>A (c.1066-11G>A), con una frecuencia relativa del
13,8%; y p.R261Q (c.782G>A), con una frecuencia del 10,5%. Las siguientes mutaciones en
frecuencia son p.V388M, p.R176L, p.E280K y p.A300S, mostrando cada una de ellas una
frecuencia relativa entre el 4,8 y 6,2%. Se encontré una nueva mutacion: p.K361Q

(c.1081A>C).

Las 47 mutaciones diferentes encontradas estdn combinadas en diferentes genotipos, de

tal forma que, 90 pacientes son heterocigotos compuestos para dos mutaciones diferentes, y 10
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son homocigotos (IVS10-11G>A (4), p.E280K(3), p.A300S, p.A403V, p.F39del). En 5

pacientes se encontrd solamente una mutacion.

Se llevod a cabo también el andlisis genético en los padres de los pacientes homocigotos,

con el objetivo de descartar deleciones largas. Se encontraron 9 genotipos mas de una vez en

pacientes no emparentados y 11 genotipos se repiten en hermanos. La tasa de homocigosidad

fue de 0,054.

Mutacion PAH g?lrc?:(})(t)i:ll(e) i ;‘aocci:l,)i: Dominio % Actividad alell(js 1%
IVS10-11G>A c.1066-11G>A Splic 110 - Ns 29/13,8
p-R261Q c.782G>A Miss E7 Catalitico 27-47 22/10,5
p.V388M c.1162G>A Miss Ell Catalitico 15-43 13/6,2
p.-R176L ¢.527G>T Miss E6 Catalitico 21-42 13/6,2
p.E280K c.838G>A Miss E7 Catalitico ND 12/5,7
p-A300S ¢.898G>T Miss E8 Catalitico NS 10/4,8
p- L48S c.143C>T Miss E2 Regulador 0-39 9/4,3
p.-R243X c.727C>T Non E7 Catalitico <1 9/4,3
p-R243Q c.728G>A Miss E7 Catalitico 10-18 7/3,3
p.A313V c.938C>T Miss E9 Catalitico NS 5/2,4
p.A403V c.1208C>T Miss E12 Catalitico 32 5/2,4
p.F55Lfs c.165delT Del E2 Regulador NS 5/2,4
p-G46S c.136G>A Miss E2 Regulador 32-62 5/2,4
p.165T c.194T>C Miss E3 Regulador 27-60 5/2,4
p-F39del c.115 117delTTC Del E2 Regulador 20-83 4/1,9
p-R158Q c.473G>A Miss E5 Catalitico 1,7-29 3/1,4
p.R252W ¢.754C>T Miss E7 Catalitico <1 3/1,4
p.T380M c.1139C>T Miss Ell Catalitico NS 3/1,4
p.-Y414C c.1241A>G Miss E12 Tetrameriz 28-80 3/1,4
p.Y277D c.754C>T Miss E7 Catalitico ND 3/1,4
p.C203Y c.608G>A Miss E6 Catalitico NS 2/1
p-E390G c.1169A>G Miss Ell Catalitico 70-85 2/1
IVS12 +1G>A c.1315 +1G>A Splic 112 - <1 2/1
p-R68S c.204A>T Miss E3 Regulador 18-76 2/1
p-R261X c.781C>T Non E7 Catalitico NS 2/1
p-R408W c.1222C>T Miss E12 Catalitico 0-2 2/1
p-S303A c.907T>G Miss E8 Catalitico NS 2/1
p-S349P ¢.1045T>C Miss El10 Catalitico 0-0,3 2/1
p-S87R c.261C>A Miss E3 Regulador 25-82 2/1
p-Y417H c.1249T>C Miss E12 Tetrameriz NS 2/1
p.D415N c.1243G>A Miss E12 Catalitico NS 1/0,5
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p.EX5del c.442 -? 509+?del | Large Del E5 Catalitico NS 1/0,5
p.1269L ¢.805A>C Miss E7 Catalitico NS 1/0,5
p.1174V c.520A>G Miss E6 Catalitico NS 1/0,5
p.K42E c.124A>G Miss E2 Regulador NS 1/0,5

p-K361Q c.1081A>C Miss Ell Catalitico NS 1/0,5
p.L348V c.1042C>G Miss E10 Catalitico 25-44 1/0,5
p.P211T c.631C>A Miss E6 Catalitico 72 1/0,5
p.P244L c.731C>T Miss E7 Catalitico 68 1/0,5

p.Q304Q c.912G>A Sin ES8 Catalitico NS 1/0,5

p.-R270K c.809G>A Miss E7 Catalitico NS 1/0,5

p.R420M c.1259G>T Miss El12 Catalitico NS 1/0,5

p-R176Q c.527G>A Miss E6 Catalitico NS 1/0,5
p-R176X ¢.526C>T Non E6 Catalitico NS 1/0,5
p.-V2301 c.688G>A Miss E6 Catalitico 52-63 1/0,5

p.V177TM c.529G>A Miss E6 Catalitico NS 1/0,5

p.Y198fs c.593 614del22 Del E6 Catalitico NS 1/0,5

n.d. 52,4

Tabla 29. Espectro mutacional de la poblacion PKU en Galicia, indicando la frecuencia de los
alelos y la actividad residual in vitro de la PAH /http://www.pahdb.mcgill.ca).

Secuencia de referencia: NM 000277. Non: sin sentido; Miss: missense (cambio de
aminoacido); Del: delecion; Splic: splicing (procesamiento del ARNm); Sin: sindénima; I:
intron; E: exon; NS: no testado; ND: no detectable.

5.3.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL Y GENOTIPO

Con respecto a la actividad enzimadtica asociada a cada mutacion, determinante en teoria
del fenotipo clinico de cada paciente, las mutaciones p.E280K, p.R243X, p.R243Q, p.R158Q,
p.R252W, IVS12+1G>A, p.S349P y p.R408W se asociaron con actividad nula o muy baja de la
PAH. Las mutaciones p.R261Q, p.V388M, p.R176L y p.L348V se asociaron a actividad
enzimatica moderada. Las mutaciones p.E390G, p.V230I, p.P244L y p.P211T se

correlacionaron con actividad residual alta.

Para otras mutaciones se encontr6 un amplio abanico de niveles de actividad residual,
dependiendo del sistema de expresion empleado. Aunque se observo una buena correlacion
genotipo-fenotipo, no existe correlacion para algunos pacientes con el mismo genotipo; como
es el caso de IVS10-11G>A en homocigosidad y pacientes con genotipos p.I65T/p.R261 o
p-R261Q/IVS10-11G>A, que pueden ser tanto PKU cladsicas como moderadas.
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5.3.3. TEST DE SOBRECARGA DE BH4 Y GENOTIPO

Se realizd test de sobrecarga en 40 de estos pacientes, 18 (38,3%) respondieron
positivamente al test. De los respondedores, 3/27 fueron PKU clésicas, 8/13 PKU moderadas y
7/7 PKU leves (Tabla 30).

Las predicciones del genotipo basadas en la respuesta a la BH4 se determinaron en casi
todos los pacientes. Se observo que los pacientes PKU portadores de dos mutaciones no
respondedoras, no respondian a la BH4. Los pacientes con mutaciones asociadas a respuesta a
la BH4 en los dos alelos, excepto 5 pacientes con las mutaciones p.R261Q, p.I65T y p.R68S,
presentaron una respuesta claramente positiva al test. Los pacientes con al menos una mutacion
con una actividad residual in vitro del > 20% (incluidas 3 PKU clasicas), mostraron también

una respuesta positiva al test.

A los pacientes fenilcetontricos que mostraron un descenso del 25-30% en los niveles
de Phe en el test de 24 horas, se les realizd una sobrecarga semanal de BH4. Este test fue
positivo en un paciente (pacientel4) que presentd un descenso de los niveles de Phe del 28%

con el test de 24 horas y entre el 30 y 40% con el test de una semana.
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Resultados

Respuesta test
24h

| niveles Phe
(%)

Pacientes con <30% de descenso en los niveles de Phe en el test de 24 hr

10d
11a2m
10d

la 6m
3a

35a
9d

9d

7d

17a

4a 10m
23a3m
4a3m
17a 8m
15d
16a 9m
32a 1m
2a lm
la 8m
8y Im
22a 6m
29a 9m
26a
14a
2la9m
25a9m
27a

la 8m

PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Moderada
PKU
Moderada
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Moderada
PKU
Moderada
PKU
Clasica
PKU
Clasica
PKU
Moderada
PKU
Clasica

p.R243Q
.728G>A
p.E280K
¢.838G>A
p.R270K

p.R261Q
.782G>A
p.R243X
.727C>T
p.R243X
.727C>T
p.E280K
c.838G>A
p.R261X
.781C>T
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.R243X
¢.727C>T
p.E280K
c.838G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.F55Lfs
¢.165delT
p.V388M
c.1162G>A
p.R408W
¢.1222C>T
p.R176X

p.R68S
c.204A>T
p.R261Q
.782G>A
p.R243Q
.728G>A
p.165T
¢.194T>C
p.165T
¢.194T>C
p.R261Q
.782G>A
p.R261Q
.782G>A
p.F55Lfs
¢.165delT
p.R243X
¢.727C>T
p.E280K
¢.838G>A

IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.R261Q
c.782G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p-V388M
c.1162G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.E280K
c.838G>A
p.R261X
c.781C>T
p.165T
¢.194T>C
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p-V388M
c.1162G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.165T
¢.194T>C
p.R261Q
c.782G>A

nd

nd
p.R261Q

c.782G>A
p-F39del

c.115_117delTTC

IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.R261Q
¢.782G>A
p.R261Q
¢.782G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
IVS10-11G>A
¢.1066-11G>A
p.R261Q
¢.782G>A
p.L48S
c.143T>C
p.V388M
c.1162G>A

l 0
f 0
l 0
l 0
f 0
l 0
l 0
l 0
f 6.4
l 8.2
l 9.6
f 10.3
l 10.6
f 10.6
f 153
) 16.6
) 17
f 17.9
18.4
| 18.9
l 218
f 2.1
f 2.1
| 227
l 24
f 253
f 262

1 27 (Semanal sin
respuesta)
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14 \% 4a 5m PKU p.165T + p.R243X l 28
Clasica ¢.194T>C c.727C>T Semanal 31,6
Pacientes con 30-50% de descenso en los niveles de Phe en el test de 24 hr
77 \% 19a 5m PKU p-V388M t+ p.L48S 1 33.7
Moderada c.1162G>A c.143T>C ’
7 M 9a 7Tm PKU p-P244L - p.R261Q 1 343
Moderada c.731C>T c.782G>A ’
89 M 13a 10m PKU p-R243Q | p.V388M 1 371
Clasica c.728G>A c.1162G>A ’
102 M 16a 4m PKU p-G46S - p.R243Q l 403
Clasica c.136G>A c.728G>A ’
17 M 6a 7m PKU p-R158Q + p.L48S 1 3
Moderada c473G>A c.143T>C
Pacientes con 50-70% de descenso en los niveles de Phe en el test de 24 hr
74 \% 13d PKU p-R243Q | p.V388M 1 513
Clasica c.728G>A c.1162G>A ’
40 M 2m PKU p-L48S + p.Y277D - 572
Moderada c.143T>C ¢.829T>G ’
39 M 2m PKU p-L48S + p.Y277D - 60.3
Moderada c.143T>C ¢.829T>G ’
69 \% 16a PKU p-V388M + p.Y414C 1 62
Moderada c.1162G>A c.1241A>G
93 M 14d PKU p-R68S + IVS10-11G>A l 62.1
Moderada c.204A>T c.1066-11G>A ’
95 M Im PKU Leve  p.A300S T p.C203Y - 64.1
¢.898G>T c.608G>A ’
10 \% 15d PKU Leve  p.P211T + IVS10-11G>A I 64.1
c.631C>A ¢.1066-11G>A ’
2 M 5a3m PKU Leve  p.R243Q | p-E390G | 64.8
c.728G>A c.1169A>G ’
43 M 6a PKU Leve  p.A300S T p.C203Y - 65
¢.898G>T c.608G>A
Pacientes con >70% de descenso en los niveles de Phe en el test de 24 hr
22 M 3a9m PKU Leve  p.R176L - nd - 76
¢.527G>T
41 \% 16a 5m PKU p-Q304Q - p.R176L - 80.7
Moderada c.912G>A ¢.527G>T ’
27 M 10a 2m PKU Leve  p.S303A - p.G46S - 902
¢c.907T>G c.136G>A ’
96 \% 7a PKU Leve  p.S303A - p.G46S - 902
¢c.907T>G c.136G>A )

Tabla 30. Respuesta al test de 24 horas de BH4. M (mujer), V (varon). a (afios). m (meses). nd
(no detectada). |: mutaciones no asociadas con respuesta a BH4. 1: mutaciones previamente asociadas
con respuesta a BH4. - : mutaciones con una asociacion todavia no defenida a la respuesta a BH4.
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En esta Tesis Doctoral se recogen los datos y estudios realizados en los ultimos
31 afios a los pacientes fenilcetonuricos seguidos en la Unidad de Diagnostico y
Tratamiento de Enfermedades Metabolicas Congénitas del Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela. Esta unidad es el centro de referencia de la
Comunidad Auténoma de Galicia para el seguimiento de los pacientes con

enfermedades metabodlicas congénitas, dentro de las que se encuentra la PKU.

Tras el descubrimiento de la PKU vy el inicio del cribado metabolico neonatal
universal, se ha podido realizar el diagndstico precoz de estos pacientes y
consecuentemente el tratamiento dietético desde edades tempranas, lo que ha permitido
evitar el desarrollo de secuelas neuroldgicas que derivarian en retraso mental profundo.
Con ello, se ha conseguido que estos pacientes lleven una vida practicamente normal,
salvo por las peculiaridades de su dieta; sin embargo han ido apareciendo otros aspectos
derivados o bien de la propia enfermedad, o quiza secundarios al propio tratamiento de
la misma, que inciden directamente en la calidad de vida de estos pacientes. Entre ellos
destaca la osteopenia/osteoporosis, de la que no se conoce con exactitud su incidencia
en los pacientes PKU, ni tampoco los factores de riesgo implicados en su aparicion. Por
otro lado, la verificacion de la mayor incidencia de afectacion del metabolismo dseo en
los pacientes con PKU, justificaria la busqueda sistematica de dicha complicacion en
estos pacientes. Para realizar esa busqueda seria de gran utilidad clinica la identificacion
de los marcadores bioquimicos mas Optimos y que sirvan de estdndar de referencia en
este grupo poblacional. La deteccion precoz de afectacion del metabolismo dseo en los
pacientes con PKU, permitiria un tratamiento previo al desarrollo de secuelas
secundarias a la osteoporosis, que supondrian una merma importante en la calidad de

vida del paciente, asi como un elevado coste econdomico sanitario y social.

Ademas de la EMO, existe una evidencia creciente de que otros parametros
como el crecimiento, son subdptimos en estos pacientes; aunque no hay un consenso

claro entre los estudios publicados. La introduccion del tratamiento con BH4, que ha
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permitido una liberalizacion de la dieta en estos pacientes, o incluso una normalizacién
completa de la misma, es probable que incida directamente en el crecimiento y en el
desarrollo mineral 6seo de estos pacientes, motivo por el que en esta tesis se han
incluido pacientes PKU con diferentes regimenes terapéuticos, desde aquéllos con dieta
restrictiva en proteinas naturales, pacientes con menor restriccion o incluso pacientes

con dieta practicamente libre tras la terapéutica con BH4.

Respecto al analisis genético, dada la gran heterogeneidad existente en las
mutaciones del gen PAH es importante conocer la epidemiologia de las mutaciones de
la PKU en grupos étnicos concretos. Dado que en esta tesis doctoral se recoge el
genotipo de los pacientes PKU de la comunidad auténoma gallega, junto con fenotipo
clinico, control de la enfermedad, respuesta a la BH4, nutricion, crecimiento, desarrollo
de EMO etc, podemos obtener informacion sobre la correlacion genotipo-fenotipo. Esta

correlacion sera ademas util para predecir una mejor o peor respuesta a la BH4.
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6.1. DISCUSION SOBRE EL ESTUDIO DEL
DESARROLLO FiSICO EN LOS PACIENTES
FENILCETONURICOS

El crecimiento de los pacientes fenilcetontricos es un aspecto en la actualidad
todavia no dilucidado. Existe una importante controversia entre los estudios

(79,123,126,127, 211)

publicados , acerca de si dicho crecimiento se ve alterado o no en estos

pacientes.

Un estudio reciente publicado por Belanguer-Quintana y cols"'?”

, en el que se
estudian 160 pacientes PKU con tratamiento dietético excluisvo, revela que no existen
diferencias entre el crecimiento de los pacientes PKU y la poblacion sana. En nuestro
estudio, observamos en este sentido, resultados similares, si bien es cierto que la talla
final alcanzada tanto en hombres como en mujeres es discretamente inferior que en la
pobacion general. Un punto divergente importante con este estudio tiene que ver con la

12 .
(127 en su estudio encuentran

severidad de la PKU, ya que Belanguer-Quintana y cols
que el crecimiento de los pacientes PKU es independiente del fenotipo; en nuestra
poblacion, sin embargo, se objetivan diferencias entre el grupo de pacientes PKU y los
pacientes HPA, que alcanzan significacion estadistica en la talla final adquirida por las
mujeres, que es significativamente inferior en el grupo de las PKU. Esta divergencia
entre ambos estudios puede ser debida al diferente disefio de los mismos, ya que en el

estudio de Belanguer-Quintana y cols"'>”

, so0lo se incluian pacientes que recibian
tratamiento dietético exclusivo, lo que no sucedia en nuestro caso. En esta misma linea,
se han publicado varios estudios que al igual que en nuestro caso, encuentran que el
crecimiento se afecta en mayor medida en los pacientes PKU frente a los
HPA!#212219) Ep e] estudio de Aldamiz-Echevarria y cols*'?, existen dos momentos a
lo largo del desarrollo en donde el peso y la talla de los pacientes PKU se encuentran
mas disminuidos en comparacion con la poblacion de referencia: entre los 0 y 2 afios y

al final del crecimiento; alcanzando finalmente en la vida adulta un peso y una talla

cercanas a la normalidad (z-score cercano al cero). Esta merma en el crecimiento en los
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primeros afios de vida puede ser debida al déficit proteico de la dieta, ya que encuentran
en este estudio, una correlacién positiva entre mayor ingesta de Phe y mayor peso y

talla en las fases tempranas del desarrollo.

Un aspecto llamativo de nuestro estudio es la diferencia entre la talla final
alcanzada por las mujeres HPA respecto a las PKU. Las pacientes PKU superan en talla
a las HPA a partir de los 8 afos de forma mantenida, hasta los 12 afos, momento en el
que la talla pasa a estar nuevamente por debajo de la presentada por las HPA. Una
hipotesis que podria justificar estos datos, seria una edad 6sea acelerada en las pacientes
PKU, que justifica un pico de crecimiento mas precoz, a los 8 afios, con una detencion
del crecimiento también mas adelantada, a los 12 afios; lo que explica una talla final
menor. No se realizo determinacion de la edad dsea en los pacientes, por lo que este
punto no lo podemos demostrar. En la literatura a penas se hace referencia a la edad
6sea y/o a la pubertad precoz en los pacientes PKU“', de hecho, hemos encontrado
s6lo un articulo referente a este tema, en el que se decribe a una paciente
fenilcetonurica, con pobre cumplimiento dietético y cifras de Phe elevadas en sangre,
que desarrolla pubertad precoz. Seria interesante indagar sobre la edad 6sea de estos

pacientes, puesto que es un aspecto que determina la talla final alcanzada.

En el caso de los varones, también encontramos un patrén similar al de las
mujeres con respecto a la talla, aunque menos marcado y sin diferencias estadisticas
entre los HPA y los PKU. Los pacientes varones con PKU, presentan un progreso de la
talla similar al de la poblacion sana hasta los 8-9 afios, momento en el que la progresion
de de la talla se ralentiza. En este sentido, también la edad 6sea podria estar jugando un

papel importante.

Existen varias publicaciones que hacen referencia a la mayor tendencia al

sobrepeso/obesidad de los pacientes fenilcetonuricos'*!"*?.

Una hipdtesis que se
baraj6 como causante de esta mayor propension a ganar peso, era la posible alteracion
en la composicion corporal de estos pacientes, al presentar menos masa muscular por

ingerir menos proteinas naturales, y en consecuencia, presentar menor gasto energético
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basal. Sin embargo, se han hecho estudios!"*

que demuestran que el porcentaje de masa
magra en los pacientes fenilcetonuricos es normal. Es posible que la mayor ganancia de
peso de los pacientes PKU se relacione con la ingesta de los sustitutivos proteicos, que
tienen un alto contenido caldrico. En nuestro estudio encontramos que el IMC es
discretamente superior en los pacientes varones HPA y PKU que en la poblacion de
referencia, y dentro de ambos, mayor en los PKU, sin alcanzar dicha diferencia
significacion estadistica. En el caso de las mujeres el IMC alcanzado es superior al de la
poblacion general; el pequefio tamafio muestral del grupo de pacientes HPA, sobre todo

a partir de los 9,5 afos, hace que sea dificil que la diferencia entre HPA y PKU alcance

significacion estadistica.

Con respecto a la dieta llevada a cabo por estos pacientes y su influencia sobre el

@) intentaba relacionar la ingesta de proteinas totales,

crecimiento, un estudio previo
proteinas naturales y sustitutivo proteico con el crecimiento, la altura y el perimetro
craneal (PC) en niflos con PKU. Llegan a la conclusioén de que tanto la ingesta diaria de
proteinas totales, como de proteinas naturales, demuestran una relacion significativa con
el crecimiento del PC, pero no con el aumento de la longitud/altura en los 3 primeros
anos de vida. Asi mismo, estos autores no encontraron una correlacion del aumento de
la longitud y PC con la ingesta caldrica durante el primer afio, lo que indica que las
demandas nutricionales estaban siendo adecuadamente cubiertas. Por tltimo,

encontraron que el crecimiento del PC se veia afectado por la ingesta de proteinas

naturales y no por el de las proteinas procedentes del sustitutivo proteico.

En la actualidad no esta claro cudl debe ser el aporte proteico adecuado en los
pacientes fenilcetontiricos; en algunos protocolos los pacientes siguen las RDA para la

ingesta de proteinas totales!'**'**

y en otros se recomienda un aumento del aporte
proteico por encima de las RDA®'"*'>. En nuestro protocolo se recomienda aumentar el
aporte proteico por encima de las RDA, a través de las formulas con mezcla de
aminoacidos. De todas formas, es probable, que mas que la cantidad de proteinas totales
ingeridas, lo que influya en el desarrollo de estos pacientes, sea el porcentaje de

proteinas naturales. Esto es importante tenerlo en cuenta, porque una ingesta proteica
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excesiva en edades tempranas de la vida se relaciona con la aparicion en edades
posteriores, de obesidad, disfuncion renal e incluso peor prondstico neuroldgico. Por
ello se debe ser cautos en cuanto a la recomendacion de aportar cantidades excesivas de

proteinas (sustitutivo proteico) a los nifios PKU®'®.

Uno de los puntos novedosos de este trabajo es la flexibiliad del modelo que
hemos utilizado para analizar los datos. Los modelos de efectos mixtos no lineales se
utilizaron para describir los cambios con el tiempo de los z-score de la talla, el peso y el
IMC. Estos modelos proporcionan flexibilidad para modelar los datos de medidas
repetitivas. Las observaciones procedentes de diferentes individuos se asumen que son
independientes y las observaciones de cada individuo se supone que estan
correlacionadas. Existe una variabilidad a través de las mediciones repetitivas
procedentes de un mismo individuo, asi como una variabilidad entre individuos.
Ademas, los perfiles longitudinales muestran claramente trayectorias no lineales. Por lo
tanto, se debe emplear un método flexible para tener en cuenta estas trayectorias. Para
este propoésito, se realizaron curvas especificas para cada sujeto para los datos
longitudinales, en donde las curvas individuales fueron modeladas como splines
penalizados con coeficientes aleatorios. La representacion del modelo mixto de splines
penalizados, permite aventajar la metodologia existente para los analisis de modelo

mixto y el uso del software existente.
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6.2 DISCUSION SOBRE LOS FACTORES DE RIESGO
PARA ELL DESARROLLO DE ENFERMEDAD MINERAL
OSEA EN LOS PACIENTES FENILCETONURICOS

En este estudio, se ha incluido un grupo heterogéneo de pacientes
fenilcetonuricos, en cuanto al amplio rango de edad, el fenotipo (PKU clésica,
moderada y leve), deteccion de la enfermedad (diagnostico precoz mediante cribado
metabolico neonatal o tardio) y al tratamiento (dieta restrictiva en proteinas naturales vs

liberalizacion de la dieta en grado variable en los pacientes tratados con BH4).

Esta heterogeneidad permite extraer conclusiones sobre potenciales factores de

riesgo determinantes en la aparicion de enfermedad mineral dsea en los pacientes PKU.

Ademas de analizar datos procedentes de la encuesta nutricional y de los niveles
sanguineos de Phe, Ca y P; en este estudio se incluyen otras variables no analizadas
clasicamente en la literatura, como los niveles de LCPUFA y otros factores importantes

en la aparicion de EMO, como la actividad fisica habitual de cada paciente.

La prevalencia de EMO encontrada en este estudio es del 14%, es inferior a la

(141)

publicada en la literatura. Pérez Duefias y cols encontraron una mayor prevalencia

(50%), al estudiar 28 pacientes entre 10 y 33 afios, midiendo la DMO a nivel de la

columna lumbar. Modan-Moses y cols"*”

, encontraron asi mismo una prevalencia
elevada (42%), al incluir 31 pacientes, todos ellos adultos diagnosticados de PKU
clasica, y teniendo en cuenta para el diagnostico de EMO, no sélo la DMO lumbar, sino
también la femoral y la total. Koura y cols®'® encontraron una incidencia del 31,25% al
analizar 32 pacientes con PKU clasica de entre 3 y 19 afios y determinar la DMO en

columna lumbar y cuello de fémur. Groot y cols®'¥

publicaron recientemente una
incidencia del 19%, con una muestra de 53 pacientes, con un rango de edad superior al
de los estudios previos (2-35 afios), incluyendo PKU leves, moderadas y clésicas,

definiendo la EMO mediante la densitometria en columna lumbar. Mendes y cols*'”
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encontraron una incidencia similar (15,4%) tras estudiar 13 pacientes con edades
comprendidas entre los 8 y 16 afios, todos ellos con PKU clasica, definiendo la EMO

tras medir la DMO en la region lumbar.

Por lo tanto, hay una gran variedad en la incidencia de EMO en la PKU en los
estudios publicados, dependiendo de los pacientes incluidos, el rango de edad, el
fenotipo de PKU vy el lugar en el que se mide la DMO (lumbar, cuello de fémur o
general). La proporcion de PKU leve, moderada o clasica, con diferente tolerancia a la
Phe (y por lo tanto, a las proteinas naturales), podria explicar estas diferencias

encontradas entre las diferentes series publicadas.

En este estudio los pacientes con EMO presentan una menor ingesta de proteinas
naturales. Existen estudios que relacionaron la ingesta proteica con el desarrollo de
osteopenia/osteoporosis. Algunos autores concluyen que la ingesta de cantidades
elevadas de proteinas de origen animal, promueve la pérdida de Ca urinario al actuar

este i6n como tampén por la acidosis metabolica secundaria al metabolismo proteico®*”

221y, (222, 223)

; pero esta teoria no ha sido aceptada . De hecho, varios estudios han

encontrado una correlacion positiva entre la ingesta proteica y la DMO®* 22,
especificamente en el estudio Framingham de Osteoporosis®®. Este estudio incluye
una cohorte extensa de hombres y mujeres ancianos seguidos durante cuatro afios,
demostrando que el aumento de la ingesta proteica, es protector frente a la pérdida de
masa 6sea espinal. Podria postularse que esto es debido a que cuando aumenta la ingesta
proteica, se libera IGF-1, lo que aumenta la masa oOsea, al promover la actividad
osteoblastica. Esto ultimo explica por qué precisamente, en los pacientes

fenilcetonuricos, que tienen una menor ingesta proteica, la tendencia es a presentar

cifras menores de FAQO, lo que indica una menor actividad osteoblastica.

El tratamiento con BH4 se inicié en Galicia en el afio 2004. No existen hasta la
actualidad estudios que reflejen el impacto que el tratamiento con BH4 puede tener en
el metabolismo 6seo en los pacientes PKU. Por lo que, un aspecto novedoso de este

estudio es precisamente analizar la presencia de EMO en pacientes tratados con BH4, es
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decir, en pacientes que toleran cantidades mayores de Phe y en consecuencia, mayor

ingesta de proteinas naturales.

No se encontraron casos de EMO entre los pacientes PKU tratados con BH4, lo
que va a favor de una relacion positiva entre la ingesta proteica y la DMO. El aumento
en la ingesta de proteinas naturales aumenta también el aporte de micronutrientes, lo
que Lambruschini y cols’” demostraron que favorece el crecimiento en nifios PKU, y

por esa misma razon, probablemente mejore la DMO.

Los niveles sanguineos de EPA y DHA fueron superiores en el grupo de
pacientes tratados con BH4, siendo esta diferencia significativa en el caso del EPA. Esta
diferencia puede ser debida al aumento de la ingesta de proteinas naturales de este
grupo de pacientes; pero también puede ser debida al menor estrés oxidativo, ya que el

150 .,
( ), encontraron una asociacion

EPA disminuye cuando existe inflamacién. Lage y cols
entre un perfil bajo en sangre de acidos grasos de cadena larga, y el desarrollo de EMO.
De tal manera, que aunque en nuestro estudio no pudimos demostrar este punto, el
hecho de que los niveles de EPA y DHA fuesen superiores en el grupo de pacientes
tratados con BH4, va a favor de que dichos acidos grasos puedan desempefiar un papel

importante en la DMO.

Curiosamente, en nuestro estudio no encontramos diferencias en la ingesta de
Ca entre los pacientes que desarrollaron EMO y entre los que no la desarrollaron;
siendo incluso la ingesta de Ca superior en el grupo de pacientes con EMO, aunque no
de manera significativa. En este sentido, algunos estudios®** *****® demuestran que a
pesar de una ingesta adecuada de Ca y vitamina D, si la ingesta proteica es deficiente,
existe una alteracion en la masa 6sea. Otro argumento que explica esta teoria es el
hecho de que en el grupo de pacientes tratados con BH4, en el que como ya se ha
referido, ningun paciente desarrolld6 EMO, la ingesta de Ca fue significativamente
inferior que en los pacientes no tratados con BH4. Es decir, en el grupo de pacientes que

tienen una dieta restrictiva en proteinas naturales, a pesar de recibir suplementos
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proteicos con formulas Phe-libre suplementadas con Ca, alcanzando niveles normales
de Ca en sangre, tienen mayor predisposicion a desarrollar EMO.

Nagasaka y cols**”

, en un estudio reciente realizado en pacientes adultos con
PKU clasica, diagnosticados tempranamente mediante cribado neonatal, encontraron
que dichos pacientes presentaban niveles sanguineos bajos de 25(OH)D y mas altos de
1-25(0OH)2D, al compararlos con controles sanos de la misma edad. Esto lo atribuyeron
los autores a un aumento compensatorio de la actividad de la PTH. En nuestro estudio,
analizamos los niveles de 25(OH)D, 1-25(0OH)2D y PTH de nuestros pacientes PKU, no

encontrando diferencias significativas en dichos niveles, entre los que desarrollaron

EMO y los que no la desarrollaron.

La presencia de un indice de masa corporal (IMC) bajo, se incluye en el modelo

de la OMS que predice el riesgo de fractura®®

, que combina datos clinicos junto con la
DMO para predecir dicho riesgo. En nuestro estudio se encontr6 que los pacientes que
desarrollaron EMO presentaron menor IMC (< 20 afos: 15.15+£0.21 vs. 19.5£3.18; >20
afios: 2242.04 vs 26.6+5,2; p<0,05), tanto en la infancia como en la vida adulta.

Al igual que en estudios previos"*"'*”

, no se hallaron diferencias significativas
en los niveles sanguineos de Phe entre los pacientes PKU que desarrollaron EMO y los
que no la desarrollaron. Por lo que, la falta de cumplimiento de la dieta, no parece tener

relacion con el desarrollo de EMO.

Aunque el sedentarismo aparece en algunas guias como factor de riesgo para el
desarrollo de EMO, se ha demostrado que el ejercicio fisico reduce el riesgo de fractura
f enn(229) - : .

al aumentar la masa 6sea”””’. En nuestro estudio, en el que a los pacientes se les entregd
un cuestionario de actividad fisica, no pudimos demostrar que una menor actividad

fisica se relacionase con el desarrollo de EMO en los pacientes PKU.

Es probable que existan factores genéticos ligados a la propia enfermedad que

jueguen un papel importante en el desarrollo de osteopenia/osteoporosis en estos
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pacientes, dado que los factores genéticos pueden condicionar el remodelado 6seo. Este
punto puede verse reforzado por el fuerte componente genético que subyace al
desarrollo de osteoporosis'”>'*®. En nuestro estudio, se recogio el genotipo PKU de
cada paciente, no identificindose ningun alelo que fuese més frecuente en el grupo de

pacientes que presentaron EMO.

En conclusion, la prevalencia de EMO en los pacientes PKU es superior a la de
la poblacion general, aunque su patogenia global siga siendo desconocida y por lo tanto,
tampoco se conozcan todos los factores de riesgo que la determinan. Ademas de la
restriccion proteica implicita al tratamiento de la enfermedad, es posible que existan
factores genéticos desconocidos que influyan en el metabolismo 6seo. El tratamiento
con tetrahidrobiopterina puede actuar como un factor protector contra el desarrollo de
EMO, ya que permite una menor o nula restriccion proteica en la dieta y/o por la

reduccion en el estrés oxidativo.
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6.3. DISCUSION SOBRE LA UTILIDAD DE LOS
MARCADORES DE REMODELADO OSEO EN LA
DETECCION DE ENFERMEDAD METABOLICA OSEA
EN LOS PACIENTES FENILCETONURICOS

; : 54,217-220,230,231
Dado que la EMO es més frecuente en los pacientes PRU!40-141:134:217-220.230.231)

seria interesante disponer de métodos no invasivos que nos permitan conocer el
remodelado 6seo y asi poder anticiparnos a su apariciéon. Asi como, informar sobre las
alteraciones del remodelado 6seo que nos justifiquen el desarrollo de la EMO en estos
pacientes.

23D niveles de

Observamos en nuestro estudio, al igual que en el de Millet y cols
FAO disminuidos en el 53,8% del grupo de pacientes mayores de 20 afios, reflejando
una menor formacion osea en la edad adulta, lo que podria justificar per se, la mayor
predisposicion a EMO en estos pacientes. Sin embargo, los valores son normales en
menores de 20 afios (salvo en un paciente en el que se encontraba elevado) en

., . (230,231
contraposicion con otros estudios'>**"

que objetivan también disminucién de
marcadores FAO, OC, OPG tanto en niflos como adultos El motivo por el que en
nuestro caso, ninguno de los pacientes menores de 20 afios presentase disminuidos los
marcadores de formacion 6sea lo desconocemos, de todas formas, la heterogeneidad de
las poblaciones a estudio, en cuanto a la precocidad del tratamiento de la PKU, el

control de la dieta o el tratamiento con la BH4, podrian justificar estas diferencias.

Los valores de PNP-1, no estaban alterados en ninguno de los pacientes que
desarrollaron EMO; por lo que parecen poco utiles para valorar el remodelado 6seo en
estos pacientes; en la literatura no existe referencia a la utilidad de este marcador en el

estudio de la EMO en los PKU.

Con respecto a los marcadores de resorcion, B-CTx y Ca/Cr en orina, no estaban

elevados en ningtin grupo de edad. Esto coincide con lo publicado por Hillman et al'**?,
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que analiza el Ca/Cr y la FATR en nifios PKU y con Ambroszkiewiewicz et al**?

@30

que
encuentra niveles de B-CTx mas bajos en los PKU. Millet et al'**” ", en contraposicion,
encuentran excrecion urinaria aumentada de deoxipiridinolina en todos los grupos de
edad. En esta misma linea De Groot et al®'¥ sostiene que la resorcién 6sea puede ser un
mecanismo clave en el desarrollo de la EMO en los PKU, al comprobar mayores niveles
de P y FA en los nifios PKU con menores z-score en la DMO; aunque el P y la FA en

realidad, son marcadores muy poco especificos para determinar la resorcion osea.

Por otro lado, en los pacientes con cifras bajas de FAO la ingesta de proteinas
naturales por kg de peso fue inferior (p=0,002) y se sabe que una ingesta proteica
adecuada es fundamental para la formacién 6sea'*>>**®. El tratamiento con BH4 permite
una mayor ingesta de proteinas, y en nuestro estudio, como ya se ha referido
previamente, ninguno de los que recibieron dicho tratamiento presentd descenso en la
DMO en la densitometria, ni disminuciéon en la formacion dsea cuantificado por
descenso en la FAO; lo que refuerza la importancia de la ingesta proteica en el

desarrollo de la EMO.

La vitamina D, participa en la formacion 6sea al facilitar la absorcion de Ca y
fosforo de la dieta. En nuestros estudio encontramos niveles significativamente mayores
de 1-25(0OH)2D en los pacientes con niveles menores de FAO, aunque los niveles de
25(OH)D y PTH fueron similares a los demés pacientes PKU; siendo también similar la
ingesta de P y significativamente superior la de Ca; habiendo sido observada también en
estudios previos la independencia de desarrollo de EMO de la ingesta de Ca en la
PKU"?*% De todo ello podemos concluir que el estudio de la vitamina D no seria un

buen parametro para valorar el riesgo de desarrollo de EMO en los pacientes PKU.

La mayor predisposicion de los pacientes PKU a desarrollar EMO es una
realidad. Nos faltan todavia por conocer cudles son los mecanismos fisiopatoldgicos que
la desencadenan; pero sabemos que factores como la deficiente ingesta de Ca y
vitamina D no parecen tener relevancia en la EMO de la PKU. A la vista de nuestros

resultados consideramos que la determinacion de B-CTX, PNP-1 y Ca/Cr, no son de
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utilidad para identificar a pacientes con riesgo de desarrollar EMO, pero si la FAO, ya
que niveles bajos de este marcador, pueden alertar sobre una menor formacion de hueso,

lo que sucede con mas frecuencia en los PKU.

La menor DMO en los PKU parece por lo tanto no estar condicionada por una
alteracion en la mineralizacidon Osea, sino por una alteracion en la matriz organica del
hueso, debida quiza a la menor ingesta proteica en los PKU. Los niveles de FAO bajos

pueden ser ttiles para identificar a estos pacientes.
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6.4. DISCUSION DEL ESTUDIO DE LA GENETICA DE
LOS PACIENTES FENILCETONURICOS DE GALICIA

La tasa de deteccion de mutaciones de PKU llevada a cabo en los pacientes de
nuestra region (Galicia) es del 97,6%; encontrandose en el limite superior de las tasas
publicadas de diferentes poblaciones a lo largo del mundo (90-99%)"%%*-39  E|
espectro mutacional encontrado, comprende 47 mutaciones en 105 pacientes
diagnosticados desde 1980, procedentes de 89 familias. El 47,2% de los alelos

investigados corresponden a 6 mutaciones, cada uno de ellos con una frecuencia > 5%

(IVS10-11G>A, p.R261Q, p.V388M, p.R176L, p.E280K y p.A3008).

Nuestro estudio confirma un alto grado de heterogeneidad en las mutaciones de
la HPA en Galicia, con un indice de homozigosidad de 0,054 similar a lo publicado del

Sur de Europ (200.201.235.236)

El espectro mutacional publicado de la PKU es diferente en los paises del Norte
y Centro de Europa, en donde las mutaciones prevalentes son IVS12+1G>A y
p.R408W ¥ La mutacion mas frecuente en nuestra poblacién es IVS10-11G>A
(13.8%), considerada como la principal mutacion mediterranea®®*2* La segunda
mutacion identificada mas prevalente fue p.R261Q, en el exdén 7, presente en el 10,5%

(200, 241)

de los alelos. Esta es una mutacién frecuente en el mundo , y ha sido publicada

previamente como una de las mutaciones relativamente mdas frecuente en varias

poblaciones, fundamentalmente en el area mediterranea y en el Sur de Europa®” %,

En el caso de Espafia, Desviat y cols®""

publicaron en el afio 1999 el espectro
mutacional de los PKU en Espafa. Las mutaciones mas prevalentes encontradas en
dicho estudio fueron IVSnt-11, asociada a los fenotipos mas graves; A403V,
relacionada con hiperfenilalaninemias benignas y en relacion con fenotipos leves de
PKU las mutaciones 165T y v388M. En este estudio se evidencia la alta incidencia de

mutaciones con bajo nivel de severidad, lo que explica la mayor prevalencia de PKU

leves e hiperfenilalaninemias benignas en Espafia.
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Todas las mutaciones identificadas en nuestros pacientes, habian sido
previamente descritas en otras poblaciones, excepto la mutacion p.K361Q. Esta
mutacion de cambio de aminoacido, se sittia en el dominio catalitico, en el exén 11 del
gen de la PAH. Se supone que es una mutacion muy leve, porque combinada con la
mutacion grave p.R243X, resulta en un fenotipo en el paciente de HPA benigna. En
consecuencia, el cambio se puede predecir sera tolerado con un score de 0,25, usando el
SIFT (http://blocks.thcre. org/sift/SIF.html) con un rango de score desde 0 (dafiino)
hasta 1 (neutro); y posiblemente dafiino con un score de 0,71 usando el PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) con un rango de score desde 0 (neutro) hasta 1

(dafiino).

Varios estudios han demostrado inconsistencias en la correlacion
genotipo/fenotipo™*. Nuestros resultados revelan, sin embargo, una buena correlacion,
con pacientes que portan mutaciones nulas en ambos alelos que muestran altos niveles
de concordancia con los fenotipos mas graves como ha sido publicado previamente!**?.
De todas formas, el paciente 88, con dos mutaciones leves-moderadas, asociadas in
vitro con respuesta a la BH4, p.165T y p.R261Q, presentd un fenotipo clasico y no
respondedor a BH4. Ya habia sido descrito previamente por algunos autores que el
fenotipo metabdlico observado no era consistente con el efecto genotipo previsto para

estas dos mutaciones(236’ 245, 246).

Dado que ambas mutaciones no se localizan en el
dominio tetramerizador del gen de la PAH, se ha sugerido que podrian afectar a las
interacciones entre las subunidades de las interfases, sobre los cambios

conformacionales ocurridos en la interfase dimérica sobre la activacion por L-Phe**.

Se encontraron otras inconsistencias en la correlacion genotipo-fenotipo, todas
ellas implicando a dos mutaciones especificas: p.R261Q (10 casos) y IVS10-11G>A (4
casos), en donde pacientes con el mismo genotipo, presentaron fenotipos moderado

unos y clasico otros.
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Con respecto a la respuesta a BH4, encontramos una correlacion entre el
genotipo y la respuesta prevista con la respuesta in vivo a la BH4, similar a lo descrito

en estudios previos* 2479,
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6.5. PROPUESTA DE ESQUEMA DE SEGUIMIENTO Y
MANEJO NUTRICIONAL DE LOS PACIENTES PKU

PERIODO NEONATAL: estudio de aminoacidos plasmaticos, DHPR y pterinas

en orina, test de sobrecarga de BH4.

SEGUIMIENTO ANTROPOMETRICO: Mensualmente los 3 primeros meses,
trimestral desde los 3 meses al afio de vida y seguidamente semestral: determinacion de
peso, IMC, longitud/talla (hasta cese de crecimiento, considerandose éste cuando
duratne 2 afios consecutivos se mantenga con la misma talla) y perimetro de craneo

(hasta los 7 afos).

FENILALANINA: semanal en los primeros 4 meses de vida, quincenal hasta los

dos afios y mensual a partir de entonces mensual.

DETERMINACIONES ANALITICAS (semestral): Aminoéacidos plasmaticos,
bioquimica general con proteinas, albumina, urea, creatinina,transaminasas, Sodio,
Potasio, Calcio, Fésforo, cociente Ca/P, fosfatasa alcalina, prealbimina, LC-PUFAS,
proteina transportadora del retinol, feritina, 25(OH)D, B12, 1-25(OH)2D, acido f6lico,

Zn, Se, Fosfatasa alcalina 6sea (a partir de los 7 afios ).

DENSITOMATRIA DE CUELLO FEMORAL Y DE VERTEBRAS
LUMBARES a partir de los 7 afios de edad, cada 4 afios (con mas frecuencia si

osteopenia/osteoporosis o disminucion de los niveles de FAO).

ENCUESTA NUTRICIONAL: semestral. Tratamiento dietético segun fenotipo,
tolerancia individual a la Phe y respuesta a la BH4. Mantener aporte de proteinas
naturales en rango alto manteniendo niveles de Phe segiin niveles objetivos para cada

edad. Repartir ingesta de sustitutivo proteico en cuatro tomas diarias.
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. No existen diferencias significativas en la talla entre los varones PKU y los

HPA. Con respecto a la poblacion de referencia, la talla de los pacientes PKU es
similar a la dicha poblacion hasta los 8-9 afios, momento a partir del cual se
observa una menor progresion de la talla en estos pacientes. Sin embargo, la
talla final de los pacientes HPA es similar a la talla final de la poblacion de

referencia.

En las mujeres existen diferencias en la talla entre las PKU y las HPA, debido a
que existe un cruce entre los 8 y 12 afios, al aumentar la talla en las pacientes
PKU a los 8 afios y situarse por encima de la talla de las HPA, volviendo a

descender a los 12 afios, siendo la talla final de las pacientes PKU mas baja.

En los varones, la progresion del peso durante los cinco primeros afios de vida es
similar entre los PKU y los HPA. A partir de esa edad, se observa una discreta
diferencia entre ambos, tendiendo a presentar mas peso el grupo de pacientes
HPA. Los varones tanto HPA como PKU tienden a presentar mas peso que la

poblacion de referencia a lo largo de la infancia.

En las mujeres, la progresion del peso durante los cinco primeros afios de vida es
similar entre las PKU y las HPA. A partir de esa edad, se observa una discreta
diferencia entre ambos, tendiendo a presentar mas peso el grupo de pacientes
PKU. Las mujeres tanto HPA como PKU tienden a presentar mas peso que la
poblacion de referencia a lo largo de la infancia, aunque en menor medida que

los varones.

El IMC en los varones es discretamente superior en el grupo de pacientes PKU,
sin existir diferencias significativas entre HPA y PKU. El IMC de los pacientes
HPA y PKU es ligeramente superior al de la poblacion de referencia. En el caso

de las mujeres el IMC es mayor en las PKU que en las HPA, sin existir
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diferencias significativas; siendo el IMC en las PKU superior al de la poblacion

de referencia.

Tanto la talla, como el peso y el IMC no siguen para cada individuo un patrén
lineal a lo largo de la infancia, sino un patrén curvilineo, por lo que la
utilizacion de modelos estadisticos mixtos flexibles es muy util para estudiar

estas variables.

El tratamiento de la fenilcetonuria, consistente en una restriccidon mas o menos
estricta de los alimentos ricos en proteinas de origen natural, puede favorecer
por si misma la aparicion de alteraciones en la mineralizacion dsea, pudiendo
ocasionar osteopenia u osteoporosis, al verse mermada la matriz organica

(proteica) del hueso.

El tratamiento con tetrahidrobiopterina, al que responden un porcentaje de
pacientes fenilcetonuricos, puede actuar como un factor protector contra el
desarrollo de osteopenia/osteoporosis, al permitir una menor o nula restriccion

proteica en la dieta y/o por la reduccion en el estrés oxidativo.

La predisposicion a presentar una menor densidad mineral dsea de los pacientes
fenilcetonuricos no parece estar condicionada por una alteracion en la
mineralizacion dsea, ya que tanto la ingesta de calcio y vitamina D, asi como sus
niveles en sangre se encuentran dentro de la normalidad en estos pacientes

fenilcetonuricos, incluso en los que desarrollan osteopenia/osteoporosis.

La FAO, marcador especifico de formacion de hueso, estd disminuida con mas
frecuencia en los pacientes fenilcetonuricos. Esto sugiere una predisposicion a
una menor formacién de hueso en este grupo de pacientes, lo que puede
justificar el desarrollo de enfermedad mineral 6sea por una disminucion en el

ciclo de remodelado 6sco. De esta forma, la determinacion de FAO en los
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12.

13.

14.

pacientes fenilcetonuricos puede ser tltil como indicador de riesgo de desarrollo

de EMO cuando los niveles estan bajos.

. No se ha podido demostrar la utilidad de otros marcadores de remodelado dseo

como PNP-1 (marcador de formacion 6sea) y B-CTX y Ca/Cr (marcadores de
resorcion 0sea), para identificar a pacientes con riesgo de desarrollar enfermedad

mineral 6sea, al no encontrarse alterados en los pacientes fenilcetonuricos.

La tasa de deteccion de mutaciones en la poblacion fenilcetonuruca en Galicia es
elevada (97,6%), lo que permite comprobar que existe una gran heterogeneidad

genotipica en esta poblacion.

Existe una buena correlacion entre el genotipo, el fenotipo bioquimico y la

respuesta a la BH4, siendo esta ultima del 38,3% en nuestro estudio.

El diagnéstico molecular de los pacientes fenilcetonuricos permite, en general,
una buena aproximacion para determinar si un paciente deber ser sometido al

test de respuesta a BH4.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: There is a compromised bone mass in phenylketonuria patients compared with normal population, but the
Received 27 November 2012 mechanisms responsible are still a matter of investigation. In addition, tetrahydrobiopterin therapy is a new
iece“’ef'j ';'Ore‘”sed Ii"”; 03102December 2012 option for a significant proportion of these patients and the prevalence of mineral bone disease (MBD) in
ceepte December these patients is unknown.
Available online xxxx . . . . . . .
We conducted a cross-sectional observational study including 43 phenylketonuric patients. Bone densitometry,
nutritional assessment, physical activity questionnaire, biochemical parameters, and molecular study were

Keywords: . N . )
Phenylketonuria performed in all patients. Patients were stratified by phenotype, age and type of treatment.
Osteopenia The MBD prevalence in phenylketonuria was 14%. Osteopenic and osteoporotic (n =6 patients) had an average

Tetrahydrobiopterin
Densitometry
Nutrition

Bone mineralization

daily natural protein intake significantly lower than the remaining (n=37) patients with PKU (14.33 +£8.95 gvs
21.25420.85 g). Besides, a lower body mass index was found. There were no statistical differences in physical
activity level, calcium, phosphorus and fat intake, and in phenylalanine, vitamin D, paratohormone, docosa-
hexaenoic and eicosapentaenoic acid blood levels. Mutational spectrum was found in up to 30 different PAH
genotypes and no relationship was established among genotype and development of MBD. None of the twelve
phenylketonuric patients treated with tetrahydrobiopterin (27.9%), for an average of 7.1 years, developed
MBD. Natural protein intake and blood levels of eicosapentaenoic acid were significantly higher while calcium
intake was lower in these patients.

This study shows that the decrease in natural protein intake can play an important role in MBD development in
phenylketonuric patients. Therapy with tetrahydrobiopterin allows a more relaxed protein diet, which is associ-
ated with better bone mass.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Phenylketonuria (PKU, OMIM 261600) is an autosomal recessive
inborn error of metabolism due to mutations in the phenylalanine
hydroxylase (PAH) gene (NM_000277); this enzyme deficiency leads
to elevated levels of phenylalanine (Phe) in the blood and in other

Abbreviations: BH4, 6R-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; BMI, body mass index; DEXA,
bone densitometry; DHA, docosahexaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; MBD, mineral
bone disease; PHE, phenylalanine; PTH, parathyroid hormone; PKU, phenylketonuria;
WHO, World Health Organization.
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tissues including the brain, as well as to corresponding neurotoxic
effects. The treatment of PAH deficiency is based on the dietary restric-
tion of phenylalanine and therefore, natural proteins. Synthetic protein
supplementation with special formula is needed to prevent malnutri-
tion. In those patients who respond positively to BH4, administration
of the cofactor increases the residual enzymatic activity, allowing liber-
alization of the diet [1-4].

PKU is usually detected by newborn screening, enabling an early di-
agnosis and treatment, thus preventing the development of profound
and irreversible neurological sequelae. The prevention of mental retar-
dation and other complications typical of the disease highlights
less-known aspects of it, which determine the quality of life, including
mineral bone disease (MBD) [5-8].

MBD is characterized by reduced bone strength, leading to an in-
creased risk of fracture. Bone strength depends on the density and qual-
ity of bone. Bone mineral density (BMD) is determined from the peak

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.ymgme.2012.12.008
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bone mass and the amount of bone loss. Bone quality, however, refers to
the macro- and micro-architecture, bone turnover, size, accumulated
damage (e.g., microfractures) and mineralization [9]. MBD is asymp-
tomatic until a fracture occurs.

The pathophysiology of MBD is characterized by two factors; on
one hand, the decrease in bone mass in 80% of the cases is genetically
determined, and the remaining 20% is due to external factors such as
sedentary lifestyle or low calcium diet [10,11]. The other factor is the
deterioration of bone microarchitecture, which occurs when bone
resorption exceeds formation. In some PKU patients there is an increase
in circulating osteoclast precursors [12], which increases bone resorp-
tion and favors the development of MBD.

The current incidence and etiology of MBD in PKU patients is
unknown. Several theories have been proposed, such as dietary defi-
ciencies due to the protein restriction implicit in treating the disease,
irregular diet compliance, which causes fluctuating blood Phe levels
[6], sedentary and genetic factors linked to the disease itself that can
determine changes in bone remodeling [7,8].

The definition-classification of osteoporosis by the World Health
Organization (WHO) is used to identify patients who develop this
complication. This definition is based on the measurement of BMD
by bone densitometry (DEXA).

The aim of our study was to determine the incidence of MBD in
a group of patients with PKU and to analyze potential risk factors
involved in its appearance.

2. Subjects and methods

The study protocol was approved by the Ethics Committee of
the Hospital Universitario de Santiago. All patients or their parents
(children under 16 years) were properly informed and signed an in-
formed consent to enter the study.

2.1. Study design

A cross-sectional observational study was conducted from October
2010 to December 2011. We included all patients over 7 years old,
diagnosed with PKU, followed-up in our reference center for congenital
metabolic diseases, in Galicia, north-west Spain. We included both
patients diagnosed by newborn screening as well as those diagnosed
later. Those with benign hyperphenylalaninemia (Phe <360 pmol/L)
were excluded, as well as those cases in which informed consent was
not signed by parents and/or patients.

2.2. Data collection

The variables collected from each patient were: age, sex, anthropo-
metric data, nutritional survey by collecting intake for a week, survey
on physical activity, levels of Phe at diagnosis, phenotype (mild
hyper-Phe 120-600 pmol/L; mild PKU 600-900 umol/L; moderate
PKU 900-1200 pmol/L; classic> 1200 umol/L), blood chemistry (Phe,
renal and liver function, electrolytes, levels of eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), 25-hydroxy vitamin D
(25(0H)D), 1-25 hydroxy vitamin D (1-25(0H)2D), parathyroid hor-
mone (PTH), and bone mineral density. All biochemical measurements
were obtained from fasting morning plasma samples.

2.3. Methods

Tandem mass-spectrometry was used for measuring the Phe levels
from dried blood spots. Proteins, urea, creatinine, transaminases, calci-
um, phosphate, magnesium and total alkaline phosphatase were deter-
mined by standard procedures with the Advia 2400 Analyser (Siemens
Diagnostic Systems, Germany). PTH, 25 (OH) D and 1-25 (OH) 2D were
determined by a fully automated electrochemiluminescence system
(Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany). Plasma lipids were

extracted from the blood according to the method developed by Folch
et al. [13]. Phospholipids were subsequently isolated by thin-layer
chromatography (TLC Silica gel 60, 20x 20 cm, Merck, Spain). First, a
mixture of heptane, diisopropyl ether, and acetic acid (7/3/0.2 v/v)
was employed as the eluent and then heptane as the second eluent.
After being removed from the silica matrix, the phospholipids were
transmethylated according to Lepage and Roy [14] using tridecanoic
acid as the internal standard. The fatty acid methyl esters were sepa-
rated on a Hewlett Packard GC 5890 gas chromatograph using a
flame-ionization detector on a capillary column SP 2330 (30 mx
0.25 mm, 0.20 um) (Supelco, Bellefonte, PA, USA), with hydrogen as
the carrier gas. The results were expressed as mg fatty acid/g total
fatty acids in PLs.

The calculation of the nutritional diet was assessed, by survey of the
intake by a week through self-designed software: www.odimet.es.

Regular physical activity of each patient was assessed according to
the results obtained after completing the GPAQ (Global Physical Activity
Questionnaire), and classified into three levels: low (if score<6), inter-
mediate (score 6-10), and high (score>10) [15].

BMD was measured by bone densitometry of lumbar spine (L2, L3
and L4) and proximal femur by dual-energy X-ray absorptiometry
(DEXA LUNAR DPX, General Electric). For the adult population, using
the normal database Hologic NHANES III, the presence of MBD was
defined following the WHO criteria using the t-score: number of stan-
dard deviations compared to a reference normal young population; a
t-score<— 2.5 was interpreted as osteoporosis, and a t-score between
—2.5and —1 as osteopenia. The z-score, comparing BMD with a popu-
lation of similar age and sex, was used in children under 20 years, using
the data published by Zanchetta et al. [16], as reference values.

2.4. Statistical analysis

We used the statistical program SPSS®, version 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA). The descriptive analysis results are expressed
both in absolute units and as percentages. When appropriate, data are
expressed as mean =+ standard deviation. A p<0.05 was considered sig-
nificant. Comparison of qualitative and quantitative discrete variables
was performed using Chi-square and Fisher exact test was determined
by the adjustment of variables to normal. Comparison of the means of
quantitative variables was done using the Student-t test if they followed
normal distribution, and using the Mann-Whitney U test if not.

3. Results

A total of 43 PKU patients were included (41.9% male, mean age
17.6 years, range: 7.1-41 years), of whom 28 (65.1%) were under
20 years. Almost two-thirds of the patients (27, 62.8%) were diagnosed
with classical PKU, 9 (20.9%) with moderate PKU, and 7 (16.3%) with
mild PKU. Fourteen patients were diagnosed late by clinical symptoms
(32.6%). Twelve patients (28%) were treated with BH4, of which one
was with classic PKU, 6 were with mild PKU and 5 with moderate PKU.

MBD was detected, according to the BMD, in 6 patients (14%), 3
females and 3 males, with a mean age of 24.17 + 14.55 years (range
7-41 years). Two of them were diagnosed with moderate PKU, the
rest with classical PKU. Of these, 4 had osteopenia and 2 had osteoporo-
sis (Table 1). The PKU was diagnosed late more often in the patient
group with MBD (66.7% vs 27%, p=0.077).

Mutational spectrum was found in up to 30 different genotypes,
showing great genetic heterogeneity, most of them falling on the
category of missense types. There is o relation between the genetic
study and the development or not of MDB in the patients (data not
shown of all mutations). There are mutations with a null or very
low PAH activity in vitro in both groups.

No family history consists of osteopenia/osteoporosis in any patient
with BMD.

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.ymgme.2012.12.008
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Table 1
Main features of PKU patients who developed mineral bone disease (MBD).

Patient Age Sex  MBD Phenotype  Genotype Time at diagnosis ~ Physical activity =~ BMI DEXA (L2-L4 BMD) DEXA (femur neck)
(kg/m?)
13 30 M Osteoporosis ~ Moderate p.E280K/ 6.2 years High 241 0.85 0.71
p.V388M (T<—2.5) (T<—2.5)
16 26 F Osteoporosis  Classical p.R261Q/ <1 month Low 19.2 0.8 0.6
IVS10-ntG>A (T<—2.5) (T<—2.5)
30 8 M Osteopenia Classical IVS10-ntG>A/ <1 month Intermediate 15.0 04 0.47
p.R243Q (z<-2) (z>-2)
33 41 M Osteopenia Classical p.165T/ 29 years Intermediate - 1.05 0.79
p.R243X (T—1y —25) (T: =1y —25)
36 10 F Osteopenia Classical p.R158Q/ <1 month High 15.3 0.52 0.6
p. L48S (Z: <=2) (Z<—2)
42 31 F Osteopenia Moderate p.E280K/ 3.3 years Intermediate 222 0.836 0.71
IVS10ntG>A (T: =1y —2.5) (T: =1y —25)

BMI: body mass index; BMD: bone mineral density; T: t-score; Z: z-score

3.1. Nutritional survey

We found a lower intake of total protein in the group of patients
with osteopenia (394 13.63 g/day vs 59.21419.71 g/day, p<0.05).
This difference in total protein intake was not found in the two patients
with osteoporosis. Osteopenic and osteoporotic patients had a lower
average daily natural protein intake than the remaining patients with
PKU (14.33 +8.95 g vs. 21.25+£20.85 g, p<0.05).

Table 2 summarizes the nutritional characteristics of the group of
patients who developed MBD [17]. Two patients (patients 16 and 33)
did not have adequate dietary compliance, with a higher daily intake
of Phe than recommended, and had high levels of Phe. The calcium
and phosphorus intake in one patient (patient 42) was lower than
recommended.

3.2. Other variables studied

Table 3 shows clinical, physical activity, nutritional and biochem-
ical data among PKU patients with and without mineral bone disease.
There were no statistical differences in weekly physical activity, die-
tary intake of calcium, phosphorus and fat, and in blood levels of
DHA and EPA in patients with MBD compared with patients who
did not develop this complication.

We found that BMI was lower in patients with MBD, both in the
<20 years group (15.15+0.21 kg/m? vs 19.5 + 3.18 kg/m?, p<0.05)
and in the older ones (22 4+ 2.04 kg/m? vs 26.6 + 5.2 kg/m?, p<0.05)
(Table 3).

Table 2
Nutritional characteristics of MBD patients.

3.3. Treatment with BH4

Patients were treated with BH4 (Table 4), for an average of 7 years
and 1 month, and none developed MBD (P<0.05). The mean age of
the patients when the study was done is 14 years 5 months, being
three of them (25%) older than 20 years. PKU patients who respond
to BH4 tolerate higher amounts of proteins, though in this group, natu-
ral protein intake was higher (33.62 +28.42 g vs. 12.73+6.22 g/day,
p<0.05). Blood levels of EPA were significantly higher in this pa-
tient group (718.44371.1 vs. 461.3 235 mg/100 g total fatty acids,
p<0.05) and calcium intake was lower (834.07 +-345.41 vs 1197.17 +
453.95 mg/day, p<0.05).

4. Discussion

This study analyzes a heterogeneous sample of PKU patients, with
wide age range, phenotype (classic PKU, moderate and mild), disease
detection (early and late diagnosis), and treatment (restrictive protein
diet vs. liberalized diet in patients treated with BH4), which allow con-
clusions to be drawn on potential risk factors that determine the ap-
pearance of MBD. Besides data such as a nutritional survey and blood
levels of Phe, Ca and P, we also included other variables in the analysis
not classically undertaken in the literature, such as the PUFA levels
and other important factors for BMD as the regular physical activity of
each patient.

The prevalence of MBD found in our study is 14%, which is lower
than that reported in the literature. Perez-Duefias et al. [5] found a

Patient number kcal/day Total proteins Natural proteins Ca intake mg/day P Intake mg/day Phe(b) medium
(age) (g/kg day) (g/kg day) (N: 800 mg/day) (N :800 mg/day) (range)
13 (30 years) 2927 15 0.19 1489 1537 475(394-537)
(2000-3300) (0.84) (<600 pmol/L)
16 (26 years) 1506 14 0.31 1271 1405 688(428-900) *
(1400-2500) (0.84) (<600 pmol/L)
30 (8 years) 1408 2.8 0.73 1179 1227 148.0 (72-405)
(1300-2300) (0.87) (<360 pmol/L)
33 (41 years) 2479 0.52 0.46 1008 1179 762(602-1018)*
(2000-3300) (0.84) (<600 pmol/L)
36 (10 years) 2000 1.8 0.26 984 1104 518 (430-605)
(1650-3300) (0.92) (<600 pmol/L)
42 (31 years) 1363 0.38 0.19 414* 493* 459.0
(2000-3300) (0.84) (<600 pmol/L)

In parentheses: recommended daily allowances for age. Total proteins/kg: values in parentheses are the WHO safe level recommendations for the typical population'”.

N: normal; b: blood; *: values outside of recommended range.
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Table 3
Comparison of epidemiological, clinical, physical activity, nutritional and biochemical
data between PKU patients with and without mineral bone disease (MBD).

PKU without MBD

PKU with MBD

Mean age 16.46 +£10.29 24.17+14.55
Age 26 (92%) 2 (7.1%)
<20 years 11 (73.3%) 4 (26.7%)
>20 years
Gender (M/F) 15/22 3/3
Phenotype 23 (62.2%) 4 (66.7%)
Classical 14 (37.8%) 2 (33.3%)
Mild/moderate
Late diagnosis 10 (27%) 4 (66.7%)
BH4 Treatment™ 14 (32.6%) 0 (0%)
Physical activity 4 (10.8%) 0 (0%)
Low 11 (29.7%) 3 (50%)
Intermediate 17 (45.9%) 2 (33.3%)
High
BMI (kg/m?) 19.5+3.18 15.154+0.21
<20 years' 26.6+5.2 224204
>20 years”
Natural protein intake (g/day) 21.25420.85 1433 +8.95
Calcium intake (mg/day) 1016.56+301.29 1307.50+876.12
Phosphorus intake (mg/day) 1180.62 +263.4 1407.50 + 856.56
% Fat intake 31.91+£3.72 31+5.86
Current levels of Phe (umol/L) 459.32 4+338.28 505.33 +£237.52
DHA levels (mg/100 g total fatty acids) 278641463 3026 +536
EPA levels (mg/100 g total fatty acids) 553.64+312.65 429.83 +195.49
1-250H vit D levels (pg/mL) 61.344-22.55 55.25+12.36
25 OH Vit D levels (ng/mL) 28.14+10.34 37.25+76
PTH levels (pg/mL) 313494 36.04+16.14

BMI: body mass index.
* Significant difference between two groups (p<0.05)

higher prevalence (50%), when they studied 28 patients between 10
and 33 years and measured BMD at the lumbar level. Modan-Moses
et al. [18] found a high prevalence (42%), including 31 patients, all
of them adults with classic PKU, and took into account the total
BMD, besides lumbar and femoral for measurement of BMD. Koura
et al. [19] found an incidence of 31.25% when analyzing 32 patients
with classical PKU aged 3-19 years, and determining lumbar and
femoral neck BMD. Groot et al. [20] published an incidence of 19%,
with a sample of 53 patients with a wider age range than previous
series (2-35 years), including mild, moderate and classical PKU,
defining BMD by lumbar DEXA. Mendes et al. [21] found a similar
incidence (15.4%) after studying 13 patients aged 8-16 years old, all
with classical PKU, using lumbar DEXA. Therefore, there is a wide
variation in terms of the patients included regarding age range, phe-
notype, and different references for BMD (since not all the groups
performed the measurement at the same site). The proportion of
mild, moderate or classical PKU with different Phe (and therefore

protein) tolerance might explain these different series found in the
literature.

In our study, patients with osteopenia or osteoporosis had a lower
intake of natural proteins. There are various studies that also relate pro-
tein intake with BMD. Some authors claim that eating high amounts of
animal protein promotes urinary calcium loss by acting as a buffer for
this ion, producing a metabolic acidosis by the protein metabolism
[22,23]; but this theory has not been accepted [24,25]. In fact, several
studies have found a positive relationship between protein intake and
BMD [26,27]; specifically in the Framingham Osteoporosis Study [28].
This study, including a large cohort of elderly men and women followed
up for four years, shows that the increase in protein intake is protective
against spinal bone loss. This could be postulated to be due to the fact
that when protein intake increases IGF-1 is released and this increases
bone mass by promoting osteoblastic activity.

BH4 treatment was started in Galicia in 2004, and there are no stud-
ies to date that reflect the impact of such treatment on bone metabolism
in patients with PKU. Therefore, a novel point of this study was to ana-
lyze the presence of MBD in patients treated with BH4, that is to say, in
patients who tolerate larger amounts of Phe and so higher natural
protein intake. No cases of MBD were found among these patients,
which is in favor of a positive relationship between protein intake and
BMD. Increasing the intake of natural proteins also improves the supply
of micronutrients, which Lambruschini et al. [3] showed that it pro-
motes the growth in children with PKU, and for that reason probably
also improves BMD. Blood levels of EPA and DHA were higher in the
group of patients treated with BH4, and this difference was significant
in the case of EPA. This difference may be due to increased intake of
natural proteins of this group of patients but this difference could also
be due to lower oxidative stress, as EPA decreases when there is an in-
flammation. Lage et al. [29] found an association between lower plasma
fatty acid profile and the development of BMD; therefore, although we
could not find such result, the fact that the EPA and DHA levels are
higher in the group of patients treated with BH4 favors that such fatty
acids may have played some role in BMD, as none of them developed
MBD.

Interestingly, in our study, there were no differences in calcium
intake between patients who developed MBD and those who did not
develop it, with the intake of calcium being even higher, although not
significantly, in the group of patients with BMD. In this sense, some
studies [23,25,28] show that, despite an adequate intake of calcium
and vitamin D, if there is a deficit in protein intake, there is an alteration
in bone mass. Another argument supporting this theory is the fact that
in the group of patients treated with BH4, in which none developed
MBD, calcium intake was significantly lower than in patients without
BH4. That is, patients who have a diet restricted in natural proteins
despite receiving Phe-free formula supplemented with calcium, and
reach normal levels of blood calcium, are more likely to develop BMD.

Table 4

Patients treated with BH4.
Patients Phenotype Genotype Age at BH4 mean dose Treatment Phe tolerance EPA levels DHA levels CaIntake P Intake

study (mg/kg/day) BH4 duration post-BH4 (mg/100g total (mg/100g total mg/day  mg/day
(mg/kg/day) fatty acids) fatty acids)

2 Mild p.R243Q/pE390G 14y 8.9 5y10 m Controlled free diet 1554 5246 1438 1086
7 Moderate  p.P244L/p.R261Q 20yl m 9.3 7yllm 750 6278 2718,6 963 1213
10 Mild p.P211T/IVS10-11G>A 8y4 m 10 8y3m Controlled free diet 453 1522 699 851
14 Classic p.165T/p.R243X 12y 12.5 3y6m 513 649 4267 1038 1190
17 Moderate  p.R158Q/pL48S 15y10m 95 7y2m 739 682,1 3258 1138 1321
22 Mild p.R176L/ND 12 y6 m 9.4 8y3m Controlled free diet 1231 7753 108 488
26 Mild p.S303A/p.G46S 14ylm 10 8y3m Controlled free diet 512 1908 877 831
27 Mild p.S303A/p.G46S 18y 10 8y3m Controlled free diet 583 2142 1007 1052
39 Moderate  p.Y277D/p.L48S 7y 11.6 7y 830 628 2719 799 851
40 Moderate  p.Y277D/p.L48S 7y 10 7y Controlled free diet 380 1801 799 851
41 Moderate  p.Q304Q/p.R176L 23 y3m 9.7 7y Controlled free diet 803 3862 619 982
43 Mild p.C203Y/p.A300S 22y 9.1 8y Controlled free diet ND ND 872 1117

y: year; m: month; ND: not determined.
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Nagasaka et al. [30], in a recent study of adult patients with classical
PKU, diagnosed by neonatal screening, found that these patients have
had lower blood levels of 25(0OH)D and higher levels of 1-25(0OH)2D
when compared with healthy age-matched controls, which they attrib-
uted to a compensatory increase in PTH activity. We analyzed 25(0OH)D,
1-25(0H)2D, and PTH levels in PKU patients and found no statistical
differences between those who developed MBD and those who did not.

Low BMI is included in the WHO model to predict risk of fracture
(FRAX) [31], which combines clinical data in addition to BMD to predict
fracture risk. We found that patients who developed MBD had a lower
BMI (<20 years: 15.1540.21 vs. 19.543.18; >20 years: 224-2.04 vs
26.645,2; p<0.05), both in childhood and in adulthood.

As in previous studies [5,18], there were no differences in the
blood levels of Phe between PKU patients who developed MBD and
those who did not. Thus, the lack of diet compliance does not appear
to be related to MBD.

Although physical inactivity is mentioned in a few guides as a risk
factor for development of MBD, it has been shown that physical exercise
reduces the risk of fractures by improving bone mass [32]. In our study,
in which patients were given a physical activity questionnaire, we could
not demonstrate that lack of physical activity was related to the devel-
opment of MBD in PKU patients.

There are probably genetic factors linked to the disease itself that
play an important role in the development of osteopenia/osteoporosis
in these patients, to determine changes in bone remodeling. This
point may be reinforced by the strong genetic component known to
underlie the development of osteoporosis [33,34]. In our study, we
recorded the genotype of each patient, being unable to identify any
that was more frequent in the group of patients who developed MBD.

In conclusion, the prevalence of PKU patients with MBD is higher
than in the healthy population, although its pathogenesis remains
unknown and thus, the risk factors determining this, in addition to the
protein restriction implicit in the treatment of the disease, are as yet
unknown genetic factors that influence bone metabolism. Therapy
with tetrahydrobiopterin could act as a protective factor against the de-
velopment of MBD, by allowing a more relaxed protein diet and/or by
reducing oxidative stress. Further research is needed to explore how
BH4 therapy influences bone metabolism of phenylketonuric patients.
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Knowledge of hyperphenylalaninemia (HPA) mutational spectrum in a population allows in many cases an
accurate prediction of the phenotype and tetrahydrobiopterin (BH4) responsiveness, thus selecting an ade-
quate treatment. In this work, we have performed the molecular characterization of 105 HPA patients from
Galicia, in the northwest region of Spain, evaluating their phenotype and BH4 response.
The mutational spectrum analysis showed 47 distinct mutations in 89 families, 37 of them (78.7%) corre-
sponding to missense mutations. Six mutations account for 47.2% of all the investigated alleles, each one
with a frequency > 5% (IVS10-11G>A, p.R261Q, p.V388M, p.R176L, p.E280K, p.A300S). The most prevalent
HPA mutations in Galicia are the common Mediterranean mutation IVS10-11G>A and p.R261Q, with fre-
quencies of 13.8% and 10.5%, respectively. One novel mutation (p.K361Q; c.1081A>C) was also reported. Al-
though a good genotype-phenotype correlation is observed, there is no exact correlation for some genotypes
involving mutations p.R261Q, p.I65T or [VS10-11G>A.
Forty seven patients were monitored for post-challenge BH4, establishing genotype-based predictions of
BH4-responsiveness in all of them. All phenylketonuric patients with 2 nonresponsive mutations were
unresponsive to BH4 and patients with mutations previously associated with BH4 responsiveness in the
two alleles had a clear positive response to the test, with the exception of 5 patients with mutations
p.R261Q, p.I65T and p.R6SS.
Our study supports a similar degree of heterogeneity of the HPA mutation spectrum in Galicia compared to
reported data from Southern Europe. Patients carrying null mutations in both alleles showed the highest de-
gree of concordance with the most severe phenotypes. Genotype is a good predictor of BH4 response.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction (http://www.pahdb.mcgill.ca). Approximately 60% of these molecular

defects are missense mutations, 11% are splicing mutations, 5.7% non-

Deficiency of the hepatic enzyme phenylalanine hydroxylase
(PAH; E.C.1.14.16.1) causes phenylketonuria (PKU; OMIM 261600),
which is the most frequent inborn error of amino acid metabolism
in Caucasians with a prevalence of 1 in 10,000 individuals, corre-
sponding to a carrier frequency of about 1 in 50 (Blau and van
Spronsen, 2010; Mathias and Bickel, 1986).

The PAH gene (NM_000277.1) has been mapped to the 12q22-24.2
locus, covers 100 kb of genomic DNA and is structured in 13 exons sep-
arated by introns. Thus far, more than 700 mutations and sequence var-
iants are listed in the PAH Mutation Analysis Consortium Database

Abbreviations: HPA, hyperphenylalaninemia; Phe, phenylalanine; PAH, phenylala-
nine hydroxylase; PKU, phenylketonuria; BH4, tetrahydrobiopterin.
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sense mutations, 13% small deletions and 1.8% small insertions (Blau
et al., 2011; Scriver et al., 2003; Sterl et al,, 2013). Large deletions are
generally rare (Moller and Nygren, 2007).

A systematic review of PKU in Europe identified 29 mutations
that may be regarded as prevalent in European populations
(Zschocke, 2003). There are marked differences in the spectrum
of mutations between different populations. In most Central and
Northern European countries 3-5 mutations account for more than
50% of the mutant alleles in the population (Sterl et al., 2013; Zschocke,
2003). A greater degree of heterogeneity is shown in Southern Europe
(Daniele et al., 2006; Desviat et al., 1999; Pérez et al., 1997; Rivera et
al, 2011).

Most individuals affected with PKU are compound heterozygotes
carrying different mutations on both alleles. Knowledge of the func-
tional effects of the mutations allows prediction of the likely residual
enzyme function, but there are still unknown factors that influence
the phenotype (Gulderberg et al., 1998; Kayaalp et al., 1997). PAH
deficiency is associated with a wide range of phenotypes for which
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various classifications are used (Blau et al., 2011; Burgard et al., 1999;
Gulderberg et al.,, 1998). In general, there is a continuum of bio-
chemical phenotypes, which are grouped from the most severe
phenotype named classical PKU through milder PKU forms to
mild hyperphenylalaninemia (mHPA) or non-PKU HPA. Groups
are defined by pretreatment blood phenylalanine levels and/or dietary
tolerance. There is general agreement regarding the classical PKU
definition (phenylalanine (Phe) pre-treatment levels > 1200 umol/L)
but definitions for milder PKU forms and mHPA vary not only between
countries but between different centers in the same country, especially
in regard to mHPA definition, whose Phe levels' upper limit on
unrestricted nutrition can vary between 360 and 600 umol/L (Blau et
al., 2010). This is important as the decision of treatment also depends
on the definition.

A recently defined subgroup of PKU patients (mostly with mild
and moderate phenotypes) refers to those with a positive response
to tetrahydrobiopterin (BH4) in a standard loading test. Several
groups have reported the characterization of each patient genotype
to assess the potential responsiveness to BH4 therapy (Desviat et al.,
2004; Elsas et al, 2011; Leuzzi et al., 2006; Pérez-Duefias et al.,
2004; Quirk et al., 2012; Trefz et al., 2009). Almost 1200 genotypes
associated with BH4 responsiveness are described and listed in the
BIOPKU database (www.biopku.org/biopku).

Given the wide heterogeneity of PAH mutations it is crucial to
know the mutation epidemiology of PKU in individual ethnic groups
(Zschocke, 2003). To date, two reports have described the molecular
basis of PKU overall in Spain (Desviat et al., 1999) and in Catalonia,
a region of Spain (Mallolas et al., 1999). Here we report the mutational
spectrum of the HPA population in Galicia (in northwest of Spain), that
reflects the population history, provides information about genotype-
phenotype correlations and may be very useful to predict a better or
worse response to BH4.

2. Materials and methods

HPA patients detected since June of 1980 to December of 2011 were
evaluated for diagnosis and treatment at the Metabolic Disorders Unit
of the Clinical University Hospital of Santiago de Compostela, a refer-
ence unit for the Galician population. All patients who underwent geno-
type analysis were included in the present study.

2.1. Subjects

In this period 150 HPA patients were diagnosed, 123 were detected
by NBS and 27 by clinical symptoms or family study. This second
group, except one false negative (with mPKU phenotype) for newborn
screening, were older people that had not been benefited from the
screening program.

All the patients studied with transient HPA were excluded. None
of the patients with HPA was caused by defects in the synthesis or
recycling of the cofactor BH4.

Phenotypes were classified on the basis of pre-treatment blood
phenylalanine level and Phe dietary tolerance in: classic PKU
(Phe > 1200 pM, tolerance < 350 mg/day), moderate PKU (Phe
between 600 and 1200 puM, tolerance 350 and 500 mg/day), mild
PKU (Phe between 360 and 600 pM, tolerance up to 650 mg/day) and
mild HPA (Phe <360 nMV, free diet) (Campistol et al,, 2010; Pérez-
Duefias et al,, 2004). From the 150 HPA patients detected, 76 were
mild HPA, 8 mild PKU, 22 moderate PKU and 44 classic PKU. The inci-
dence in our region is 1/13,683 phenylketonuric patients and 1/8462
patients with mild HPA.

This study was approved by the local Ethics Committee and in-
formed consent was obtained from our patients or from parents for
molecular studies and BH4-loading test.

2.2. Phe levels

Phe levels on dried blood spots were initially quantified using
paper and thin-layer chromatographic methods, which were subse-
quently replaced by tandem mass spectrometry; cut-off value for
phenylalanine is 120 uM and Phe/tyrosine ratio is 1.5. The diagnosis
was confirmed by quantitative plasma Phe measurement using ion-
exchange chromatography (Biochrom 30 amino acid analyzer).

2.3. Molecular genetic analysis

Genomic DNA of patients and their families was obtained from 3 mL
of EDTA blood sample; it was drawn as part of regular blood sampling.
Genetic analyses were performed at the Centro de Diagnéstico de
Enfermedades Moleculares (CEDEM), Universidad Auténoma de Madrid,
by a combined approach using Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) and direct sequencing using the BigDye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems®) kit and capillary electrophoresis with a genetic
Analyzer ABI Prism 3700 (Applied Biosystems®). Patient samples
where only one causative mutation was identified after sequencing all
PAH exons were subjected to MLPA analysis (SALSA MLPA P055 PAH
Probemix, MRC-Holland) to exclude large deletions/duplications.

PAH residual activity for each mutant protein was assessed from
data compiled in the PAHdb (www.pahdb.mcgill.ca) and/or BH4db
(www.bh4.org).

2.4. Calculation of homozygosity

Homozygosity (h) at the PAH locus in a given population is deter-
mined by h = 3x2, x; being the frequency of each allele. In our popu-
lation, where ascertainment of mutations was not 100%, each of the
uncharacterized alleles was defined as having a frequency of 1/N,
where N is the total number of mutant chromosomes investigated.

2.5. BH4 loading test

BH4 loading test was carried out in PKU patients for whom we had
a signed informed consent (signed by parents or by adult patients
themselves). No test was made for mHPA patients. When two affect-
ed siblings had the same genotype/phenotype the test was only
performed for one of them. The screening of the BH4 responsive pa-
tients' group was based on loading with a cofactor: 24-hour testing
with 20 mg/kg of BH4 with a previous loading of a dose of 100 mg/kg
of phenylalanine and baseline Phe endpoints at 4, 8, 15, and 24 h. This
screening was started on 2002, since then, BH4 loading is carried out
in the neonatal period when the level of Phe is over 400 pmol/L and
there is no previous loading with this amino acid (Béveda et al,
2007). With levels between 360 and 400 pumol/L we measure Phe levels
again and check Phe tolerance before the loading test.

BH4-responsiveness was defined as a decrease in plasma Phe of
more than 30% of the value before the BH4 challenge (20 mg/kg
body weight) within maximally 24 h post-load, following the guide-
lines defined at the EMG workshop in Zurich, June 1st, 2002 (Blau
and Muntau, 2002).

3. Results

During the 31-year study period we performed the molecular
characterization of 105 patients, 42 males and 63 females, corre-
sponding to 205 mutant alleles.

The mutational spectrum analysis demonstrated 47 distinct muta-
tions, 37 (78.7%) corresponding to different missense mutations leading
to amino acid substitutions, 3 (6.4%) nonsense, 2 (4.2%) splicing sites,
and 4 deletions (8.5%), 3 of them small deletions and one large deletion.
No mutation was detected in exons 1, 4 and 13. Exon 7 exhibits the
greatest number of different mutations (ten) and is affected in 21.3%
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of the total mutant alleles. Thirty-five mutations were located in the
catalytic domain (74%), 8 in the regulatory domain (17%) and two in
the tetramerization domain (Table 1).

The most prevalent HPA mutations in Galicia are the common
Mediterranean mutation IVS10-11G>A (¢.1066-11G>A) with a rela-
tive frequency of 13.8%, and p.R261Q (¢.782G>A) with a frequency
of 10.5%. The next most frequent mutations are p.V388M, p.R176L,
p.E280K and p.A300S, each of them showing a relative frequency
between 4.8 and 6.2%. One novel mutation was reported, p.K361Q
(c.1081A>C).

Among the 105 patients, 39 are classical PKU, 20 moderate PKU, 8
mild PKU, and 38 mHPA. The 47 different mutations are combined in
different genotypes, 90 patients are compound heterozygous for
two different mutations, and 10 are homozygous (IVS10-11G>A (4),
p.E280K(3), p.A300S, p.A403V, p.F39del); in 5 patients only one
mutation was found. Genetic analysis was performed in parents of
homozygous patients in order to discard large deletions. Just 9 geno-
types were present more than once in unrelated patients and 11 ge-
notypes are repeated in siblings. Homozygosity rate index was 0054.

Regarding the enzymatic activity associated to each mutation, thus
determinant of the theoretical clinical phenotype of each patient, muta-
tions p.E280K, p.R243X, p.R243Q, p.R158Q, p.R252W, IVS12 + 1G>A,
p.S349P, and p.R408W are associated with a null to very low PAH
activity, p.R261Q, p.V388M, p.R176L, and p.L348V with a moderate en-
zymatic activity and p.E390G, p.V230I, p.P244L, and p.P211T with a high
residual activity (Table 1). For other mutations a wide range of residual
activity levels has been reported, depending on the expression system
used. Although a good genotype-phenotype correlation is observed,
there is no exact correlation for some patients with the same genotype
(e.g. IVS10-11G>A homozygotes and patients with the genotypes
p.I65T/p.R261 or p.R261Q/IVS10-11G>A are classical or moderate PKU).

Forty seven patients were monitored for 24 h post-challenge with
20 mg/kg of BH4. Among these, 18 patients (38.3%) were responsive,
including 3/27 classic PKU, 8/13 moderate PKU, and 7/7 mild PKU
(Table 2). Genotype-based predictions of BH4-responsiveness were
assessed in almost all the patients. PKU patients with 2 nonresponsive
mutations were unresponsive to BH4. Patients with mutations previously

Table 1
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associated with BH,4 responsiveness in the two alleles except 5 patients
with mutations p.R261Q, p.I65T and p.R68S had a clear positive response
to the test. In addition, patients with at least one mutation with an in
vitro residual activity > 20% (including 3 classic PKU) showed also a
positive response.

Phenylketonuric patients who exhibited a 25-30% decrease in Phe
levels in the 24-h test, underwent a weekly BH4 loading test. This test
was positive in another patient (p29), who had a 28% decrease in Phe
levels with the 24 h-test and between 30 and 40% with the one-week
test. Data on long term-response to BH4 treatment in several of these
responsive patients were recently published (Couce et al., 2012).

4. Discussion

The mutation detection rate in our region is 97.6%, at the upper
limit of the reports from different populations throughout the world
(90-99%) (Zschocke et al., 2003; Guldberg et al., 1996; Song et al,
2005). The mutational spectrum involves 47 mutations in 105 pa-
tients diagnosed since 1980 from 89 families. Six mutations account
for 47.2% of investigated alleles, each one with a frequency of >5%
(IVS10-11G>A, p.R261Q, p.V388M, p.R176L, p.E280K, and p.A300S).
Our study confirms a high degree of heterogeneity of HPA mutations
in Galicia, with a homozygosity index of 0054, similar to reported
data from Southern Europe (Daniele et al., 2006; Desviat et al.,
1999; Rivera et al., 2011; Zschocke, 2003).

The reported PKU mutational spectrum is different from North
and central European countries where the prevalent mutations are
IVS12 + 1G>A and p.R408W (Guldberg et al., 1994; Sterl et al., 2013).
The most frequent mutation in our population is IVS10-11G>A (13.8%),
designated as the major Mediterranean mutation (Guldberg et al,
1993, 1994; Ozgiic et al., 1993; Rivera et al,, 2011; Traeger-Synodinos
et al, 1994). The second most prevalent mutation identified was
p.R261Q in exon 7, which accounted for 10.5% of the alleles. This muta-
tion is a common mutation in the world (Groselj et al., 2012; Zschocke,
2003) and it has previously been reported in relatively high frequencies
in various populations, primarily in the Mediterranean and southern
Europe (Daniele et al., 2006; Zare-Karizi et al., 2011).

Mutational spectrum in the Galician HPA population, indicating the frequency of alleles and their relative residual PAH activity in vitro (http://www.pahdb.mcgill.ca).

PAH mutation Nucleotide Type Location Domain Activity Alleles PAH Nucleotide Type Location Domain Activity  Alleles
change % N/% mutation % N/%
IVS10-11G>A c.1066-11G>A  Splic 110 - NS 29/13.8 p.R261X ¢.781C>T Non E7 Catalytic NS 2/1
p.R261Q c.782G>A Miss E7 Catalytic 27-47  22/10.5 pR408W .1222C>T Miss  E12 Catalytic 0-2 2/1
p.V388M c.1162G>A Miss E11 Catalytic 15-43  13/6.2 p.S303A c907T>G Miss  E8 Catalytic NS 2/1
p.R176L ¢.527G>T Miss E6 Catalytic 21-42 13/6.2  p.S349P  c.1045T>C Miss  E10 Catalytic 0-0.3 2/1
p.E280K c.838G>A Miss E7 Catalytic ND 12/5.7  p.S87R c261C>A Miss  E3 Regulatory 25-82  2/1
p.A300S c.898G>T Miss E8 Catalytic NS 10/48 p.Y417H c.1249T>C Miss E12 Tetramerization NS 2/1
p. L48S c.143C>T Miss E2 Regulatory 0-39 9/4.3 p.D415N  c.1243G>A Miss E12 Catalytic NS 1/0.5
p.R243X c.727C>T Non E7 Catalytic <1 9/4.3 p.EX5del c442—?509+ Large E5 Catalytic NS 1/0.5
?del Del
p.R243Q c.728G>A Miss E7 Catalytic 10-18  7/33 pJ269L  c.805A>C Miss  E7 Catalytic NS 1/0.5
p.A313V c.938C>T Miss E9 Catalytic NS 5/2.4 pl174V  c.520A>G Miss  E6 Catalytic NS 1/0.5
p.A403V c.1208C>T Miss E12 Catalytic 32 5/2.4 p.K42E c.124A>G Miss  E2 Regulatory NS 1/0.5
p.F55Lfs c.165delT Del E2 Regulatory NS 5/2.4 p.K361Q c.1081A>C Miss  E11 Catalytic NS 1/0.5
p.G46S c.136G>A Miss E2 Regulatory 32-62 5/24 p.L348V  c.1042C>G Miss E10 Catalytic 25-44  1/0.5
p.I65T c.194T>C Miss E3 Regulatory 27-60 5/2.4 p.P211T  c.631C>A Miss  E6 Catalytic 72 1/0.5
p.F39del c115_117delTTC Del  E2 Regulatory 20-83  4/19 p.P244L  c731C>T Miss E7 Catalytic 68 1/0.5
p-R158Q cA473G>A Miss E5 Catalytic 1.7-29 3/14 p.Q304Q c912G>A Syn  E8 Catalytic NS 1/0.5
p.R252W c.754C>T Miss E7 Catalytic <1 3/14 p.R270K  ¢c.809G>A Miss  E7 Catalytic NS 1/0.5
p.T380M c.1139C>T Miss E11 Catalytic NS 3/14 p.R420M  ¢.1259G>T Miss  E12 Catalytic NS 1/0.5
p.Y414C c.1241A>G Miss E12 Tetramerization 28-80 3/1.4 p-R176Q ¢.527G>A Miss E6 Catalytic NS 1/0.5
p.Y277D c.754C>T Miss E7 Catalytic ND 3/14 p.R176X  ¢.526C>T Non E6 Catalytic NS 1/0.5
p.C203Y c.608G>A Miss E6 Catalytic NS 2/1 p.V230l  c.688G>A Miss  E6 Catalytic 52-63 1/0.5
p.E390G c.1169A>G Miss E11 Catalytic 70-85  2/1 p.V177M  ¢.529G>A Miss  E6 Catalytic NS 1/0.5
IVS12 + c1315 + Splic 112 - <1 2/1 p.Y198fs  ¢593_614del22 Del E6 Catalytic NS 1/0.5
1G>A 1G>A
p.R68S c.204A>T Miss E3 Regulatory 18-76  2/1 n.d. 5/2.4

Reference sequence: NM_000277. Non: nonsense; Miss: missense; Del: deletion; Splic: splicing; Syn: synonymous; I: intron; E: exon; NS: not stated; ND: not detectable.
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Patient Sex Pre-treatment Age at BH4 Phenotype Allele 1 Allele 2 Response test 24 h
Phe level (uM) testing |Phe levels (%)
Patients with <30% decrease in Phe levels in the 24 h test
1 F 1776 9d CPKU p.E280K ! p.E280K 1 0
2 F 1279 11y2m CPKU p.E280K ! p.R261Q T 0
3 M 1617 10d CPKU p.R243Q ! IVS10-11G>A 1 0
4 F 1715 35y CPKU p.R243X ! IVS10-11G>A 1 0
5 F 2028 3y CPKU p.R243X ! p.V388M I 0
6 M 2149 1y6m CPKU p.R261Q 1 IVS10-11G>A ! 0
7 F 1636 9d CPKU p.R261X ! p.R261X 1 0
8 M 1587 10d CPKU p.R270K ! IVS10-11G>A 1 0
9 F 2262 17y CPKU IVS10-11G>A ! IVS10-11G>A 1 8.2
10 M 1446 7d CPKU IVS10-11G>A ! p.165T I 6.4
11 M 1026 23y3m CPKU p.E280K ! p.V388M 1 103
12 F 1371 4y10m CPKU p.R243X 1 IVS10-11G>A | 9.6
13 F 1934 4y3m CPKU IVS10-11G>A 1 IVS10-11G>A | 10.6
14 F 1781 17y 8 m CPKU IVS10-11G>A ! p.165T I 10.6
15 M 3430 32y1m CPKU p.R4OBW ! nd - 17
16 F 1382 15d CPKU p.F55Lfs 1 p.R261Q 1 15.3
17 M 902 1y8m MPKU p.R68S 1 p.F39del 1 18.4
18 F 1764 16y9m CPKU p.V388M 1 nd - 16.6
19 F 1339 29y9m CPKU p.I65T 1 p.R261Q I 22.1
20 M 717 26y MPKU pl65T 1 p.R261Q 1 22.1
21 F 1328 21y9m CPKU p.R261Q 1 IVS10-11G>A ! 24
22 F 1453 2y1lm CPKU p.R176X ! p.R261Q 1 17.9
23 F 2036 1y8m CPKU p.E280K ! p.V388M I 27
24 M 1560 8y1lm MPKU p.R261Q 1 IVS10-11G>A ! 18.9
25 F 1465 25y9m CPKU p.F55Lfs 1 p.R261Q I 253
26 F 812 27y MPKU p.R243X ! p.L48S 1 26.2
27 F 1263 22y6m CPKU p.R243Q ! IVS10-11G>A 1 21.8
28 F 1640 14y MPKU p.R261Q 1 IVS10-11G>A 1 22.7
29 M 1504 4y5m CPKU p.I65T 1 p.R243X 1 28
Patients with 30-50% decrease in Phe levels in the 24 h test
30 M 939 19y5m MPKU p.V388M 1 p.L48S 1 33.7
31 F 836 9y7m MPKU p.P244L ~ p-R261Q 1 343
32 F 1428 13y10m CPKU p-R243Q 1 p.V388M 1 371
33 F 1748 16y4m CPKU p.G46S ~ p.R243Q 1 40.3
34 F 1065 6y7m MPKU p.R158Q 1 p.L48S I 43
Patients with 50-70% decrease in Phe levels in the 24 h test
35 M 1569 13d CPKU p.R243Q ! p.V388M 51.3
36 F 636 2m MPKU p.L48S 1 p.Y277D 57.2
37 F 614 2m MPKU p.L48S 1 p.Y277D ~ 60.3
38 M 865 16y MPKU p.V388M 1 p.Y414C 1 62
39 F 604 14d MPKU p.R68S 1 IVS10-11G>A ! 62.1
40 F 418 1m mPKU p.A300S 1 p.C203Y ~ 64.1
41 F 551 6y mPKU p.A300S 1 p.C203Y ~ 65
42 M 502 15d mPKU p.P211T 1 IVS10-11G>A ! 64.1
43 F 442 5y3m mPKU p.R243Q ! p.E390G I 64.8
Patients with >70% decrease in Phe levels in the 24 h test
44 F 416 3y9m mPKU p.R176L ~ nd - 76
45 M 1091 16y5m MPKU p.Q304Q ~ p.R176L ~ 80.7
46 F 420 10y2m mPKU p.S303A ~ p.G46S ~ 90.2
47 M 400 7y mPKU p.S303A ~ p.G46S ~ 90.2

M: male; F: female; y: years, d: days; m: months; nd: not detected; 1: mutations previously associated with BH4 responsiveness; |: mutations not associated with BH4

responsiveness; ~: mutations with yet undefined association to BH4 responsiveness; CPKU: classic PKU; MPKU: moderate PKU; mPKU: mild PKU.

All the mutations identified in our patients have already been de-
scribed in other populations, except for the novel mutation p.K361Q.
This missense mutation is situated in the catalytic domain in exon 11
of PAH gene; and it is supposed to be a very mild mutation because
combined with the severe mutation p.R243X it results in a benign
HPA phenotype in the patient. Accordingly, the change is predicted
to be tolerated with a score of 0.25 using SIFT (http://blocks.fhcrc.
org/sift/SIF.html) with a score range from 0 (damaging) to 1 (neutral);
and possibly damaging with a score of 0.71 using PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) with a score range from 0
(neutral) to 1 (damaging).

Many studies have reported inconsistencies in genotype/phenotype
correlations (Song et al., 2005). Our results revealed a good correlation,
with patients carrying null mutations in both alleles showing the

highest degree of concordance with the most severe phenotypes as pre-
viously reported (Santos et al., 2010). However, one patient with two
moderate-mild mutations in vitro associated with BH4 responsiveness,
p.I65T and p.R261Q, had an unresponsive classic PKU phenotype. It has
already been described by several authors that the observed metabolic
phenotype was not consistent with the predicted genotypic effect
for these two mutations (Leandro et al., 2006; Mallolas et al.,
1999; Rivera et al., 2011). As both mutations are not located in
the tetramerization domain of PAH, it was suggested that they
could affect the interactions between the subunit interfaces, name-
ly upon the conformational changes occurring at the dimer inter-
face upon activation by L-phenylalanine (Leandro et al., 2006).
There were also other inconsistent genotype-phenotype correlations,
all of them involving two specific mutations: p.R261Q (10 cases) and
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IVS10-11G>A (4 cases), where patients with equal genotype present
moderate or classic PKU phenotype.

Regarding BH4 responsiveness, we usually found a correlation
between genotype and its predicted responsiveness and in vivo re-
sponse to BH4, similar to what has been described in other studies
(Daniele et al., 2009; Trefz et al., 2009; Zurfliih et al., 2008).

This study presents the mutational spectrum of Galicia, a region of
Spain. A high heterogeneity of HPA and a good correlation between
the genotype and biochemical and BH4-responsive phenotype were
observed. Molecular diagnosis is in general a good approach to deter-
mine if a patient should be tested and treated or not.
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Fundamento y objetivo: La enfermedad mineral 6sea (EMO) es mas frecuente en pacientes con
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orina. Se estratificé a los pacientes por edad y tipo de tratamiento.

Resultados: El 20,9% de los pacientes presentaron marcadores de remodelado 6seo patoldgicos, el
90% de ellos eran adultos. La FAO estaba disminuida en el 70% de ellos y el B-cross-lap en el 42,8%.
Los valores de FAO fueron patolégicos con mas frecuencia en diagnosticados de fenilcetonuria
tardiamente (41,7% vs 10,7%, p<0,05) y en pacientes con EMO (60% vs 14,3%, p<0,05). Los valores
de PNP-1 y Ca/Creatinina fueron similares entre todos los pacientes fenilcetonuricos
independientemente de presentar enfermedad mineral 6sea, diagnéstico tardio o tratamiento con
tetrahidrobiopterina.

Los pacientes con disminucién de FAO y B-cross-lap recibieron menor ingesta de proteinas naturales:
FAO (0,21+0,13 gr/kg vs 0,65+0,65 gr/kg p<0,05); B-cross-lap (0,29+0,23 gr/kg vs 0,65+0,66 gr/kg,
p<0,05). Ninguno de los tratados con tetrahidrobiopterina presentd valores alterados de marcadores
0seos.

Conclusiones: Los pacientes adultos fenilcetontiricos con menor ingesta de proteinas naturales tienden
a presentar valores disminuidos de FAO, marcador que puede resultar util para identificar a los
pacientes con riesgo de presentar EMO.

ABSTRACT



Background and objective: Mineral bone disease is more common in phenylketonuric patients. The
objectives of this study were to determine the usefulness of biochemical bone markers to identify
phenylketonuric patients with mineral bone disease and know the underlying bone remodeling
alterations.

Patients and method: Cross-sectional study of 43 phenylketonuric patients > 7years (range: 7,1-41
years). Nutritional survey was performed and determination of bone alkaline phosphatase (BAP),
procollagen type I N-terminal propeptide (PNP-1), B-cross-laps and ratio calcium/creatinine in urine.
Results: 20.9% of patients had pathological biochemical bone markers, 90% of them were adults. BAP
was decreased in 70% of them and -cross-lap in 42.8%. BAP values were pathological more often in
those phenylketonuric patients diagnosed late (41,7% vs 10,7%, p<0,05) and in patients with mineral
bone disease (60% vs 14,3%, p<0,05). PNP-1 values and calcium/creatinine were similar among all
phenylketonuric patients regardless of presenting mineral bone disease, late diagnosis or
tetrahydrobipterin treatment (enzyme cofactor). Patients with decreased (-cross-lap and BAP, had
lower natural protein intake: BAP (0,21 + 0,13 gr/kg vs. 0,65 * 0,65 gr/kg p<0,05), B-cross-lap (0,29 +
0,23 gr/kgvs. 0,65 + 0,66 gr/kg, p<0,05). None of tetrahydrobiopterin treated showed altered values of
BAP, PNP-1 or Ca/Creatinine.

Conclusions: Adult phenylketonuric patients with lower natural protein intake, tend to have lower
values of BAP, marker that may be useful to identify patients at risk for mineral bone disease.

Response to Reviewers: Respuestas al Comité y a los revisores

COMITE

1.Les sugerimos una modificacién del titulo: Utilidad de los marcadores de remodelado 6seo en la
deteccién de enfermedad mineral ésea en pacientes con fenilcetonuria.

Respuesta: se ha modificado el titulo como han sugerido.

2 . Utilizar: Concentracion, valores, en vez de niveles.

Respuesta: se ha modificado en todo el texto segin indican.

3. Ref: Suprimir niimero de revista entre paréntesis (ver normas)

Respuesta: se suprimid el n? de revista entre paréntesis.

4. Emplear comas en vez de puntos para decimales.

Respuesta: se emplearon comas entre decimales.

5. En correo aparte le enviamos unas citas por si considera oportuno incluirlas en su articulo.
Respuesta: Las 2 citas indicadas se han introducido en el texto, son las citas 4 y 8.

REVISOR 4

1.Los principales problemas del estudio son el tamafio de la muestra y la heterogeneidad de los
pacientes incluidos.

Respuesta: Tiene razén pero se trata de una enfermedad rara con una frecuencia de 1/10000 y
representan los pacientes con fenilcetonuria de nuestro Centro (referencia para Galicia) que son
mayores de 7 aflos, que han tenido niveles de fenilalanina > 600umol/L al diagnéstico y que han
aceptado ellos y/o sus padres participar.

2. Presenta importantes problemas metodolégicos ligados al hecho de que los autores han considerado
que los pacientes de mas de 20 afios han completado el crecimiento esquelético, cuando la adquisicién
del pico de masa 6sea no se alcanza hasta los 35 afos. Esto representa cambios importantes en la
forma de analizar los resultados de la densitometria y los marcadores de remodelado que los autores
deberian corregir.

Respuesta: Hemos decidido que el punto de corte sean los 20 afios de edad, porque es a partir de ahi
cuando se adquiere el 90% del pico de masa dsea y por lo tanto, es a partir de esta edad cuando se
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score (comparan la densidad mineral 6sea del paciente con la densidad mineral dsea de un adulto
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alcanzado por debajo de esa edad el pico de masa ésea.
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Specific Reference Curves for Serum Markers of Bone Turnover in Healthy Children from 2 Months to
18 Years. ] Clin Endocrinol Metab. 2007; 92: 443-449), las curvas presentadas presentan aplanamiento
ya a partir de los 18 afios, con valores iguales a los referidos por nuestro laboratorio; por lo que nos ha
parecido sensato mantener para los MRO el mismo punto de corte que para la DMO.

No obstante y de acuerdo a lo que indica hemos incluido en el método: 1a medicién de propéptido
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5. En la 42 linea de la introduccién sustituir toxico por patologia y citar algunos rasgos clinicos de la
enfermedad para una mayor comprensién del texto, como retraso mental, convulsiones,
hiperactividad, microcefalia, defectos de la pigmentacién, eccemas, olor a moho, etc. Sustituir
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secuelas profundas e irreversibles (retraso mental, convulsiones, hiperactividad, microcefalia) asi
como defectos de la pigmentacion, eccemas, olor a moho, etc.

En introducciéon pagina5 renglones 4-7: La densitometria, es una exploracién complementaria para
determinar la densidad mineral 6sea, pero no informa sobre la situacién del remodelado dseo, cuya
alteracion puede derivar en enfermedad mineral dsea.

6. PAGINA 5.Eliminar siglas. No es material y métodos, sino pacientes y métodos. Eliminar el
paréntesis, ya figura el centro de referencia tras el titulo del articulo

PAGINA 6.Eliminar todas las siglas. Sustituir remodelacion ésea por remodelado éseo. Método punto y
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PAGINA 7. Eliminar siglas. Ratio es un término inglés, debe sustituirse por relacion. La abreviatura de
gramos es gr. no g. En andlisis estadistico se realizé empleando el test o la prueba del chi - cuadrado.
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Carta de presentacion

Santiago de Compostela, 11 de junio de 2013

Sr Editor:

Enviamos este articulo para ser publicado como original en Medicina Clinica.

Se basa en el estudio de marcadores bioquimicos de remodelado 6seo (tanto de
formacion como de resorcion dsea) en 43 pacientes con Fenilcetonuria. Consideramos
que es de gran interés ya que se sabe que la enfermedad mineral dsea es mas frecuente

en estos pacientes pero no se conoce su causalidad.

Comprobamos que se afecta fundamentalmente la acrecion 6sea, siendo la fosfatasa
alcalina 6sea un marcador precoz para su deteccion, y que ello es debido en gran
medida a la menor ingesta de proteinas naturales de la dieta, demostrando ademas por
vez primera que los pacientes PKU a tratamiento con tetrahidrobiopterina no presentan

alteraciones en ninguno de los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo.

Fdo. Maria Luz Couce

Autor de Correspondencia
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RESUMEN

Fundamento y objetivo: La enfermedad mineral 6sea (EMO) es mas frecuente en
pacientes con fenilcetonuria. Los objetivos del estudio son conocer la utilidad de los
marcadores de remodelado 6seo para identificar a pacientes fenicetonuricos con EMO y
conocer las alteraciones del remodelado 6seo subyacentes.

Pacientes y método: Estudio observacional transversal de 43 pacientes fenilcetonuricos
>Tanos (7,1-41 afos). Se realizd encuesta nutricional, densitometria, determinacion de
fosfatasa alcalina 6sea (FAO), propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo I (PNP-
1), B-cross-laps y relacion calcio-creatinina en orina. Se estratifico a los pacientes por
edad y tipo de tratamiento.

Resultados: El 20,9% de los pacientes presentaron marcadores de remodelado éseo
patoldgicos, el 90% de ellos eran adultos. La FAO estaba disminuida en el 70% de ellos
y el B-cross-lap en el 42,8%. Los valores de FAO fueron patologicos con mas
frecuencia en diagnosticados de fenilcetonuria tardiamente (41,7% vs 10,7%, p<0,05) y
en pacientes con EMO (60% vs 14,3%, p<0,05). Los valores de PNP-1 y Ca/Creatinina
fueron similares entre todos los pacientes fenilcetonuricos independientemente de
presentar enfermedad mineral oOsea, diagnostico tardio o tratamiento con
tetrahidrobiopterina.

Los pacientes con disminuciéon de FAO y B-cross-lap recibieron menor ingesta de
proteinas naturales: FAO (0,21+£0,13 gr/kg vs 0,65+0,65 gr/kg p<0,05); B-cross-lap
(0,29+0,23 gr’kg vs 0,65+0,66 gr/kg, p<0,05). Ninguno de los tratados con
tetrahidrobiopterina presentd valores alterados de marcadores 6seos.

Conclusiones: Los pacientes adultos fenilcetontiricos con menor ingesta de proteinas
naturales tienden a presentar valores disminuidos de FAO, marcador que puede resultar

util para identificar a los pacientes con riesgo de presentar EMO.
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ABSTRACT

Background and objective: Mineral bone disease is more common in phenylketonuric
patients. The objectives of this study were to determine the usefulness of biochemical
bone markers to identify phenylketonuric patients with mineral bone disease and know
the underlying bone remodeling alterations.

Patients and method: Cross-sectional study of 43 phenylketonuric patients > 7years
(range: 7,1-41 years). Nutritional survey was performed and determination of bone
alkaline phosphatase (BAP), procollagen type I N-terminal propeptide (PNP-1), B-cross-
laps and ratio calcium/creatinine in urine.

Results: 20.9% of patients had pathological biochemical bone markers, 90% of them
were adults. BAP was decreased in 70% of them and B-cross-lap in 42.8%. BAP values
were pathological more often in those phenylketonuric patients diagnosed late (41,7%
vs 10,7%, p<0,05) and in patients with mineral bone disease (60% vs 14,3%, p<0,05).
PNP-1 values and calcium/creatinine were similar among all phenylketonuric patients
regardless of presenting mineral bone disease, late diagnosis or tetrahydrobipterin
treatment (enzyme cofactor). Patients with decreased B-cross-lap and BAP, had lower
natural protein intake: BAP (0,21 + 0,13 gr/kg vs. 0,65 + 0,65 gr/kg p<0,05), B-cross-lap
(0,29 + 0,23 gr/kg vs. 0,65 £ 0,66 gr/kg, p<0,05). None of tetrahydrobiopterin treated
showed altered values of BAP, PNP-1 or Ca/Creatinine.

Conclusions: Adult phenylketonuric patients with lower natural protein intake, tend to
have lower values of BAP, marker that may be useful to identify patients at risk for

mineral bone disease.

PALABRAS CLAVE
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Fenilcetonuria, = Osteopenia,  Tetrahidrobiopterina, = Densitometria,  Nutricion,

Mineralizacion Osea.

INTRODUCCION:

La fenilcetonuria (PKU) es una enfermedad metabolica congénita, en la que se produce
una alteracion de la hidroxilacion de la fenilalanina a tirosina, debido a un déficit de la
enzima fenilalanina hidroxilasa. Esto ocasiona una elevacion plasmatica de fenilalanina,
cuyo acumulo causa patologia especialmente a nivel del sistema nervioso central donde
puede originar secuelas profundas e irreversibles (retraso mental, convulsiones,
hiperactividad, microcefalia) asi como defectos de la pigmentacion, eccemas, olor a
moho, etc. El tratamiento de la fenilcetonuria consiste en la restriccion de fenilalanina y
por tanto de proteinas naturales de la dieta, combinada con el aporte diario de una
formula especial libre de fenilalanina y que contiene los demas aminoacidos, asi como
vitaminas y oligoelementos'™. Existe un grupo de pacientes fenilcetontricos
respondedores a la tetrahidrobiopterina (BH4), el cofactor del enzima®’, lo que les
permite tolerar mayores cantidades de fenilalanina y asi liberalizar en diferente grado la
dieta. La deteccion de la fenilcetonuria en el periodo neonatal mediante cribado
metabolico universal® permite el diagnostico y tratamiento precoz de esta entidad, lo
que ha logrado mejorar su prondstico y prevenir el retraso mental y otras
manifestaciones tipicas de la enfermedad, pero se conoce menos de la repercusion de
otros aspectos con impacto en la calidad de vida de los pacientes, como la enfermedad
mineral 6sea, descrita en los ultimos afios por varios autores’ %14,

La enfermedad mineral 6sea (osteopenia-osteoporosis) se caracteriza por un descenso de
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la densidad mineral 6sea, que disminuye la resistencia del hueso y predispone a un
mayor riesgo de fracturas'. En su fisiopatologia intervienen el descenso de la masa 6sea
(influido por el sedentarismo, corticoides, dieta pobre en calcio, carga genética, etc'®')
y el deterioro de la microarquitectura 6sea (la resorcion dsea supera a la formacion). La
densitometria, es una exploraciéon complementaria para determinar la densidad mineral
Osea, pero no informa sobre la situacién del remodelado 6seo, cuya alteracion puede
derivar en enfermedad mineral 6sea. El remodelado dseo se puede valorar a través de
marcadores bioquimicos, tanto de formacién (fofatasa alcalina Osea, osteocalcina,
osteoprotegerina, propéptido aminoterminal del procoldgeno 1 y propéptido carboxi
terminal del procoldgeno 1), como de resorcion (relacion calcio/creatinina en orina,
fosfatasa alcalina acida tartrato resistente, hidroxiprolina, deoxipiridinolina, telopéptido
carboxi-terminal del colageno tipo I (B-cross-laps) , etc)'®*". Su determinacion es mas
habitual en adultos, existiendo escasos estudios sobre los valores de referencia en la

infancia®! ™,

El objetivo de este estudio es valorar el remodelado 6seo en pacientes con fenilcetonuria
a través de la determinacién de marcadores bioquimicos, con el fin de conocer las
alteraciones subyacentes en la formacion y/o resorcion Osea, que expliquen la mayor
tendencia a presentar enfermedad mineral 6sea de estos pacientes. Ademas, evaluar si
dichos marcadores pueden ser de utilidad clinica para identificar a los pacientes en

riesgo de desarrollar enfermedad mineral dsea.
PACIENTES Y METODOS:

Diseiio del estudio y poblaciéon
Estudio observacional transversal realizado desde octubre de 2010 a diciembre de 2011

en nuestro centro de referencia en Galicia para Enfermedades Metabolicas Congénitas.
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Se incluyeron a los pacientes mayores de 7 afios, diagnosticados de fenilcetonuria, tanto
los diagnosticados precozmente mediante cribado neonatal, como los diagnosticados
tardiamente a través de la sintomatologia clinica o por estudio familiar. Se excluyeron
las hiperfenilalaninemias moderadas (fenilalanina <600pumol/L al diagnostico), y
aquellos casos en los que el consentimiento informado no fuese firmado por los padres
y/o pacientes.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de nuestro Hospital. Todos
los pacientes o sus padres (en los menores de 16 afios) fueron debidamente informados
y firmaron un consentimiento informado para entrar en el estudio.

Recogida de datos

Se recogieron de cada paciente datos de: edad, sexo, fenotipo bioquimico de
fenilcetonuria, tipo de diagndstico (precoz o tardio), encuesta nutricional mediante
recogida de ingesta durante una semana, tratamiento o no con BH4, valores séricos de
calcio, fosforo, 25-hidroxivitamina D, paratohormona (PTH), calcitriol, fosfatasa
alcalina dsea, propéptido aminoterminal del procolageno tipo I, B-cross-laps, relacion
Ca/Creatinina en orina y densitometria osea.

El fenotipo de fenilcetonuria se establecio en funcion de los valores plasmaticos de
fenilalanina al diagnostico: fenilcetonuria clasica si valores de fenilalanina >1200
umol/L; fenilcetonuria moderada si fenilalanina  entre 900-1200 pmol/L 'y
fenilcetonuria leve si fenilalanina entre 600-900 pmol/L.

Se establecid un grupo control con 39 personas sanas de similares caracteristicas en
edad y sexo para los pacientes de menos de 20 afios (N=23), a fin de comparar
marcadores de remodelado 6seo. Los valores de los pacientes adultos (N= 20) se
compararon con los valores de referencia del Laboratorio de nuestro Centro.

Método
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Las extracciones sanguineas se realizaron entre las 08-10 horas a.m., tras permanecer el
paciente 12 horas en ayunas. Calcio y fosforo fueron determinados por procedimientos
standard con el analizador Advia 2400 (Siemens, Erlangen, Alemania). La PTH fue
determinada con Cobas €601 (Roche Diagnostics, Lucerna, Suiza), 25-hidroxivitamina
D por inmunoanalisis, (DiaSorin, Saluggia, Italia) y calcitriol mediante
radioinmunoanalisis.

La medicién de fosfatasa alcalina 6sea se realizd mediante ELISA (Ostease® BAP,
Immumodiagnostic Systems Ltd, Boldon, UK), tomandose como valores normales para
adultos: 15-40 UI/L en mujeres y 19-52 UI/L en hombres. La medicion de propéptido
aminoterminal del procolageno tipo I y B-cross-laps se realizd6 en muestra de suero
mediante inmunoensayo por electroquimioluminiscencia (Cobas €601 Roche) tomando
como valores de referencia los aportados por el propio fabricante, teniendo en cuenta
que a partir de los 20 afios se ha alcanzado el 90% del pico de masa 6sea, con valores de
remodelado 6seo estables: 12,7-42,9 ng/mL para propéptido aminoterminal del
procolageno tipo I y 0,16-0,44 ng/mL para P-cross-laps. La determinacion de
Ca/Creatinina en orina se llevdo a cabo tras recogida de orina de 24 horas,
considerandose normales valores menores o iguales a 0,22 para todos los pacientes.

En los menores de 20 afios, los valores de fosfatasa alcalina 6sea, propéptido
aminoterminal del procoldgeno tipo I, B-cross-laps y relacion Ca/Creatinina fueron
comparados con el grupo control sin objetivarse diferencias significativas: fosfatasa
alcalina 6sea (96,136 vs 99436 ng/mL); propéptido aminoterminal del procolageno
tipo I (614,5+£156 vs 560+£193 ng/mL); B-cross-laps (1,11+0,33 vs 1,25+0,35 ng/mL);

relacion Ca/Creatinina (0,12+0,06 vs 0,16+0,07).



O J o U bW

OO DTG UTUITUTUTUTUTUTOTE BB DD DDA DS DNWWWWWWWWWWNRNNNNNONNNONMNNNR R R RR PR PR
O™ WNFROWVWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®O®JdNTIBRWNRFROWOW-TJMNUB®WNROWO®W-10U D WN R O WO

Los célculos nutricionales se realizaron a través de un software propio: www.odimet.es.
Se calcul6 para cada paciente la relacion del aporte de proteinas naturales (gr)/ peso
del paciente (kg), y la ingesta de calcio y de fosforo (mg/dia).

Se compararon los resultados obtenidos con los datos de la densitometria 6sea (densidad
6sea de columna lumbar (L2, L3 and L4) y fémur proximal por absorciometria de rayos
X de energia dual (DEXA LUNAR DPX, General Electric) recogidos en el mismo

periodo de estudio y que fueron publicados recientemente®®.

Analisis estadistico

Se empleo el programa estadistico informatico SPSS® en su version 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, Estados Unidos). Los resultados del anélisis descriptivo se expresaron
tanto en valores absolutos como en porcentaje. Cuando corresponde, los datos se
expresaron como media (+ desviacion estandar). Se considero significativa una p<0,05.
La comparacion de variables cualitativas y cuantitativas discretas se realizo empleando
la prueba de Chi-cuadrado y el Test exacto de Fisher. Se determind el ajuste de
variables a la normalidad. La comparacion de medias de variables cuantitativas se hizo
mediante el test T-Student si seguian distribucién normal y mediante la prueba de U de

Mann-Whitney si no la seguian.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se valoraron 43 pacientes fenilcetonuricos: 18 hombres y
25 mujeres, con una media de edad de 17,56 afios (intervalo: 7,1-41 afios), de ellos 23
son menores de 20 afios; 29 fueron de diagndstico precoz y 14 de tardio. Tenian
fenotipo de fenilcetonuria clasica 27 pacientes, 9 de fenilcetonuria moderada y 5 de

fenilcetonuria leve. Recibieron 12 de ellos tratamiento con BH4.


http://www.odimet.es/
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Diez (20,9%) de los 43 pacientes a estudio presentaron algunos de los marcadores
bioquimicos de remodelado déseo patoldgicos (fosfatasa alcalina d6sea, propéptido
aminoterminal del procolageno tipo I, B-cross-laps en sangre y/o relacion Ca/Creatinina
en orina) (Tabla 1). Todos los pacientes excepto uno tenian mas de 20 afos de edad
(edad media: 28,7+11,3 anos).

Marcadores de formacion: El marcador mas frecuentemente alterado en estos pacientes
fue la fosfatasa alcalina dsea, que estaba disminuida en el 70%; de éstos, estos valores
de fosfatasa alcalina fueron patoldgicos con mas frecuencia en los pacientes que habian
sido diagnosticados de fenilcetonuria tardiamente (41,7% vs 10,7%, p<0,05) y en el
grupo de pacientes con enfermedad mineral 6sea (60% vs 14,3%, p<0,05).

Todos los pacientes menores de 20 afios presentaron valores de fosfatasa alcalina 6sea
para la edad similares a los del grupo control, salvo uno que present6 cifras elevadas.
Los valores de propéptido aminoterminal del procolageno tipo I fueron similares entre
todos los pacientes fenilcetonuricos, independientemente de presentar enfermedad

mineral dsea, diagndstico tardio o tratamiento con BH4.

Marcadores de resorcion: El 42,8% de los pacientes con valores bajos de fosfatasa
alcalina 6sea (3/7 pacientes) también presentaban disminucién de -cross-laps.

Con respecto a los valores de Ca/Creatinina, no se objetivaron diferencias entre todos
los pacientes con fenilcetonuria del estudio.

Marcadores oseos y dieta: Los pacientes con valores disminuidos tanto de fosfatasa
alcalina 6sea como de B-cross-laps recibieron menor ingesta de proteinas naturales por
kg de peso, que los pacientes con valores normales (fosfatasa alcalina 6sea (0,21+0,13
gr/kg vs 0,65+0,65 gr/kg p<0,05); B-cross-laps (0,29+0,23 gr/kg vs 0,65+0,66 gr/kg,

p<0,05); en cambio, los valores de calcitriol fueron maés elevados, aunque sin
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diferencias significativas y no se hallaron diferencias en cuanto a los valores de PTH,
ni de 25-hidroxivitamina D.

La ingesta de calcio fue significativamente mayor en los pacientes con fosfatasa alcalina
Osea y B-cross-laps bajas, y en los que presentaban indices de Ca/Creatinina en orina
elevados. La ingesta de fosforo s6lo fue mayor en los pacientes con valores bajos de -
cross-laps (Tabla 2).

Marcadores dseos y terapia con BH4: Ninguno de los pacientes tratados con BH4, con
una mayor relaciéon de ingesta de proteinas naturales (1,03+0,89 gr/kg vs 0,37+0,31
gr/kg, p<0,05), presentd valores alterados de fosfatasa alcalina osea, propéptido
aminoterminal del procoldgeno tipo I, P-cross-laps ni de la relacion Ca/Creatinina

(Tabla 3).

DISCUSION

La enfermedad mineral 6sea es mas frecuente en los pacientes con fenilcetonuria'®'*2>"
2% que en poblacién normal. No conocemos las alteraciones en el remodelado 6seo que
explican esta mayor incidencia. Seria ademas interesante conocer si existen marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo que se alteren en estos casos, permitiendo de una
forma poco invasiva detectar a los pacientes fenilcetonuricos con riesgo de presentar
enfermedad mineral 6sea, con el objetivo de anticiparnos a la pérdida de densidad
mineral dsea objetivable por densitometria.

Observamos en nuestro estudio, al igual que en el de Millet y cols® valores de fosfatasa
alcalina 6sea disminuidos en el 53,8% del grupo de pacientes mayores de 20 afios,
reflejando una menor formacion dsea en la edad adulta, lo que podria justificar per se, la

mayor predisposicion a enfermedad mineral 6sea en estos pacientes. Sin embargo, los

valores son normales en menores de 20 afos (salvo en un paciente en el que se

10
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s . 11,28
encontraba elevado) en contraposicion con otros estudios

que objetivan también
disminuciéon de marcadores de formacion 6sea (fosfatasa alcalina dsea, osteocalcina,
osteoprotegerina) tanto en niflos como adultos. Desconocemos el motivo por el que, en
nuestro caso, ninguno de los pacientes menores de 20 afios presentase los marcadores de
formacion 6sea disminuidos. De todas formas, la heterogeneidad de las poblaciones a
estudio, en cuanto a la precocidad del tratamiento de la fenilcetonuria, el control de la
dieta o el tratamiento con la BH4, podrian justificar estas diferencias entre estudios.

Los valores de propéptido aminoterminal del procolageno tipo I, no estaban alterados en
ninguno de los pacientes que desarrollaron enfermedad mineral dsea; por lo que parecen
poco utiles para valorar el remodelado 6seo en estos pacientes; en la literatura no existe
referencia a la utilidad de este marcador en el estudio de la enfermedad mineral 6sea en
los pacientes con fenilcetonuria.

Con respecto a los marcadores de resorcion, B-cross-laps y relacion Ca/Creatinina en
orina, no estaban elevados en ningin grupo de edad, siendo incluso mas bajos en los
menores de 20 afos fenilcetondricos comparados con el grupo control, aunque sin
alcanzar significacion estadistica. Esto coincide con lo publicado por Hillman et al'’,
que analiza el Ca/Creatinina y la fosfatasa alcalina 4cida tartrato resistente en nifios
fenilcetontiricos y con Ambroszkiewicz et al®® que encuentra concentraciones de P-
cross-laps mas bajas en los pacientes con fenilcetonuria. Esta disminucion en la
resorcion Osea, sumada a la disminucion en la formacion, refleja una disminucion en el
recambio 6seo global, que puede justificar el desarrollo de enfermedad mineral 6sea en
estos pacientes. Contrariamente, De Groot et al*’ sostiene que la resorcién 6sea puede
ser un mecanismo clave en el desarrollo de la enfermedad mineral 6sea en los
fenilcetontricos, al comprobar mayores concentraciones de fosforo y fosfatasa alcalina

en los nifos fenilcetonuricos con valores menores de densidad mineral 6sea, aunque

11
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ambos marcadores son en realidad muy poco especificos para determinar la resorcion
oOsea.

Por otro lado, en los pacientes con cifras bajas de fosfatasa dsea, la ingesta de proteinas
naturales por kg de peso fue inferior (p=0,002) y se sabe que una ingesta proteica

2930
adecuada es fundamental para la formacion 6sea”””

. El tratamiento con BH4 permite
una mayor ingesta de proteinas naturales®’, y en nuestro estudio, ninguno de los que
recibieron dicho tratamiento presentd descenso en la densidad mineral 6sea en la
densitometria, ni disminucién en la formacién 6sea cuantificada por descenso en la
fosfatasa alcalina oOsea; lo que refuerza la importancia de la ingesta proteica en el
desarrollo de la enfermedad mineral osea.

El calcitriol participa en la formacion 6sea al facilitar la absorcion de calcio y fosforo
de la dieta. En nuestros estudio encontramos concentraciones significativamente
mayores de calcitriol en los pacientes con valores menores de fosfatasa 6sea, aunque las
concentraciones de 25- OHD y PTH fueron similares a los demdas pacientes
fenilcetonuricos; siendo también similar la ingesta de fosforo y significativamente
superior la de calcio; habiendo sido observada también en estudios previos la
independencia de desarrollo de enfermedad mineral 6seade la ingesta de calcio en la

. - 12,32
fenilcetonuria”'>?

. De todo ello podemos concluir que el estudio de la vitamina D no
seria un buen parametro para valorar el riesgo de desarrollo de enfermedad mineral 6sea
en los pacientes con fenilcetonuria.

La mayor predisposicion de los pacientes fenilcetontricos a desarrollar enfermedad
mineral 6sea es una realidad. Nos faltan todavia por conocer cuales son los mecanismos
fisiopatologicos que la desencadenan; pero sabemos que factores como el aporte de

calcio y vitamina D no parecen ser causales en la enfermedad mineral 6sea de la

fenilcetonuria. A la vista de nuestros resultados consideramos que la determinacion de

12
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[-cross-laps, propéptido aminoterminal del procolageno tipo I y relacion Ca/Creatinina,
no son de utilidad para identificar a pacientes con riesgo de desarrollar enfermedad
mineral dsea, pero si la fosfatasa alcalina 6sea ya que valores bajos de este marcador,
pueden alertar sobre una menor formacion de hueso, lo que sucede con mas frecuencia
en la fenilcetonuria.

Por todo ello concluimos que la menor densidad mineral dsea en los pacientes con
fenilcetonuria parece no estar condicionada por una alteracion en la mineralizacion
Osea, sino por una alteracion en la matriz orgéanica del hueso, debida probablemente a la
menor ingesta de proteinas naturales en estos pacientes. Los valores de fosfatasa

alcalina 6sea bajos pueden ser utiles para identificar a estos pacientes.

BIBLIOGRAFIA

1. Report of Medical Research Council Working Party on Phenylketonuria.
Recomendations on the dietary management of phenylketonuria. Arch Dis Child 1993;
68: 426-:27.

2. Huemer M, Huemer C, Méslinger D, Huter D, Stockler-Ipsiroglu S. Growth and body
composition in children with classical phenylketonuria: results in 34 patients and review
of the literature. J Inherit Metab Dis 2007; 30:694-99

3. Acosta PB, Yannicelli S, Marriage B, Mantia C, Gaffield B, Porterfield M, et al.
Nutrient intake and growth of infants with phenylketonuria undergoing therapy. J
Pediatr Gastroenterol Nutr 1998; 27(3): 287-91.

4. Campistol J, Gonzalez MJ, Gutiérrez AP, Vilaseca MA; Grupo Colaborativo de
Unidades de Seguimiento Espanolas. Tratamiento y control de los pacientes con
fenilcetonuria: resultados del Grupo Colaborativo de Unidades de Seguimiento en

Espafia. Med Clin (Barc) 2012;138:185-91.

13



O J o U bW

OO DTG UTUITUTUTUTUTUTOTE BB DD DDA DS DNWWWWWWWWWWNRNNNNNONNNONMNNNR R R RR PR PR
O™ WNFROWVWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®O®JdNTIBRWNRFROWOW-TJMNUB®WNROWO®W-10U D WN R O WO

5. Spaapen LJ, Rubio-Gozalbo ME. Tetrahydrobiopterin-responsive phenylalanine
hydroxylase deficiency, state of the art. Mol Genet Metab. 2003; 78(2): 93-99.

6. Lambruschini N, Pérez-Duefias B, Vilaseca MA, Mas A, Artuch R, Gassio R, et al.
Clinical and nutritional evaluation of phenylketonuric patients on tetrahydrobiopterin
monotherapy. Mol Genet Metab 2005;86 :S54-60.

7. Boveda MD, Couce ML, Castifieiras DE, Cocho JA, Perez B, Ugarte M, et al. The
tetrahydrobiopterin loading test in 36 patients with hyperphenylalaninaemia: evaluation
of response and subsequent treatment. J Inherit Metab Dis 2007;30:812.

8. Juan-Fita MJ, Egea-Mellado JM, Gonzélez-Gallego I, Moya-Quiles MR, Fernandez-
Sanchez A. Cribado neonatal ampliado en la Region de Murcia. Experiencia de tres
afos.Med Clin (Barc) 2012 1;139:566-71.

9. Couce ML, Castifieiras DE, Boveda MD, Bafia A, Cocho JA, Iglesias AJ, Colon C,
Alonso-Fernandez JR, Fraga JM. Evaluation and long-term follow-up of infants with
inborn errors of metabolism identified in an expanded screening programme. Mol Genet
Metab 2011;104:470-5.

10. Pérez Duefias B, Cambra FJ, Vilaseca MA, Lambruschini N, Campistol J, Camacho
JA. New approach to osteopenia in phenylketonuric patients. Acta Pediatr 2002;
91:899-904

11. Hillman L, Schlotzhauer C, Lee D, Grasela J, Witter S, Allen S, et al. Decreased
bone mineralization in children with phenylketonuria under treatment. Eur J Paediatr
1996; 155 (Suppl 1):148-52

12. Al-Qadreh A, Schulpis KH, Athanasopoulou H, Mengreli C, Skarpalezou A,
Voskaki I. Bone mineral status in children with phenylketonuria under treatment. Acta

Pxdiatr 1998; 87: 1162-6

14


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16040265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Artuch%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16040265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gassi%C3%B3%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16040265

O J o U bW

OO DTG UTUITUTUTUTUTUTOTE BB DD DDA DS DNWWWWWWWWWWNRNNNNNONNNONMNNNR R R RR PR PR
O™ WNFROWVWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®O®JdNTIBRWNRFROWOW-TJMNUB®WNROWO®W-10U D WN R O WO

13. Zeman J, Bayer M, Stepan J. Bone mineral density in patients with phenylketonuria.
Acta Pediatr 1999; 88: 1348-51

14. Mendes AB, Martins FF, Cruz WM, da Silva LE, Abadesso CB, Boaventura GT,
Bone development in children and adolescents with PKU. J Inherit Metab Dis 2012; 35
: 425-30.

I5.NIH Consensus Development Panel. Osteoporosis Prevention, Diagnosis and
Therapy. JAMA 2001; 285:785-95

16. Liu YZ, Liu YJ, Recker RR, Deng HW. Molecular studies of identification of genes
for osteoporosis: the 2002 epdate. J Endocrinol 2003; 177: 147-96

17. Zmuda JM, Sheu YT, Moffett SP. Genetic epidemiology of osteoporosis: past,
present and future. Curr Osteoporos Rep 2005; 3: 111-15

18. Cons MF. Marcadores bioquimicos de remodelado 6seo. RevMetabol Os Min 2003;
1: 91-98.

19. Seibel MJ. Biochemical markers of bone turnover. Part II: Clinical applications in
the management of osteoporosis. Clin Biochem Rev 2006; 27: 123-38.

20. Lee J, Vasikaran S. Current recommendations for laboratory testing and use of bone
turnover markers in management of osteoporosis. Ann Lab Med 2012; 32:105-12.

21. Manjon Llorente G, Fernandez Espuelas C. Normal values of bone turnover markers
in childhood. An Pediatr (Barc) 2004; 60: 330-36.

22. Crofton PM, Evans N, Taylor MR, Holland CV. Serum CrossLaps: pediatric
reference intervals from birth to 19 years of age. Clin Chem 2002; 48:671-73.

23. Rauchenzauner M, Schmid A, Heinz-Erian P, Kapelari K, Falkensammer G,
Griesmacher A, et al. Sexand Age-Specific Reference Curves for Serum Markers of
Bone Turnover in Healthy Children from 2 Months to 18 Years. J Clin Endocrinol

Metab 2007; 92: 443-49.

15



O J o U bW

OO DTG UTUITUTUTUTUTUTOTE BB DD DDA DS DNWWWWWWWWWWNRNNNNNONNNONMNNNR R R RR PR PR
O™ WNFROWVWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®O®JdNTIBRWNRFROWOW-TJMNUB®WNROWO®W-10U D WN R O WO

24. Miras A, Boveda MD, Leis MR, Mera A, Aldamiz-Echevarria L, Fernandez-
Lorenzo JR, et al. Risk factors for developing mineral bone disease in phenylketonuric
patients. Mol Genet Metab 2013; 108:149-54.

25. Millet P, Vilaseca MA, Valls C, Pérez Duefias B, Artuch R, Gomez L, et al. Is
deoxypyridinoline a good resorption marker to detect osteopenia in phenylketonuria?.
Clin Biochem 2005;38: 1127-32.

26. Koura HM, Abdallah Ismail N, Kamel AF, Ahmed AM, Saad Hussein A, Effat LK.
A long-term study of bone mineral density in patients with phenilketonuria under diet
therapy. Arch Med Sci 2011; 7: 493-500.

27. de Groot MJ, Hoeksma M, van Rijn M, Slart RH, van Spronsen FJ. Relationship
between lumbar bone mineral density and biochemical parameters in phenylketonuria
patients, Mol Genet Metab 2012; 105: 566-70.

28.Ambroszkiewiewicz J, Gajewska J, Chetchowska M, Ottarzewski M, Laskowska-
Klita T, Nowacka M, et al. Concentration of osteoprotegerin, bone formation and
resorption markers in patients with phenylketonuria. Pol Merkur Lekarski 2008; 25:57-
60.

29. Teegarden D, Lyle RM, McGabe GP, McGabe LD, Proulx WR, Michon K, et al.
Dietary calcium, protein and phosphorus are related to bone mineral density and content
in young women. Am J Clin Nutr 1998; 68:749-58

30. Hannam MT, Tucker KL, Dawson-Hughes B, Cupples LA, Felson DT, Kiel DP.
Effect of dietary protein on bone loss in elderly men and women: the Framingham
Osteoporosis Study. J Bone Miner Res 2000; 15: 2504-12

31. Hennermann JB, Buhrer C, Blau N, Vetter B, Monch E. Long-term treatment with
tetrahydrobiopterin increases phenylalanine tolerance in children wth severe phenotype

of phenylketonuria. Mol Genet Metab 2005; 86:S86-S90.

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gajewska%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18839616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Che%C5%82chowska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18839616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%C5%82tarzewski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18839616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laskowska-Klita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18839616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laskowska-Klita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18839616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nowacka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18839616

O J o U bW

OO DTG UTUITUTUTUTUTUTOTE BB DD DDA DS DNWWWWWWWWWWNRNNNNNONNNONMNNNR R R RR PR PR
O™ WNFROWVWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®O®JdNTIBRWNRFROWOW-TJMNUB®WNROWO®W-10U D WN R O WO

32. Modan-Moses D, Vered I, Schwartz G, Anikster Y, Abraham S, Segev R, et al. Peak

bone mass in patients with phenylketonuria, J Inherit Metab Dis 2007; 30: 202-8.

17



Tabla (formato Excel, Power Point...)

DIAGNOSTICO

PACIENTE EDAD SEXO FENOTIPO TARDIO EMO BH4 FAO PNP-1 B-CTX Ca/Cr
5 37 V Clasica Si No No 25,5 55,8** 0,5** 0,2
13 30 V Moderada Si Si No 15,2* 37,9 0,1%* 0,2
16 26 M Clasica Si Si No 22,1 42,9 0,3 Q,3**
21 23 M Clasica No No No 12,5%* 42,4 0,4 0,1
29 23 M Clasica No No No 7* 31,6 0,2 0,1
30 8 \Y Clasica No Si No 140** 632,4 0,7 -
33 41 V Clasica Si Si No 16,4* 36,7 0,3 0,2
34 38 M Clasica Si No No 11,7% 23,1 0,2 0,3%*
37 36 M Moderada Si No No 14,5% 35,9 0,1% 0,2
38 36 M Clasica Si No No 11,7% 10,4* 0,1* -

TABLA 1.Pacientes fenilcetonuricos con marcadores bioquimicos de remodelado 6seo alterados
Edad (afios). Sexo: V (varén), M (Mujer). EMO: enfermedad mineral ésea. BH4 (Tratados con BH4). FAO: fosfatasa alcalina 6sea (mcg/L); B-CTX : -

cross-laps (ng/mL), PNP-1: propéptido aminoterminal del procolageno tipo I (ng/mL), Ca/Cr (mg/mg). *: niveles por debajo de lo normal. **: niveles
por encima de lo normal.



Tabla (formato Excel, Power Point...)

Pacientes con | Pacientes con | Pacientes con B- | Pacientes con B- | Ca/Cr Ca/Cr normal
FAO | FAO normal CTx | CTx normal
25-OH D 31,66+12,22 27,23+9,74 29,5+0,70 29,25+11,74 21,00+3,07 29,27+10,22
(ng/mL)
Calcitriol(pg/ | 79,57+31,66* 56,36+17,23* 86,33+38,37* 59,17+19,07* 57,00+17,02 63,41+£23,06
mL)
PTH (pg/mL) | 31,57+10,13 30,67+9,07 33,00+9,16 32,11+10,42 32,00+1,04 31,41+8,73

Ingesta de Ca
(mg/dia)

1416,00+780,71%

1015,94+309,66*

2101,50+125,51%

1015,84+300,64*

1256,50+20,50*

1068,22+453,10%

Ingesta de P
(mg/dia)

1511,50+757,385

1179,94+270,107

2200,50+118,2*

1167,65+275,95%

1334,50+99,70

1242,91+423,29

TABLA 2. Comparacién de los niveles sanguineos de 25-OH D, Calcitriol, PTH e ingesta de calcio y fésforo entre los pacientes con niveles normales de

FAO, B-CTx y Ca/Cr y los pacientes con niveles alterados
Datos expresados como media = SD

*P<0,05




Tabla (formato Excel, Power Point...)

Ratio

Dosis media Tolerancia a la Phe ingesta

Edad de BH4 Post-BH4 FAO | PNP-1 B-CTx Ca/Cr Prot (g)/

Paciente | (afios) exo | Fenotipo mg/kg/dia mg/dia pg/L ng/mL ng/mL peso (Kg) |
2 14 M Leve 8.9 Dieta libre monitorizada | 79,6 356,3 0,6 - 0,40
7 20 M Moderada 9.3 750 28 29,8 0,4 0,2 0,33
10 8 \Y Leve 10 Dieta libre monitorizada 85 654,7 1,3 0,1 1,00
14 12 V Clasica 12.5 513 85 472,3 0,9 0,2 0,34
17 15 M Moderada 9.5 739 80,1 494,0 1,9 0,1 0,50
22 12 M Leve 9.4 Dieta libre monitorizada 88 892,4 1,4 0,1 1,40
26 14 \Y Leve 10 Dieta libre monitorizada 90 535,8 1,1 0,1 1,60
27 18 M Leve 10 Dieta libre monitorizada | 16,8 71,9 0,5 0,1 0,71
39 7 M Moderada 11.6 830 79 527,5 0,9 0,2 0,86
40 7 M Moderada 10 Dieta libre monitorizada | 74,1 506,1 0,8 0,1 0,82
41 23 V Moderada 9.7 Dieta libre monitorizada - - - - -

43 22 M Leve 9.1 Dieta libre monitorizada | 36,6 68,8 0,3 - 0,75

TABLA 3.Pacientes tratados con BH4: niveles de marcadores de remodelado dseo y ratio de ingesta de proteinas naturales por kg de peso.
V (varén), M (Mujer). FAO: fosfatasa alcalina 6sea; B-cross-laps (ng/mL), PNP-1: propéptido aminoterminal del procolageno tipo I; Ca/Cr:
Calcio/creatinina en orina
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