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1. Qué es la fenilcetonuria

1.1. Definicion

La fenilcetonuria (PKU) es una enfermedad metabdlica autosémica recesiva causada por
un déficit de fenilalanina mono-oxigenasa (PAH, EC1.14.16.1), un enzima hepatico que
cataliza la conversion de fenilalanina (Phe) en tirosina, usando tetrahidrobiopterina (BH4)
como coenzima. El déficit de PAH causa una acumulacion de Phe y un descenso de

tirosina en los tejidos y fluidos biolégicos (Scriver et al, 2001).

™ Phe
BH; + O,
NAD
Dihidropteridina reductasa L-fenilalanina-4-mono-oxigenasa
NADH + H*
gBH; + H,O v

d Tyr

Figura 1. Metabolismo de la fenilalanina

1.2. Historia

En 1934 Asbjorn Folling describié por primera vez la enfermedad en dos hermanos con
retraso mental y un olor corporal especial, al observar que sus orinas acidificadas
tomaban un intenso color verde al afiadirles unas gotas de cloruro férrico. Tras una larga
investigacion quimica con los escasos recursos de su época, Folling dedujo que lo que
determinaba el color y el olor de la orina era el acido fenilpirdvico. El estudio de otros
pacientes con retraso mental ingresados en instituciones especiales evidencié que ocho

de ellos pertenecientes a tres familias excretaban orina con el mismo olor y color a la
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adicién de cloruro férrico (Folling, 1994). Basandose en estos datos describio la
enfermedad como un trastorno metabdlico hereditario, llamandola "idiocia fenilpiruvica", y
relacionando por primera vez el retraso mental con un error congénito del metabolismo,
concepto que habia estado olvidado desde que fue descrito por Sir Archibald Garrod en
1908. Folling observo la herencia autosdmica recesiva de esta enfermedad e identifico
posteriormente la fenilalanina como marcador bioquimico de la misma y precursor del

acido fenilpiravico (Centerwall et al, 2000).

Figura 2. Dr. Asbjorn Fdlling, en la época del

descubrimiento de la PKU, a la cual él denominé

“idiocia fenilpiravica”.
En 1937 la enfermedad fue denominada fenilcetonuria (PKU) por Penrose y Quastel,
nombre que ha prevalecido como el de uso mas comun hasta nuestros dias. En 1953,
Jervis demostro el defecto de actividad de la enzima hepatica fenilalanina hidroxilasa. En
el mismo afo, Bickel describié la primera posibilidad de terapia, mediante la restriccion de
la fenilalanina de la dieta, que constituye la base del tratamiento de estos pacientes. El
siguiente hito en la historia de la PKU fue el desarrollo, en 1961, de un método simple de
cribaje de la concentracidon sanguinea de fenilalanina, la prueba de inhibicion bacteriana
de Guthrie, que permitié prevenir el retraso mental de los pacientes fenilcetonuricos al
aplicar la restriccion dietética de fenilalanina desde el periodo neonatal (Folling, 1994;
Centerwall et al, 2000). La aplicacion del cribaje poblacional permitié descubrir que no
todas las hiperfenilalaninemias eran causadas por defectos de actividad de la PAH, ya
que algunas se debian a defectos en la sintesis o el reciclaje del cofactor
tetrahidrobiopterina (Guttler et al, 1990).
En 1983 Woo localizé el gen de la PAH en el cromosoma 12924.1, siendo clonado e
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identificadas las primeras mutaciones, cuyo numero se ha multiplicado desde entonces
hasta una cifra superior a 400 mutaciones descritas en la actualidad. En los afios 90 se
han iniciado los ensayos de expresion in vitro de numerosas mutaciones del gen de la
PAH, cristalizando y visualizando la estructura espacial del enzima humano y

realizandose los primeros estudios sobre terapia génica.

Figura 3. La prueba de Guthrie consistia en incubar sangre
seca impregnada en papel de filtro en un medio especial rico
en Bacillus subtilis. La presencia de fenilalanina facilitaba el
crecimiento bacteriano, resultando en el crecimiento de un halo
alrededor de la gota (C y D).

1.3. Clasificacién

La hiperfenilalaninemia causada por mutaciones en el gen que codifica la fenilalanina
hidroxilasa representa un amplio espectro de fenotipos metabdlicos debido a la posible
combinacién de un elevado numero de mutaciones alélicas. La clasificacion es pues,
arbitraria y se basa en las concentraciones plasmaticas de fenilalanina al diagnéstico y la
tolerancia a la fenilalanina, es decir, en la cantidad de fenilalanina de la dieta capaz de
mantener las concentraciones plasmaticas del aminoacido dentro de un rango
recomendado (Scriver et al, 2001; Guttler et al, 1990).

En la forma grave o fenilcetonuria clasica, las concentraciones plasmaticas de fenilalanina
al diagndstico son superiores a 1200 pymol/l y la tolerancia de fenilalanina es inferior a 350
mg/dia. La actividad enzimatica residual de PAH es practicamente indetectable.

La variante moderada de PKU muestra unas concentraciones plasmaticas de fenilalanina
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comprendidas entre 600 pymol/l y 1200 umol/l y los pacientes que las padecen muestran
una tolerancia comprendida entre 350-400 mg/dia de fenilalanina en la dieta. La variante
leve muestra una fenilalanina comprendida entre 360 pmol/l y 600 uymol/l y una tolerancia
a fenilalanina entre 400 y 600 mg/dia. La actividad enzimatica residual es inferior al 10%
de la normal en ambas variantes y requieren, por lo tanto tratamiento.

La hiperfenilalaninemia moderada (HPA) es wuna forma benigna, clinica vy
bioquimicamente, con concentraciones plasmaticas de fenilalanina inferiores a 360 pmol/I.
Es causada por mutaciones leves del gen PAH que dan lugar a un defecto parcial de

actividad enzimatica (actividad residual del 10-35% de la normal), lo que determina que

esta condicibn no requiera tratamiento dietético. Estas formas moderadas son

relativamente frecuentes en el area mediterranea (1:11160 en Catalufia), comparadas con
la fenilcetonuria clasica (1:21740 en Catalufia), mucho mas prevalente en los paises del
Norte de Europa y América (Campistol et al, 2006).

3000 - PHE pmol/L
A —e— MITJANES
- m MAXIM
2500 + MINIM
2000 +
1500 +
1000 +
500 +
4
0 : : : :
- N [s2] < n © N~ o] (2] o ~— N ™ <
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Figuras 4A y 4B. Las graficas muestran el control metabdlico durante los
primeros afios de vida de dos pacientes PKU: (A) con fenotipo severo y (B) con
fenotipo moderado. Destaca el buen control metabdlico que presenta el paciente
con el fenotipo metabdlico severo de la enfermedad comparado con el paciente
con fenotipo moderado. Estas graficas son un ejemplo de la ausencia de
correlacion que existe entre el fenotipo metabdlico y el genotipo en la
fenilcetonuria. El adecuado cumplimiento dietético es pues el factor mas
importante que condiciona el prondéstico de la enfermedad.

2. Fenotipo clinico de la fenilcetonuria

2.1. Fenilcetonuria clasica no tratada

Los recién nacidos con fenilcetonuria presentan una exploracién neurolégica normal al
nacimiento. Durante las primeras semanas de vida pueden aparecer signos inespecificos,
tales como dificultades en la alimentacion, irritabilidad, hipotonia, y un olor caracteristico a
rancio debido a la excrecion del acido fenilacético. A partir de los 4 a 6 meses de vida
aparece un retraso del desarrollo psicomotor progresivo que puede ir asociado a crisis
epilépticas. El deterioro neuroldgico progresa hasta los 3-4 afos de vida, siendo el
coeficiente intelectual de los pacientes fenilcetonuricos no tratados con frecuencia inferior
a 50 (Knox, 1972).

Asociadas al retraso mental existen anomalias neurolégicas en un 75% de los pacientes

no tratados. La epilepsia esta presente en un 25% de los casos con anomalias
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electroencefalograficas en un 80%. El patron EEG es edad dependiente siendo frecuente
la presencia de hipsarritmia en el primer afo de vida (Brenton et al, 2000). Otras
anomalias neurolégicas son microcefalia, signos piramidales, trastornos de la marcha,
atrofia Optica, estrabismo, discinesias entre las que se incluye un sindrome Parkinsoniano
y temblor (Pites, 1998). El temblor en los pacientes no tratados tiene una prevalencia
elevada (entre el 30 y el 60% segun las series) (Leuzzi et al, 1995; Thompson et al, 1993).
Se ha descrito con frecuencia un temblor postural y de accién, aunque en otras ocasiones
los pacientes pueden presentar un temblor de reposo no asociado con otros signos
parkinsonianos (Pites, 1998).

Son asimismo frecuentes los rasgos psicoticos en forma de tendencias destructivas,
automutilaciones, impulsividad y ataques incontrolados de agresividad. Los rasgos fisicos
caracteristicos son ojos, piel y cabellos claros, olor corporal especial y ezcema que se
puede encontrar en un 30% de los casos.

Debido al inicio tardio de los sintomas y al curso inexorable de la enfermedad hacia un
deterioro neurolégico irreversible, actualmente en gran numero de paises existen
programas de deteccidn precoz en el periodo neonatal aplicables a toda la poblacién, que
permiten el diagndstico y el tratamiento precoz, indispensable y efectivo para evitar la

aparicion de los sintomas.

Figura 5. Dos hermanos afectos de PKU. El
hermano mayor, de 11 afios, fue tratado
tardiamente y estd afecto de un retraso mental
severo, mientras que su hermana de 2 afios y
medio fue tratada desde los primeros meses de
vida y presenta un desarrollo neurolégico normal
(Centerwall et al, 2000).
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2.2. Fenilcetonuria clasica tratada precozmente

Los pacientes tratados precozmente alcanzan una inteligencia normal, aunque los valores
medios de cociente inteletual (Cl) son ligeramente inferiores a los de la poblacion general.
Estos valores de Cl estan relacionados con el control metabdlico de los primeros 6 afios
de vida, lo cual sugiere que un estricto cumplimiento de la dieta en la primera década de
la vida es crucial para el desarrollo de las funciones cognitivas (Gassio et al, 2005).

Se ha descrito una alteracién especifica de las funciones ejecutivas en los pacientes
tratados precozmente (Diamond et al, 1997; Arnold et al, 1998; Leuzzi et al, 2004; Gassio
et al, 2005). Se ha postulado que estos déficits son debidos a una alteracién de la
inervacion dopaminérgica del cortex prefrontal (Diamond, 1994), donde se han
demostrado bajas concentraciones de dopamina y sus metabolitos en animales de
experimentacion (Diamond et al, 1994; Joseph et al, 2003).

Dejando aparte las alteraciones neurocognitivas, es frecuente el hallazgo de otros signos
neurolégicos menores en pacientes PKU de diagnéstico precoz, tales como hiperreflexia
en extremidades inferiores, torpeza en la coordinacién motriz y temblor (Thompson et al
1993; Cleary et al, 1994). El temblor en los pacientes diagnosticados precozmente es un
signo de disfuncion neurolégica muy frecuente (entre un 5 a 28% segun las series)
(Cleary et al, 1994; McDonnell et al, 1998; Pietz et al 1998; Thompson et al, 1993;
Weglage et al 1995) cuyas causas en la actualidad se desconocen. Recientemente, se
han realizado estudios evaluando las habilidades motoras finas como indicador sensible
de disfuncién neurologica en pacientes PKU de tratamiento precoz, obteniendo los
pacientes de diagndstico precoz peores resultados que el grupo control (Weglage et al
1995; Arnold et al 1998). Por todo ello se reconoce en la actualidad que existe un dano
cerebral minimo en pacientes PKU de diagnéstico precoz, cuyos factores causales no

estan en absoluto esclarecidos.

3. El temblor en la fenilcetonuria

3.1. Prevalenciay caracteristicas clinicas

El temblor es un signo neurolégico muy frecuente en la fenilcetonuria. Entre pacientes de

diagnostico precoz, la presencia de temblor ha sido reportada en un 5% a 28%
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dependiendo de las series. Entre pacientes de diagnéstico tardio, en cambio, la
prevalencia estimada asciende hasta un 60% de casos. Existen escasos datos en la
bibliografia actual que describan las caracteristicas clinicas del temblor en los pacientes
PKU. La mayoria de autores describen un temblor fino postural y/o de accion (Leuzzi et al,
1995; Pietz et al, 1998), pero en ocasiones también se ha descrito un temblor de reposo
en ausencia de otros signos de Parkinsonismo (Cleary et al, 1994; Weglage et al 1995). El
temblor se ha descrito asociado con frecuencia a otros signos de disfuncidon neuroldgica
como hiperreflexia osteotendinosa o torpeza en la motricidad fina (McDonnell et al 1998;
Thompson et al 1993; Cleary et al 1994). Thompson et al realizaron una evaluacion de la
severidad del temblor y de otros signos neuroldgicos mediante una escala del 1 (signo
fisico) al 3 (dificultades moderadas a severas). En su serie, solo un paciente de
diagnéstico precoz y dos pacientes de diagndstico tardio refirieron cierto grado de
repercusion en sus actividades diarias. La mayoria de autores, sin embargo, no han
aportado datos sobre la amplitud o la severidad del temblor en los pacientes PKU. Asi
pues, se desconoce la repercusion que el temblor pueda tener en la vida cotidiana de
estos enfermos, la evoluciéon natural de dicho temblor, o las causas que motivan su

presencia en pacientes que siguen un adecuado control metabdlico.

Referencia Prevalencia Pacientes PKU Tipo de temblor
Thompson et al, 5/9 p. (55%) 14-32 a D.Tardio n.d.

1993 6/25 p. (24%) 8-30a D. Precoz

Clearly etal, 1994  5/77 p. (6.5%) 10-50 a D. Precoz De reposo

Leuzzi et al, 1995  9/16 p. (56%) 8-25aD. Tardio Postural y/o de accidn
Weglage et al, 1/20 p. (5%) 9-13a D. Precoz De reposo

1995

Mc Donnell et al, 5/23 p. (21%) 18-39 a D. Precoz Postural

1998

Pietz et al, 1998 16/57 p. (28%) vs 17-33 a D. Precoz Postural y/o de accién

15% controles

Figura 6. Referencias bibliograficas del temblor en la PKU.
(p, pacientes; a, afos)
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3.2. Aspectos neurofisiolégicos

Los trabajos que recogen aspectos neurofisiolégicos del temblor en la fenilcetonuria son
escasos y estan basados en un grupo muy reducido de enfermos. En un trabajo de Pietz
et al (1998), el estudio electromiografico detectdé un temblor postural fino manual de una
frecuencia superior a los 8 Hz, que fue definido por los autores como un temblor
fisiologico exagerado en dos casos y como un temblor esencial en otros dos. En estos
pacientes, la amplitud del temblor se incrementé al afadir un peso a la extremidad,
mientras que la frecuencia del temblor permanecié estable. Recientemente, Evans et al
(2004) publicaron un caso de una mujer adulta PKU con una historia de temblor manual
progresivo y anomalias de la marcha. El examen revelé la presencia de un temblor
irregular de 6 a 8 Hz en las manos, piernas y tronco, predominantemente postural y de
accion. Esta paciente mostré asimismo sintomas de Parkinsonismo que respondieron al

tratamiento con levodopa durante 10 afios.

3.3. Factores etioldgicos

Las causas relacionadas con la presencia de temblor en los pacientes PKU son
desconocidas. El temblor podria estar causado por la exposicidon reciente a elevadas
concentraciones de Phe, estar presente desde el nacimiento, ser consecuencia de un mal
control metabdlico durante los primeros afnos de vida, o estar relacionado con el genotipo
de los pacientes.

En 1998 Pietz et al realizaron un examen neurolégico en 57 pacientes PKU de diagnéstico
precoz en busca de signos de disfuncion neuroldgica, y compararon los resultados con
una poblacion de controles sanos. Detectaron que los pacientes PKU tenian una
prevalencia de temblor significativamente superior que el grupo control, peores resultados
en los test de habilidades motoras finas y un ClI significativamente inferior. En este trabajo
los autores no pudieron establecer ninguna asociacion entre la presencia de temblor y el
control metabdlico de diferentes periodos de la vida. Segun nuestro conocimiento, no
existen otros trabajos que hayan investigado las causas que originan la aparicion del
temblor en los enfermos con fenilcetonuria.

Varios autores han descrito la aparicion de un deterioro neuroldgico junto a un temblor
incapacitante coincidiendo con el abandono de la dieta restrictiva en Phe en la edad

adulta (Villasana et al, 1989; Williams et al, 1998). La optimizacion del control metabdlico
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tuvo como consecuencia una mejoria clinica evidente del temblor en estos pacientes. Es
evidente, por tanto, que el efecto toxico de la hiperfenilalaninemia no se limita a los
primeros afios de desarrollo neurolégico, pudiendo ser causante de la aparariciéon de
temblor en estadios tardios de la vida.

Por otro lado, los pacientes PKU que siguen un adecuado control metabdlico pueden
presentar alteraciones metabdlicas secundarias, como una disminucion de las
concentraciones plasmaticas de coenzima Q10 (Turunen et al, 2002), que también
podrian tener un papel en la fisiopatologia del temblor de estos pacientes. Existen tres
factores principales implicados en las bajas concentraciones de CoQ10 en los pacientes
fenilcetonuricos. En primer lugar, la aplicacion de una dieta restrictiva en alimentos ricos
en proteinas de origen animal conlleva una reduccion de los aportes exégenos de CoQ10
(Weber et al, 1997). En segundo lugar, se ha demostrado que las concentraciones
elevadas de fenilalanina causan wuna inhibicibn del enzima Ilimitante de Ila
colesterogénesis, via de sintesis comun del CoQ10 (Castillo et al, 1988). En tercer lugar,
la tirosina es un precusor de la sintesis de CoQ10, y el déficit de tirosina secundario al
defecto metabdlico en la fenilcetonuria podria condicionar asimismo una disminucién de la
sintesis endégena, aunque este aspecto parece ser menos importante (Artuch et al,
2001).

El CoQ10 desempefia un papel importante en el metabolismo energético mitocondrial,
actuando como transportador de electrones entre los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria y favoreciendo la sintesis de ATP (Brandt, 1998; Kroger et al, 1973). Ademas,
su forma reducida (ubiquinol) es uno de los principales antioxidantes de nuestro
organismo. Su accion antioxidante implica al menos tres mecanismos diferentes (Ernster
et al, 1995; Stocker et al 1991). En primer lugar protege las membranas lipidicas del dano
peroxidativo; en segundo lugar neutraliza los radicales peroxilo lipidicos; y en tercer lugar
reduce otros antioxidantes naturales como el tocoferol o vitamina E a su forma activa.

En la PKU, no se ha detectado que el déficit de CoQ10 interfiera en la funcién de la
cadena respiratoria, pero si se ha demostrado su asociacion con un aumento del estrés
oxidativo (Turunen et al, 2002). En concreto, se ha observado que las concentraciones
bajas de CoQ10 estan asociadas a un aumento del consumo de tocoferol y a
concentraciones plasmaticas elevadas de malondialdehido, un marcador de peroxidacion
lipidica (Colome et al, 2003).

Aunque la implicacién clinica del déficit secundario de CoQ10 en la PKU no ha sido

investigada hasta el momento, los modelos experimentales indican que el estrés oxidativo
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puede estar implicado en la fisiopatologia del dafo cerebral en la PKU. Varios estudios
(Kienzle-Hagen et al, 2002; Martinez-Cruz et al, 2002) han observado una alteracion de
los marcadores de estrés oxidativo (malondialdehido, concentraciones de enzimas
antioxidantes como glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa) en los cerebros de
ratones expuestos a hiperfenilalaninemia. Asimismo, estos autores han demostrado que el
estrés oxidativo induce cambios morfoldgicos significativos en los cerebros de los ratones
PKU. Por tanto, existe la posibilidad de que el déficit de CoQ10 pueda jugar un papel en la
fisiopatologia del temblor en pacientes PKU en tratamiento dietético.

Finalmente, existen datos que refuerzan la hipétesis de que el temblor en la PKU podria
ser una manifestacién de un déficit dopaminérgico. En este sentido, Burlina et al (2000)
demostraron un déficit de la via dopaminérgica en el liquido cefalorraquideo de una serie
de pacientes PKU en tratamiento dietético que presentaban temblor. Asimismo, en la
paciente que publicaron Evans et al (2004), el temblor y los sintomas Parkinsonianos
mejoraron ostensiblemente con el tratamiento con levodopa. Sin embargo, las técnicas de
que disponemos en la actualidad solo permiten investigar el déficit dopaminérgico
mediante un analisis de sus metabolitos a nivel del liquido cefalorraquideo. La realizacién
de una puncion lumbar en pacientes con sintomas neuroldgicos leves y una buena calidad
de vida como es el caso de los pacientes PKU, plantea problemas éticos que dificultan la

continuidad de esta linea de investigacion.

4. Anomalias cerebrales en la fenilcetonuria

4.1. Cambios histopatoldgicos en la sustancia gris cerebral

La descripcion de lesiones corticales en la fenilcetonuria son escasas y con resultados
dispares. El motivo de esta falta de consistencia es que los métodos neuropatoldgicos
convencionales solo son apropiados para la descripcion de lesiones destructivas,
degenerativas o neoplasicas, muy diferentes a los procesos patolégicos presentes en la
fenilcetonuria y en otras enfermedades neurometabdlicas. El cortex cerebral tiene una
apariencia normal en las tinciones habituales, excepto por la presencia de cambios
inespecificos y cuestionables, como son una reducciéon en el numero de neuronas
corticales y una apariencia inmadura (Malamud, 1966).

La fenilcetonuria es una enfermedad que se manifiesta a partir del nacimiento. Por tanto el
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efecto toxico de la hiperfenilalaninemia se produce durante el periodo de crecimiento
lineal y arborizaciéon de las dendritas de las neuronas corticales, la formacion de las
sinapsis, y el proceso de remodelamiento de las ramas sinapticas que sigue
posteriormente (Huttenlocher, 2000). Estos cambios patoldégicos son muy complejos y
puramente cuantitativos, y solo pueden ser detectados mediante métodos histoldgicos
cuantitativos. Solo existen dos trabajos que hayan aplicado estos métodos para el estudio
del cerebro de seres humanos afectos de fenilcetonuria (Williams et al, 1980; Bauman et
al, 1982). Estos autores encontraron una disminucién en el nimero de espinas dentriticas
a nivel de las neuronas piramidales corticales, asi como un aumento en la densidad
neuronal de forma similar a lo que se observa en estadios precoces de desarrollo
neurolégico. Estos hallazgos confirman la existencia de una detencién del desarrollo
cerebral en los pacientes PKU no tratados. Se han descrito hallazgos similares en ratas
expuestas a hiperfenilalaninemia afectando a las neuronas piramidales, células de
Purkinje y neuronas del hipocampo (Robain et al, 1981; Cordero et al, 1983; Lacey, 1984
y 1986).

4.2. Cambios histopatoldgicos en la sustancia blanca

Malamud en 1966 publicé un estudio histopatologico en ocho pacientes con PKU vy realizé
una revision bibliografica. En su trabajo concluyd que existen unas alteraciones
estructurales distintivas en todos los casos de PKU, que varian desde cambios
espongiformes hasta una franca desmielinizacién. La mayoria de trabajos coinciden en la
descripcidon de un aspecto palido en las tinciones de mielina, con frecuencia asociado a
gliosis. Estos cambios patolégicos predominan en las regiones de sustancia blanca que
mielinizan postnatalmente, lo cual apoya la hipétesis de que estas lesiones son debidas a
los efectos toxicos de la hiperfenilalaninemia (Huttenlocher, 2000).

Mas recientemente, los estudios en un modelo murino PAHenu2 para la PKU han
demostrado que la patogénesis de la sustancia blanca es debida a que la
hiperfenilalaninemia produce una inhibicion de la sintesis del colesterol a nivel de los
oligodendrocitos (Dyer et al, 1996; Shefer et al, 2000). Dado que la colesterogénesis es
una via comun de sintesis del CoQ10, las elevaciones de Phe podrian asimismo causar
una disminucién de la sintesis endogena de CoQ10 a nivel de los oligodendrocitos. Esta
hipétesis es especialmente interesante teniendo en cuenta que el CoQ10 es una

sustancia fundamental en el metabolismo neuronal, pues participa en la sintesis de
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energia a nivel de la mitocondrial y previene el dafio causado por la peroxidacion lipidica.

Shefer et al (2000) ha demostrado que existe una sensibilidad selectiva a las elevaciones
de Phe a nivel de los oligodendrocitos localizados en los tractos de sustancia blanca que
mielinizan postnatalmente, y que corresponden con las areas de sustancia blanca que se
ven afectadas en los estudios por resonancia magnética, es decir, sustancia blanca
periventricular y subcortical de predominio en regiones posteriores. Estos trabajos han
detectado una hipomielinizacion selectiva del cuerpo calloso y la comisura anterior,
observandose mediante microscopio electréonico una reduccion superior al 50% del

nuamero de axones mielinizados (Shefer et al 2000).

A NORMAL BRAIN

NEURON MYELIN

OLIGODENDROC
(myalinating)

B PKU BRAIN

Figura 7. Estas imagenes describen la hipotética interconexion entre
dos mecanismos patogénicos en la PKU. En el cerebro PKU (B) la
hiperfenilalaniemia inhibe la capacidad de sintesis de mielina de los
oligodendrocitos. La falta de mielina provoca una inmadurez neuronal
gue tiene como consecuencia un déficit de sintesis dopaminérgica (Dyer
et al, 1999).
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4.3. Técnicas de resonancia magnética cerebral

Los estudios de neuroimagen en la PKU se han centrado en el analisis de areas
bilaterales de hiperintensidad observadas en secuencias T2 que afectan
predominantemente la sustancia blanca periventricular posterior, pero que pueden
extenderse a otras areas de sustancia blanca en pacientes con descompensaciones
metabdlicas severas (Cleary et al, 1994;Thompson et al, 1993; Bick et al, 1991 y 1993;
Leuzzi et al, 1993; Ullrich et al, 1994).

La naturaleza exacta de estas lesiones se desconoce, aunque su caracter reversible tras
una disminucion de los valores plasmaticos de Phe junto con el hallazgo de valores
normales de N-acetilaspartato (NAA) en espectroscopia por resonancia magnética (Bick et
al, 1993; Kreis et al, 1995; Pietz et al 1996) practicamente excluyen la posibilidad de un
dafo permanente con degeneracion axonal.

Los estudios mas recientes de RM por difusién muestran un patrén restrictivo de agua
coincidiendo con las areas donde se observan estas anomalias de sefial en la sustancia
blanca (Dezortova et al, 2001; Phillips et al 2001; Sener, 2004). El patrén restrictivo de
difusién podria explicarse por alteraciones en las vainas de mielina afectadas por cambios
regenerativos, los cuales presumiblemente presentan una geometria diferente y un

aumento de su tortuosidad (Phillips et al 2001).
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Figura 8. Imagenes coronales (secuencia FLAIR) que muestran la presencia
de lesiones hiperintensas en la sustancia blanca periventricular posterior en
paciente PKU con Phe plasmatica de 900 umol/L.
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4.4. Correlacién de los hallazgos de neuroimagen con datos clinicos y bioquimicos

Dado que las alteraciones dea sustancia blanca han sido consideradas por la mayoria de
autores como el proceso patolégico mas importante en la fenilcetonuria, el esfuerzo de la
mayoria de autores se ha centrado en correlacionar los hallazgos clinicos con las
anomalias de la sustancia blanca que se observan mediante técnicas de resonancia
magnética. En la actualidad se conoce que las alteraciones de la sustancia blanca estan
asociadas a elevaciones recientes de Phe plasmatica (Thompson et al, 1993; Ullrich et al,
1994; Pietz et al, 1996) y pueden revertir parcialmente con una normalizacion del control
metabdlico (Bick et al, 1993; Ullrich et al, 1994; Thompson et al, 1990). Sin embargo, las
alteraciones de la sustancia blanca no guardan ninguna relacion con el cociente
intelectual, la presencia de temblor u otros signos neurolégicos, y las alteraciones
detectadas en los potenciales visuales (Cleary et al, 1994, Pietz et al, 1998; Thompson et
al, 1993; Bick et al, 1993). No es de extranar la ausencia de correlacion entre las lesiones
de sustancia blanca y algunas de las manifestaciones clinicas mas comunes de la
enfermedad, como son el déficit cognitivo o la epilepsia, pues éstas no son alteraciones
facilmente explicables por un trastorno primario de la sustancia blanca. Por tanto, es muy
probable que existan alteraciones anatomicas en otras regiones del cerebro en pacientes

PKU que pudieran explicar el por qué de estas manifestaciones neuroldgicas.

5. Opciones terapéuticas en la fenilcetonuria

5.1. Tratamiento clasico mediante dieta restrictiva en fenilalanina

Partiendo de los trabajos pioneros de Bickel (1953), la restriccién de fenilalanina de la
dieta continua siendo la base del tratamiento actual de estos pacientes. La deteccion
precoz de la enfermedad y el inicio de la dieta en el periodo neonatal han dado sus frutos
en una generacion de pacientes PKU con una buena calidad de vida. Durante los afos
70-80 existia la hipotesis de que las concentraciones elevadas de fenilalanina a partir de
los 7-8 afios de vida no eran toxicas para el SNC. Por tanto la practica clinica aconsejaba
liberalizar la dieta en Phe a partir de esa edad. Dicha estrategia terapéutica se abandond
en los afos 90, cuando se demostrd que la interrupcidn del tratamiento conducia a una

disminucion de 6 puntos en el Cl, asi como a la aparicién de problemas de caracter y
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comportamiento en forma de agitaciéon, trastornos del suefio, temblores y otras
complicaciones neurolégicas mas graves en algunos casos (Weglage et al, 1995 y 1996).

En la actualidad el tratamiento que se ha demostrado eficaz en todos los pacientes PKU
es el nutricional. El tratamiento de la PKU es para toda la vida y se basa en la reduccion
del aporte de alimentos que contienen fenilalanina, lo cual se traduce en la practica en
una restriccion de casi todos los alimentos ricos en proteinas, pero también en minerales,
oligoelementos y vitaminas. Por todo ello la dieta restrictiva en fenilalanina debe ir
combinada con la administracién de una féormula especial que contiene los demas
aminoacidos, vitaminas y oligoelementos (Burgard et al, 1999; Wappner et al 1999). Se
trata de una dieta muy estricta, dificil de cumplimentar por algunos pacientes, y en
especial, en algunas etapas de la vida como la adolescencia y la edad adulta.
Recientemente, tras el descubrimiento de Kure et al (1999) de un grupo de pacientes
fenilcetonuricos que presentaban una buena respuesta a la administracién de BH4, se ha

abierto una linea de investigacion basada en esta novedosa estrategia terapéutica.

Reducir laingesta de proteinas naturales

Tyr y otros Vitaminas
aminoacidos necesarios
para la sintesis correcta Minerales
de PROTEINAS
Sustancias
antioxidantes

/

Férmula especial PKU

Figura 9. Base del tratamiento dietético de la PKU
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5.2. Respuesta al test de sobrecarga con tetrahidrobiopterina

El test de sobrecarga con BH4 ha servido tradicionalmente para el diagndstico diferencial
de las hiperfenilalaninemias. Estas pueden estar causadas bien por un déficit de PAH
(Fenilcetonuria) o bien por varios defectos enzimaticos del metabolismo de la BH4. Los
pacientes con mutaciones en el gen PAH presentaban tradicionalmente una respuesta
pobre a la prueba de sobrecarga con BH4, mientras que los pacientes con un defecto
primario del metabolismo de la BH4 presentaban una buena respuesta. Este dato, junto
con el perfil de pterinas en suero y/o orina, permitia identificar el defecto metabdlico.

Sin embargo, en 1999 Kure y cols describieron cuatro pacientes con buena respuesta a la
BH4 y mutaciones conocidas en el gen PAH. Estos resultados fueron atribuidos a la
utilizacion de dosis superiores de BH4 y de mayor pureza. La identificacion posterior de
un mayor numero de pacientes PKU con buena respuesta a BH4 (Spaapen et al, 2001;
Lindner et al, 2001; Blau et al 2002; Lassker et al 2002; Lindner et al 2003) ha abierto
recientemente una nueva estrategia de tratamiento aplicable sélo a ciertos pacientes con
PKU moderada o leve y con buena respuesta al cofactor.

Se han descrito muchas mutaciones en el gen de la PAH en pacientes que responden a la
BH4 (Spaapen et al 2003; Muntau et al 2002; Weglage et al 2002; Bardelli et al 2002;
Matalon et al 2004), y actualmente los grupos de investigacion basica estan estudiando la
razon de esta respuesta al cofactor. Sin embargo, dado que la mayoria de pacientes PKU
son heterozigotos combinados para dos mutaciones diferentes y que se han descrito mas
de 400 mutaciones en el gen de la PAH, el genotipo no permite predecir la respuesta al
cofactor y por tanto es necesario una prueba de sobrecarga con BH4 para seleccionar a

los pacientes respondedores a esta terapia.
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Sobrecarga
Phe BH4
Sangre seca
Sangre basal - Oh 4h 8 21
Orina Orina (4-8 horas post-
Phe: 100 mg/Kg BH4: 20mg/Kg

Dieta restringida en Phe mantenida todo el dia

Figura 10. Prueba de sobrecarga combinada con Phe/BH4.
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Figura 11. Resultados de dos pruebas de sobrecarga:
(A) paciente con buena respuesta; (B) paciente con
mala respuesta.
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5.3. Tratamiento con tetrahidrobiopterina

El tratamiento con BH4 en los pacientes fenilcetonuricos que responden a este cofactor
ha resultado en un control satisfactorio de los niveles plasmaticos de Phe y ha permitido
una liberalizacién progresiva de la dieta restrictiva en este aminoacido (Trefz et al, 2000;
Koch et al, 2002; Steinfeld et al, 2002; Liicke et al, 2003; Cerone et al, 2004; Shintaku et
al, 2004; Steinfeld et al, 2004). Sin embargo, a pesar de un aumento en la experiencia en
la utilizacion de BH4, existen pocos datos acerca de la evolucion clinica y nutricional de
los pacientes en tratamiento. Se han aplicado diferentes estrategias terapéuticas. Algunos
pacientes han sido tratados a partir del cribaje metabdlico en el periodo neonatal, cuando
la prueba de sobrecarga con BH4 aplicada para el diagnéstico diferencial de la
hiperfenilalaninemia mostré una buena respuesta al cofactor (Trefz et al, 2000; Steinfeld
et al, 2002; Licke et al, 2003). Otros autores han realizado un tratamiento con BH4 en
combinacién con una dieta restrictiva en Phe, con la finalidad de incrementar
sensiblemente la tolerancia de Phe (Cerone et al, 2004; Shintaku et al 2004). En resumen,
a partir de los trabajos publicados en la literatura, podemos concluir que no existe un
consenso sobre la estrategia terapéutica con BH4 mas adecuada a realizar en los
pacientes PKU que responden a este cofactor, ni tampoco estudios a largo plazo que

confirmen la eficacia e inocuidad de un tratamiento prolongado con BH4.

30



Alteraciones neuroldgicas en la fenilcetonuria y nuevas opciones terapéuticas

Justificacion de la unidad tematica

En el conjunto de trabajos que forman esta tesis doctoral, hemos intentado identificar y
caracterizar las alteraciones neuroldgicas que presentan los pacientes fenilcetonuricos
que siguen un adecuado tratamiento dietético. Paralelamente, hemos pretendido
esclarecer algunos puntos sobre los mecanismos fisiopatoldgicos que condicionan la
apariciéon de dichas anomalias. Por ultimo, hemos investigado la aplicacion de una
novedosa estrategia terapéutica basada en la administracion de tetrahidrobiopterina, el

cofactor de la enzima fenilalanina hidroxilasa, deficitaria en esta enfermedad.

Partiendo de los escasos trabajos sobre el temblor en la fenilcetonuria, realizamos un
analisis sistematico del temblor en nuestra poblacion de enfermos fenilcetonuricos.
Establecimos la prevalencia de dicho temblor, sus caracteristicas clinicas vy
neurofisiolégicas, asi como la amplitud o severidad del temblor por medio de escalas
clinicas de gradacion reconocidas internacionalmente. Por Ultimo, realizamos un analisis
de los posibles factores clinicos o bioquimicos que pudieran estar relacionados con la

aparicion del temblor en estos enfermos.

Nos centramos de forma preferente en el estudio del déficit de coenzima Q10 y su posible
asociacion con el temblor. La deficiencia de coenzima Q10 es una alteracion metabdlica
secundaria de origen multifactorial en la PKU, que puede condicionar un aumento del
estrés oxidativo en estos enfermos. Dado que el estrés oxidativo es un mecanismo
potencialmente lesivo para el sistema nervioso central, hemos intentado analizar su
implicacion en el temblor de la PKU, un sintoma que puede definirse como un marcador

de dano cerebral y que se puede cuantificar de forma objetiva.

A continuacion, nuestro objetivo fue realizar un analisis volumétrico cerebral mediante
resonancia magnética con la finalidad de detectar anomalias anatomicas que pudieran
justificar la aparicion de signos de disfuncion neuroldgica en un grupo reducido de esta
poblacién de enfermos PKU. Mediante una técnica morfométrica de analisis voxel a voxel
de todo el cerebro, describimos alteraciones volumétricas regionales en los enfermos PKU

que afectaban a diversas estructuras cerebrales tanto de la sustancia blanca como
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sustancia gris. Estudiamos también las alteraciones globales en el volumen de estos dos
tejidos. Pretendimos finalmente investigar la relacién que dichos hallazgos pudieran

guardar con las anomalias neuroldgicas y bioquimicas presentes en estos enfermos.

Dado que las alteraciones neuroldgicas detectadas en los pacientes PKU parecen estar
relacionadas con un inadecuado cumplimento de la dieta y con deficiencias de sustratos
antioxidantes relacionadas con un insuficiente aporte exdgeno, seria muy interesante
encontrar otras alternativas terapéuticas que garantizaran un buen control metabdlico
desde el nacimiento y que evitaran la aparicion de estas alteraciones neurolégicas. Por
este motivo, investigamos la respuesta a la prueba de sobrecarga con BH4 siguiendo el
protocolo recomendado por Blau et al (2004) y establecimos unos criterios de respuesta.
De este modo pudimos realizar una selecciéon de pacientes candidatos al tratamiento con

tetrahidrobiopterina.

Iniciamos el tratamiento de forma protocolizada en un grupo seleccionado de enfermos
con excelente respuesta al cofactor. Progresivamente los controles clinicos y metabdlicos
obligaron a individualizar las dosis segun las caracteristicas particulares de cada enfermo.
Realizamos una evaluacion nutricional y cognitiva con el fin de monitorizar de forma global
los beneficios y posibles efectos indeseados de este tratamiento a largo plazo.
Consideramos una buena respuesta al tratamiento cuando las dosis recomendadas de
BH4 permitieron incrementar la tolerancia a la Phe y eliminar por completo la férmula
especial. De esta forma los pacientes sustituyeron la dieta restrictiva en Phe por una dieta

libre asociada a un tratamiento con BH4.

En esta tesis doctoral se ha realizado un analisis exhaustivo de las alteraciones
neurolégicas en la PKU, mediante técnicas neurofisoldgicas y de neuroimagen. Asimismo,
se han investigado posibles alteraciones metabdlicas inherentes al defecto metabdlico
primario y también alteraciones metabdlicas secundarias que pudieran estar relacionadas
con la aparicion de estas anomalias neuroldgicas. De este modo hemos pretendido
avanzar en la comprension de los mecanismos que condicionan la aparicion de dichas
anomalias neuroldgicas. Asimismo, se ha consolidado una nueva linea de tratamiento con
BH4 que ha demostrado ser segura y eficaz en el control metabdlico y en el desarrollo

neuroldgico de los enfermos.
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Hipotesis de trabajo

La hipotesis de esta tesis doctoral postula que las manifestaciones neuroldgicas
presentes en pacientes fenilcetonuricos que siguen un adecuado tratamiento dietético
podrian estar condicionadas por un dafo estructural a nivel del sistema nervioso central.
Estas anomalias neurolégicas podrian ser debidas al defecto metabdlico primario de la
fenilcetonuria, o bien a alteraciones metabdlicas secundarias relacionadas con el
tratamiento dietético, como el aumento del estrés oxidativo y el déficit de CoQ10. El
tratamiento con BH4 supondria una alternativa terapéutica a la dieta restrictiva en Phe
que, aparte de mejorar la calidad de vida de estos enfermos, podria garantizar un
adecuado control metabdlico y asi prevenir la aparicion de estas alteraciones

neuroldgicas.
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Objetivos

Objetivos principales

Caracterizar las anomalias neurolégicas y los mecanismos fisiopatoldgicos que
condicionan su aparicién en pacientes fenilcetonuricos que siguen un adecuado

tratamiento dietético

Evaluar la eficacia y seguridad del tratamiento con tetrahidrobiopterina como terapia

alternativa a la dieta restrictiva en Phe

Objetivos concretos

Establecer las caracteristicas clinicas y neurofisiologicas del temblor y correlacionar
los hallazgos obtenidos con otras variables clinicas y bioquimicas relacionadas con el

control metabdlico.

Investigar la posible relacion entre el déficit de coenzima Q10 y la presencia de

temblor en pacientes fenilcetonuricos.

Analizar posibles cambios en el volumen global y regional del parénquima cerebral de

pacientes fenilcetonuricos
Investigar la respuesta a la prueba de sobrecarga combinada con Phe/BH4 en los
pacientes en tratamiento dietético, con la finalidad de ofrecer esta alternativa

terapéutica a los pacientes con buena respuesta.

Evaluar desde el punto de vista clinico, nutricional y cognitivo los efectos del
tratamiento prolongado con BH4 en monoterapia.
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1. Sujetos del estudio

1.1. Pacientes

En el conjunto de trabajos que se incluyen en esta tesis, han participado un total de 64
pacientes fenilcetonuricos monitorizados periddicamente en nuestro hospital (Centro de

Referencia para la PKU en Cataluia).

1.2. Controles

En el trabajo n°3 titulado “Cambios volumétricos globales y regionales en el cerebro de
pacientes fenilcetonuricos” han participado un total de 27 sujetos control del mismo area

sociodemografica y apareados por edad y sexo con los pacientes PKU.

Las caracteristicas de los pacientes que participaron en cada parte del estudio, asi como
los criterios de inclusion y exclusion, se describen con mas detalle en cada uno de los

trabajos publicados.

El numero de pacientes de cada uno de los diferentes trabajos que forman parte del

estudio y los periodos en los que se realizaron los trabajos se detallan a continuacion:

1* trabajo: “Characterization of tremor in phenylketonuric patients”.
Incluye 54 pacientes fenilcetonuricos. El estudio se llevo a cabo entre Abril y noviembre
de 2003.

2° trabajo: “Tremor in phenylketonuria is associated with decreased plasma coenzyme
Q10 concentrations”

Incluye 41 pacientes fenilcetonuricos. El estudio se llevo a cabo entre Enero y Julio de
2005.

3% trabajo: “Global and regional volume changes in the brain of phenylketonuric patients”.

Incluye 27 pacientes fenilcetonuricos y 27 controles sanos. El estudio se llevd a cabo
entre Enero y Julio de 2004.
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4° trabajo: “Tetrahydrobiopterin responsiveness in patients with phenylketonuria”. Incluye

64 pacientes fenilcetonuricos. El estudio se llevé a cabo entre Abril y noviembre de 2003.

5° trabajo: “Clinical and nutritional evaluation of phenylketonuric patients on
tetrahydrobiopterin monotheraphy”.

Incluye 14 pacientes fenilcetonuricos. El estudio se llevé a cabo entre Febrero de 2004 y
Febrero de 2005.

Aspectos éticos:

Todos los pacientes o sus tutores firmaron un consentimiento informado, de acuerdo con
la Declaracion de Helsinki de 1964, revisada en Edimburgo en el aiio 2000.
El comité Etico y de Investigacién del Hospital Sant Joan de Déu aprobé los diferentes

estudios.

2. Material y métodos del estudio neurofisiolégico del temblor

2.1. Examen neurolégico

Se realiz6 un examen neuroldgico a todos los pacientes el mismo dia y previamente al
estudio neurofisioldgico. La severidad del temblor se cuantific6 mediante la aplicacion de
la escala de temblor denominada Washington Heights-Inwood Genetic Study of Essential
Tremor (WHIGET). Un video de aprendizaje para la aplicacion de la escala (Louis et al,
2001) fue utilizada por el examinador. El examen consistié en la evaluacion del temblor de
reposo (el paciente sentado en una silla en posicion de reposo), temblor postural (el
paciente sentado en una silla con las extremidades superiores en extension) y temblor de
accioén (cinco tests: verter agua entre dos vasos, beber agua de un vaso, utilizar una
cuchara para beber agua, realizar el movimiento dedo-nariz y dibujar una espiral de
Arquimedes). Las puntuaciones fueron las siguientes: 0 (temblor no visible), 1 (temblor de
baja amplitud apenas perceptible o intermitente), 2 (temblor que cumple tres criterios:
amplitud moderada, presencia constante y claramente oscilatorio), y 3 (gran amplitud,
temblor espasmodico que resulta en derramar agua, dificultando la realizacion del test)
(Louis et al, 1997; Louis et al, 2001).
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2.2. Examen neurofisiolégico

Se aplico un acelerémetro sobre el dorso de la mano en el 2° o 3* espacio interéseos
para grabar las oscilaciones del temblor. En 6 pacientes el temblor fue asimismo
registrado mediante electrodos bipolares de superficie para electromiografia en musculos
flexores y extensores del carpo. Los pacientes fueron grabados en reposo, manteniendo
una postura (sentados en una silla con los brazos extendidos) y tras afadir una masa de
500 gr. distal a la localizacion del acelerometro. Las grabaciones se repitieron en la mano
dominante y no dominante. Cada grabacién tuvo una duracién de 20 segundos. La sefal
grabada fue transferida al Sistema Biopac (MP100WSW, Bionic) y digitalizada utilizando
un filtro de sefal a 50 Hz.

La frecuencia del temblor fue calculada como la frecuencia correspondiente al pico mas
grande obtenido a partir del analisis espectral de la transformada de Fourier. Asimismo,
utilizamos los resultados de la transformada de Fourier para determinar la potencia
relativa del analisis espectral en un espacio de 1.6 Hz centrado en el pico de frecuencia
mas grande, expresado como el porcentaje de la potencia del analisis espectral en una
banda incluida entre los 2 y 20 Hz (Raethjen et al, 2004).

3. Material y métodos del estudio volumétrico mediante RM

3.1. Adquisicién y procesamiento de IRM

Todos los estudios de imagen fueron adquiridos en un iman de 1.5-T (Signa; GE Medical
Systems, Milwaukee, Wis). Se adquirieron 60 cortes en el plano sagital con una secuencia
tridimensional (SPGR). Los parametros de adquisicién fueron los siguientes: tiempo de
repeticion, 40 milisegundos; tiempo de eco, 4 milisegundos; angulo del pulso, 30°;, campo
de visién, 26 cm; y tamafio de la matriz, 256 x192 pixels. El grosor de la cada corte fue
de 2.5 mm. El tiempo de adquisicion fue de 8 minutos y 13 segundos. Estos parametros
producen voxels anisotropicos con una resolucion espacial moderada (dimensiéon del
voxel de 1.0x1.3x2.5 mm) y una relacion sefial-ruido Optima, permitiendo una
segmentacion del tejido cerebral fidedigna (Pujol J et al 2004).

Los datos de la imagen se procesaron en un ordenador con plataforma Microsoft Windows
con los software MATLAB 6.5 (The MathWorks Inc, Natick, Mass) y SPM2 (The Wellcome
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Department of Imaging Neuroscience, London, England).

Previamente al analisis, las imagenes fueron revisadas para descartar la presencia de
artefactos. Dos pacientes fueron excluidos del estudio por este motivo. De forma
esquematica, el preprocesamiento de las imagenes se realizd mediante varios
procedimientos automaticos destinados a (1) crear las plantillas especificas del estudio
para los diferentes tipos de tejido cerebral, utilizando las imagenes de todos los sujetos
participantes; (2) segmentar las imagenes en sustancia gris, blanca y liquido
cefalorraquideo; (3) normalizar espacialmente (al espacio estereotactico del Instituto
Neurolégico de Montreal) y de manera 6ptima para cada tipo de tejido las imagenes
segmentadas, usando las plantillas previamente creadas; (4) modular los valores de los
voxels a partir de los parametros de normalizacion espacial para restaurar la informacion
volumétrica perdida en la transformacion espacial; y (5) promediar los valores de los
voxels con sus vecinos en un radio tridimensional de 12mm de acuerdo a la altura en el
punto medio de una funcion gaussiana (smoothing). Cada paso de este procesamiento ha

sido descrito en detalle previamente (Pujol et al, 2004).

4. Material y métodos de laboratorio

4.1. Determinaciéon de fenilalanina

La extraccién de muestras sanguineas para la determinacion de fenilalanina se realizd
tras una noche de ayuno. La sangre recogida sobre EDTA fue centrifugada, y el
sobrenadante se preparo para la determinacion de aminoacidos. La Phe y Tyr plasmaticas
se analizaron mediante cromatografia de intercambio iénico (Biochrom 20, Pharmacia
Biotech, Cambridge, England) con deteccion espectrométrica de los derivados de
ninhidrina.

Se establecieron diferentes indices de Control Dietético (ICD), que se calcularon a partir
de la media de todas las medianas de Phe semestrales a lo largo de 4 periodos de la vida:
los 6 primeros afos de vida (ICD,), de los 6 a 12 anos (ICDg), de los 12 a 18 afos (ICD¢)
y de los 18 afos hasta el momento actual (ICDp).

4.2. Determinacion de coenzima Q10
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Las concentraciones plasmaticas de coenzima Q10 fueron determinadas mediante un
procedimiento de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con deteccién
electroquimica (Perkin Elmer, Serie 200, Norwalk, CT, USA), segun un procedimiento

previamente descrito (Artuch et al, 2001).

4.3. Determinacién de pterinas

Las concentraciones de biopterina y neopterina en orina se determinaron mediante HPLC
con deteccion de fluorescencia (Perkin Elmer, Serie 200, Norwalk, CT, USA) (Ferré et al,
1988).

4.4. Prueba de sobrecarga combinada con Phe/BH4

La prueba de sobrecarga combinada se realizé de acuerdo con el protocolo recomendado
por Blau et al (2004) para pacientes PKU en tratamiento dietético. En breve, tras un
minimo de 3 horas de ayuno, se administraron 100 mg/kg de Phe via oral (Roig Farma,
SA, Terrasa). Tres horas después se administré una dosis Unica de 20mg/kg de BH4 via
oral (Schircks Laboratories, Jona, Switzerland). Las muestras de sangre para el analisis
de aminoacidos se extrajeron inmediatamente antes de la sobrecarga de Phe y a las 0, 3,
7, 11 y 21 horas tras la sobrecarga de BH4. Se recogieron dos muestras de orina para el
analisis de pterinas, correspondientes a las 12 horas previas a la sobrecarga de Phe y
durante las 4 a 8 horas siguientes a la sobrecarga de BH4. Las muestras de orina se
guardaron congeladas y preservadas de la luz. Se mantuvo una dieta restrictiva en Phe
durante la prueba de sobrecarga. La respuesta a la BH4 se defini6 como una disminucion
en Phe plasmatica superior al 30% del valor previo a la administracion de BH4, tras un

periodo de 21 horas tras la sobrecarga de BH4.

5. Tratamiento con BH4

5.1. Protocolo de tratamiento con BH4

La BH4 se obtuvo en capsulas de 50 mg (Schircks, Jona, Switzerland). Se administré una

dosis inicial de 5mg/kg/dia a los pacientes seleccionados. Dado que la vida media de
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eliminacion tras la administracion oral de BH4 es alrededor de 8 horas, el tratamiento con
BH4 se administrdo repartido en 3 tomas diarias. La dieta restrictiva en Phe fue
progresivamente liberalizada afiadiendo 200 mg de Phe al dia cada semana a lo largo de
2 meses, mientras la férmula fue reduciéndose gradualmente hasta su completa retirada.
La BH4 se suspendioé en aquellos pacientes cuya tolerancia no se consiguid incrementar
en mas de 400 mg de Phe al dia y no pudo ser retirada la férmula especial. Los pacientes

fueron evaluados clinica y nutricionalmente cada mes a lo largo del tratamiento.

5.2. Examen antropométrico y nutricional

Se realiz6 una evaluacion antropométrica a partir del peso (kg) y la talla (cm). La
evaluacién del estado nutricional se realizé mediante la medicién del area braquial
muscular y adiposa. El area braquial se calculé6 midiendo la circunferencia del brazo. El
area braquial muscular (mm?) se midié como el cociente del grosor del pliegue cutaneo a
nivel del triceps y la circunferencia del brazo. El area braquial adiposa (mm?) se calculé a
partir de la diferencia entre el area braquial y el area braquial muscular. Los valores
obtenidos de estas mediciones se compararon con los percentiles especificos segun la

edad y el sexo para una poblacién sana previamente establecidos (Frisancho et al, 1981).
5.3. Evaluacion de la tolerancia a la Phe

La tolerancia a la Phe fue definida como la maxima ingesta de Phe que permitiera
mantener las concentraciones de Phe en el rango recomendable (120-360 pmol/L). Se
utilizd un cuestionario dietético de tres dias para calcular la ingesta de Phe con el

Programa DietSource 2.0 Sanutrin (Novartis Consumer Health).

5.4. Control bioquimico nutricional

La albumina sérica y la ferritina se analizaron segun los procedimientos automatizados
con el Analizador Cobas Integra 700 (Roche Diagnostics). Las vitaminas A y E en suero
se determinaron mediante HPLC con deteccion ultravioleta, y las vitaminas B (folato y
B12) mediante un procedimiento de quimioluminiscencia automatizado (Centaur, Bayer).
Los oligoelementos en suero (Selenio y zinc) se midieron por espectrometria de absorcion

atémica. La ingesta diaria de vitaminas y oligoelementos se calculé6 con el Programa
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DietSource 2.0 Sanutrin (Novartis Consumer Health).

6. Evaluacion neuropsicolégica

Los cocientes de desarrollo en pacientes menores de 3 afios se calcularon mediante el
test de Brunet-Lezine. La capacidad intelectual general fue evaluada mediante los test de
inteligencia siguientes: Kaufman Assessment Battery (K-ABC) (pacientes de 3 a 6.5
afos), Wechsler Intelligence Scale for Children-Revised (WISC-R) (pacientes de 6.5 afos
a 16.5 afos) y el Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS-III) para el resto de pacientes.

Los resultados se expresaron como T score: media 100; DE 85-115.

7. Analisis estadistico

Todas las variables clinicas, neurofisiologicas, neuroradiolégicas y bioquimicas han sido
recogidas en una base de datos (Microsoft Excel).
Los estudios estadisticos se han realizado con el programa estadistico SPSS (version

11.0), aplicando basicamente las siguientes pruebas:

1 Para el estudio de distribucion de datos: prueba de Kolmogorov-Smirnov
2 Para la comparacion de variables cualitativas: prueba de Chi-cuadrado
3 Parala comparacion de variables cuantitativas:
o0 Variables paramétricas:
= Prueba T de Student para comparacion de medias
= ANOVA para el andlisis de varianzas, con correcciéon de Bonferroni
en comparaciones multiples
=  MANOVA para el analisis multivariante de varianzas
o0 Variables no paramétricas:
= Prueba de Wilcoxon para datos apareados
= Prueba U de Mann-Whitney para datos no apareados
4 Pruebas de correlacion simple:
o0 Variables paramétricas:
= Prueba de Pearson
o Variables no paramétricas:

= Prueba de Spearman
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5 Mapas estadisticos paramétricos (MEP, SPM en inglés)

0 Los MEP se realizaron con el programa SPM2. Se analizaron las
diferencias regionales de volumen a lo largo de todo el cerebro voxel a
voxel. Las comparaciones entre los grupos se realizaron de forma
separada para sustancia blanca y sustancia gris. Se analizaron tanto los
valores que expresaban valores absolutos para cada voxel, como los
valores normalizados a los valores globales de cada tejido. Para ello, se
usé un método de escalamiento proporcional del valor de voxel a una
media global de 100. Las comparaciones entre grupos generaron dos MEP
para el estadistico t (SPM{t}), que correspondian a dos contrastes
opuestos: incremento y decremento de volumen en los pacientes con PKU.
Estos mapas se realizaron con un umbral de significacion para cada voxel
de p< 0.001. No obstante, las diferencias regionales se consideraron
significativas cuando p< 0.05 tras aplicar la correccién para comparaciones

multiples.

Las diferentes pruebas estadisticas aplicadas se detallan en cada parte del trabajo.

La significacion estadistica fue aceptada cuando P < 0.05.
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Investigacion y resultados

- Los resultados del estudio que hacen referencia al objetivo (1) se presentan en el
trabajo:
“Characterization of tremor in phenylketonuric patients”. Caracterizacion del

temblor en pacientes fenilcetonuricos. J Neurol 2005; 252: 1328-34.

- Los resultados del estudio que hacen referencia al objetivo (2) se presentan en el
trabajo:

“Tremor in phenylketonuria is associated with decreased plasma coenzyme Q10
concentrations”

El temblor en la fenilcetonuria estd asociado a un descenso en las
concentraciones plasmaticas de Coenzima Q10. J Neurol 2005; pendiente de

aceptacion.

- Los resultados del estudio que hacen referencia al objetivo (3) se presentan en el
trabajo:

Global and regional volume changes in the brain of phenylketonuric patients.
Cambios volumétricos globales y regionales en el cerebro de pacientes

fenilcetonuricos. Neurology 2005; en prensa.

- Los resultados del estudio que hacen referencia al objetivo (4) se presentan en el
trabajo:

Tetrahydrobiopterin responsiveness in patients with phenylketonuria. Respuesta a
la tetrahidrobiopterina en pacientes con fenilcetonuria. Clin Biochem 2004; 37:
1083-1090.

- Los resultados del estudio que hacen referencia al objetivo (5) se presentan en el
trabajo:

Clinical and nutritional evaluation of phenylketonuric patients on tetrahydrobiopterin
monotheraphy. Evaluacion clinica y nutricional de pacientes fenilcetonuricos en
monoterapia con tetrahidrobiopterina. Mol Genet Metab 2005; 86: S54-S60.
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“CHARACTERIZATION OF TREMOR IN PHENYLKETONURIC
PATIENTS”

Caracterizacion del temblor en pacientes fenilcetonuricos.
J Neurol 2005; 252: 1328-34.

Belén Pérez Duefias, Josep Valls-Solé, Emilio Fernandez-Alvarez, Joan Conill, Maria

Antonia Vilaseca, Rafael Artuch, Jaume Campistol.

En este trabajo se ha realizado un estudio sistematico del temblor en una amplia
poblacion de pacientes fenilcetonuricos en tratamiento dietético. Los trabajos publicados
hasta el momento sobre el temblor en la fenilcetonuria son escasos y estan basados en
un pequeno numero de enfermos. Por tanto, no existen datos sobre los factores causales
del temblor en estos enfermos, y se desconocen sus bases fisiopatolégicas. Nuestros
objetivos han sido establecer la prevalencia, caracteristicas clinicas y neurofisioldgicas del
temblor. Asimismo, hemos investigado otros datos clinicos o bioquimicos relacionados
con el control metabdlico que pudieran estar asociados con la presencia del temblor en
estos pacientes. En este trabajo se ha evaluado por primera vez la severidad del temblor
mediante una escala de gradacion clinica y se han establecido las caracteristicas
neurofisiolégicas del temblor. Con todo ello hemos esclarecido algunos puntos sobre las

bases fisiopatolégicas del temblor en la fenilcetonuria.
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Sintesis de resultados

- Se detecto la presencia de un temblor postural y de acciéon en 15 pacientes, y un
temblor exclusivo de accion en 7 pacientes mas. Por tanto la prevalencia del
temblor estimada mediante la observacién clinica fue del 40.7% en nuestra serie.

- 13 de 18 pacientes fenilcetonuricos de diagnéstico tardio presentaban signos de
disfuncion neurolégica, incluyendo la presencia de movimientos oscilatorios
ritmicos durante la postura o accion compatibles con temblor en 11 casos. En
muchos de ellos, la amplitud aumentaba considerablemente durante la accion,
interfiriendo en las tareas cotidianas.

- 11 de 36 pacientes de diagndstico precoz presentaron temblor de acciéon o
postural de baja amplitud que raramente representaba un motivo de queja por
parte de los pacientes o sus familiares.

- Tras la aplicacién de la escala de WHIGET, todos los pacientes de diagndstico
precoz con temblor obtuvieron puntuaciones iguales a 1, es decir, un temblor de
baja amplitud e intermitente. Los pacientes de diagndstico tardio obtuvieron
puntaciones significativamente superiores en las pruebas de temblor postural y de
accioén (verter agua entre dos vasos, beber agua con una cuchara, movimiento
dedo-nariz y espiral de Arquimedes).

- El registro neurofisiolégico demostré en todos los casos un temblor postural de
elevada frecuencia (media 10.5 Hz; rango 7-12.7 Hz) y muy regular (la potencia
relativa del pico de mayor frecuencia fue del 15% al 30% respecto a la potencia
absoluta de todo el espectro de frecuencias).

- La frecuencia del temblor no se vio modificada al ahadir un peso a la extremidad,
lo cual indicoé que el temblor no dependia de mecanismos periféricos, y apoyaba la
hipotesis de que el generador del temblor en la fenilcetonuria estaba localizado a
nivel del sistema nervioso central.

- El registro electromiografico mostré6 una actividad en salvas alternante
correspondiente a los musculos flexores y extensores del carpo muy sugestiva de
temblor. No se observé actividad muscular sugestiva de distonia o mioclonias en
ningun caso.

- Tras comparar otras variables clinicas y bioquimicas entre pacientes con y sin

temblor, se observé que los pacientes con temblor eran mas mayores que los
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pacientes sin temblor (p = 0.007) y tenian valores de Phe superiores durante los
primeros 6 afios de vida (p = 0.003). No obstante, al estratificar los pacientes en
funcion del diagndstico precoz o tardio, estas diferencias dejaron de ser
significativas, lo cual confirmaba que las diferencias observadas inicialmente
estaban sesgadas por la edad al diagndstico de la enfermedad.

- Las cifras de coeficiente intelectual y los valores recientes de Phe no mostraron
diferencias entre pacientes con y sin temblor. En cambio, los pacientes con
temblor presentaban una edad mas tardia al diagnéstico (p < 0.0001), reforzando
la hipétesis en tantas ocasiones comprobada de que la edad al diagnéstico de la
enfermedad es el factor pronéstico mas importante en la evolucion neurolégica de

estos enfermos.
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“TREMOR IN PHENYLKETONURIA IS ASSOCIATED WITH
DECREASED PLASMA COENZYME Q10 CONCENTRATIONS”

El temblor en la fenilcetonuria esta asociado a un descenso en las concentraciones
plasmaticas de Coenzima Q10.
J Neurol 2005; pendiente de aceptacién

Belén Pérez Duefias, Raquel Montero, Rafael Artuch, Josep Valls-Solé, Maria Antonia

Vilaseca, Jaume Campistol.

Las causas del temblor en la fenilcetonuria son desconocidas; de hecho, no se ha podido
establecer una asociacion entre el temblor y las variables bioquimicas relacionadas con el
control metabdlico. Sin embargo, los pacientes PKU presentan anomalias metabdlicas
secundarias, como el déficit de CoQ10, el cual se ha relacionado con un aumento del
estrés oxidativo en estos enfermos. Aunque la implicacién clinica del déficit secundario de
CoQ10 en la PKU no ha sido investigada hasta el momento, es conocido que el déficit
primario de CoQ10 puede provocar encefalopatias muy severas y un cuadro de disfuncion
cerebelosa. Por tanto, existe la posibilidad de que el déficit de CoQ10 pudiera jugar un
papel en la fisiopatologia del temblor en pacientes PKU. A partir de esta hipdtesis, el
objetivo del presente trabajo ha sido investigar la posible asociacién entre las
concentraciones plasmaticas de coenzima Q10 y el temblor en una serie de enfermos

PKU con buen control metabdlico.
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Sintesis de resultados

10 de 41 pacientes presentaban temblor postural y de accion. Tras la aplicacion de
la Escala WHIGET de gradacion del temblor, 4 pacientes obtuvieron puntaciones
de 2 en los test posturales y de accidon, mientras que los otros 6 pacientes
obtuvieron puntuaciones de 1. El registro mediante acelerémetro mostré un rango
de frecuencia del temblor entre 7 y 12 Hz. Los 31 pacientes restantes no
presentaban temblor a la inspeccidn ni movimientos oscilatorios ritmicos
sugestivos de temblor durante el registro neurofisiolégico.

Los pacientes con temblor presentaban concentraciones de CoQ10 inferiores a los
pacientes PKU sin temblor (p = 0.029). La mediana de los valores de CoQ10
plasmatica correspondientes a los tres afios previos al estudio también era inferior
en el grupo con temblor respecto al grupo sin temblor (p = 0.012). Asimismo, todos
los pacientes con temblor presentaban concentraciones de CoQ10 inferiores al
limite inferior de los valores de referencia, mientras que esta condicion solo se
observd en 16 de 31 pacientes sin temblor (p = 0.006). Aunque las
concentraciones plasmaticas de CoQ10 pueden no reflejar la distribucion tisular de
este coenzima, estos resultados sugieren que el déficit de CoQ10 podria estar
implicado en el origen del temblor en la PKU, quizas induciendo un dafio oxidativo
en los circuitos involucrados en el origen del temblor en estos pacientes. El estudio
de otros marcadores de estrés oxidativo no demostré ninguna asociacién con la
presencia del temblor en esta serie.

Los pacientes con temblor presentaban con mayor frecuencia una edad de
diagnéstico tardia comparada con los pacientes sin temblor (p = 0.006). Por tanto,
es muy probable que el temblor en la PKU tenga un origen multifactorial. El
aumento del estrés oxidativo condicionado por el déficit de CoQ10 podria ser un
mecanismo lesivo en la fenilcetonuria. Sin embargo, la exposicién a elevadas
concentraciones de Phe durante los primeros afos de desarrollo neurolégico
debida a un diagndstico tardio de la enfermedad, continla siendo un factor

importante en la aparicion del temblor en estos pacientes.
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“GLOBAL AND REGIONAL VOLUME CHANGES IN THE BRAIN
OF PHENYLKETONURIC PATIENTS”

Cambios volumétricos globales y regionales en el cerebro de pacientes fenilcetonuricos.

Neurology 2005; in press.

Belén Pérez Duefas, Jesus Pujol, Carles Soriano-Mas, Héctor Ortiz, Rafael Artuch,

Maria Antonia Vilaseca, Jaume Campistol.

Pese a que la fenilcetonuria es una enfermedad tratable, los pacientes fenilcetonuricos
que inician una dieta restrictiva en fenilalanina de forma tardia o que presentan un mal
cumplimiento de ésta con frecuentes descompensaciones metabdlicas, podrian presentar
dafo cerebral irreversible. Este dano cerebral podria expresarse en forma de alteraciones
estructurales a nivel de la sustancia blanca u otras regiones vulnerables del sistema
nervioso central. Dichas anomalias podrian justificar la aparicién de signos clinicos de
disfuncién neurolégica en estos pacientes. El primer objetivo de este trabajo ha sido
analizar posibles cambios en el volumen del parénquima cerebral de pacientes
fenilcetonuricos mediante resonancia magnética tridimensional y un método de analisis
voxel a voxel que permite la medicion de pequefias variaciones en el tamafo de los
diferentes elementos anatémicos cerebrales. Nuestro segundo objetivo ha sido
correlacionar los hallazgos obtenidos con los datos clinicos y bioquimicos referentes al

control metabdlico.
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Sintesis de resultados

1.

Las mediciones del volumen cerebral global (obtenido de las imagenes de resonancia

antes de la normalizacién) obtuvieron los siguientes resultados:

1.1.

1.2.

El grupo de pacientes fenilcetonuricos presentd una reduccion significativa del
volumen del parénquima cerebral respecto al grupo control. Estas diferencias
eran debidas fundamentalmente a una reduccion del volumen de la sustancia gris,
mientras que no se observaron diferencias significativas a nivel de la sustancia
blanca.

Investigamos si estas diferencias en el volumen de sustancia gris estaban
presentes de forma independiente en el grupo de pacientes de diagndstico precoz
y tardio. Observamos diferencias entre los pacientes de diagnostico tardio y sus
controles apareados, mientras que las diferencias entre pacientes de diagndstico
precoz y sus correspondientes controles solo mostraron una tendencia a la

significacion.

El analisis voxel a voxel de los volumenes regionales de sustancia gris y sustancia

blanca mostro los siguientes hallazgos:

21.

2.2.

Se detectd una reduccion absoluta del volumen de sustancia gris a nivel del
cortex motor bilateral, con extension al area motora suplementaria y coértex
premotor y talamo izquierdos. También se observd un aumento relativo (con los
datos normalizados al volumen global de sustancia gris) del volumen del estriado
ventral del hemisferio izquierdo, incluyendo el nicleo accumbens.

A nivel de la sustancia blanca, sélo se observaron diferencias tras normalizar los
datos a los voluimenes globales de sustancia blanca. Los pacientes
fenilcetonuricos mostraron una reduccion relativa en la sustancia blanca
periventricular, incluyendo el forceps anterior derecho del cuerpo calloso.
También se aprecié una tendencia a la disminucion del volumen de forma bilateral
en los férceps posteriores. Estas regiones han demostrado ser especialmente
vulnerables al efecto téxico de la Phe, pues en ellas es frecuente observar
cambios de sefal en secuencias T2 y FLAIR en pacientes descompensados.
Nuestros resultados indican que el efecto toxico de la Phe sobre la sustancia
blanca periventricular puede condicionar una pérdida irreparable de tejido en las
zonas mas vulnerables.

Por otro lado, observamos un aumento relativo de sustancia blanca en la region
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del brazo posterior de la capsula interna, con extension hacia el tdlamo y
estriado. El aumento relativo de volumen de sustancia blanca en los nucleos
subcorticales tiene una relacion inversa con la pérdida de sustancia gris

observada en estas estructuras.

3. El estudio de correlaciones con los datos clinicos y bioquimicos mostré los siguientes

resultados:

3.1.

3.2.

3.3.

En los pacientes PKU, el volumen de sustancia gris mostré una relacién lineal con
las cifras de CI (p = 0.039) e inversa con la edad al diagnéstico (p = 0.036). Estos
resultados indican que elevadas concentraciones de fenilalanina durante los
primeros anos de desarrollo neurolégico interfieren en el crecimiento cerebral y
provocan una reduccién global del volumen de sustancia gris. La detencién del
desarrollo cerebral tiene como consecuencia una disminucion del Cl.

Con respecto a los volumenes de sustancia blanca, en el grupo de pacientes de
diagnéstico precoz se observaron correlaciones significativas entre sustancia
blanca y los valores puntuales de Phe (p = 0.014), y entre sustancia blanca y
valores medios de Phe correspondientes a los 12 meses previos al estudio (p =
0.003). Estos resultados indican que las elevaciones recientes de Phe producen
de forma aguda un aumento difuso del volumen de la sustancia blanca cerebral.
Este aumento de volumen podria se debido a cambios estructurales en las vainas
de mielina o bien a una alteracioén de los procesos osméticos.

Se llevaron a cabo analisis de correlaciones voxel a véxel entre la anatomia
cerebral y la edad al diagnéstico de PKU, el Cl, la presencia de temblor y los
indices de Control Dietético. En ningiin caso estas variables fueron predictivas de
forma significativa de los cambios anatémicos regionales detectados en los

cerebros PKU.
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“TETRAHYDROBIOPTERIN RESPONSIVENESS IN PATIENTS
WITH PHENYLKETONURIA”

Respuesta a la tetrahidrobiopterina en pacientes con fenilcetonuria.
Clin Biochem 2004; 37: 1083-1090.

Belén Pérez Duefas, Maria Antonia Vilaseca, Anna Mas, Nilo Lambruschini, Rafael
Artuch, Lilian Gémez, Julia Pineda, Alejandra Gutiérrez, Montse Mila, Jaume

Campistol

El test de sobrecarga con BH4 se utilizaba tradicionalmente para el diagndstico diferencial
de las hiperfenilalaninemias. Los pacientes con defectos enzimaticos en el metabolismo
de la BH4 presentaban una buena respuesta a la administracion del cofactor, mientras
que los pacientes fenilcetonuricos presentaban una respuesta pobre al test de
sobrecarga. No obstante, en 1999, Kure y cols describieron cuatro pacientes con buena
respuesta a la BH4 y mutaciones conocidas en el gen PAH, a los que siguieron la
identificacion de un gran numero de pacientes respondedores. Estos resultados fueron
atribuidos a la utilizacion de dosis superiores de BH4 y de mayor pureza. Estos hallazgos
han supuesto el descubrimiento de una nueva estrategia terapéutica con BH4, que
permite prescindir de la férmula especial y liberalizar la dieta en Phe. Se han descrito
muchas mutaciones en el gen de la PAH asociadas con una buena respuesta a la BH4.
Sin embargo, la gran heterogeneidad genotipica de los pacientes PKU hace imposible
predecir la respuesta al cofactor. El objetivo de este trabajo es investigar la respuesta al
test de sobrecarga con BH4 de forma sistematica en los enfermos fenilcetondricos en
tratamiento dietético, con la finalidad de ofrecer esta alternativa terapéutica a los

pacientes con buena respuesta.
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Sintesis de resultados

- 28 de 64 pacientes PKU presentaron una disminucion de Phe superior al 30% tras
21 horas de sobrecarga con BH4. La respuesta fue diferente en funcion del
fenotipo metabdlico, respondiendo el 100% de pacientes con PKU suave, el 75%
de pacientes con PKU moderada y el 21% de pacientes con PKU clasica (p <
0.0001).

- Se observé una correlacion negativa entre los valores de Phe al diagnéstico y el
porcentaje de respuesta a la BH4 (p < 0.001). Por otro lado, las concentraciones
plasmaticas de Phe solo disminuyeron hasta valores considerados seguros en el
grupo de pacientes con el fenotipo leve, siendo superiores a los valores
recomendados en los pacientes con fenotipo moderado y clasico (p < 0.0001).

- Los resultados descritos en el apartado 1 y 2 indican que aquellos pacientes con
un fenotipo metabdlico mas leve tienen una mejor respuesta a la prueba de
sobrecarga con BH4. Estos hallazgos indican que es necesario un cierto grado de
actividad residual del enzima PAH para que la respuesta a la sobrecarga con BH4
sea favorable.

- Se identifico un grupo de 12 pacientes respondedores lentos a la sobrecarga con
BH4 (descenso de los valores de Phe > 30% a las 21 horas de la sobrecarga).
Estos pacientes precisan una consideracion especial a la hora de evaluar la
respuesta a la BH4, puesto que la aplicacién de pruebas de sobrecarga con BH4
de duracion < 11 horas los hubiera clasificado como no respondedores.

- La excrecion de biopterina en orina fue significativamente inferior a los valores
posteriores a la sobrecarga (p < 0.0001). No se observd, en cambio, ninguna
correlacién entre el porcentaje de descenso de Phe y los valores de biopterina tras
la sobrecarga. Estos datos confirmaron que la respuesta a la BH4 dependia
principalmente de la actividad residual del enzima PAH, y descartaban la
posibilidad de que la absorcion de BH4 pudiera jugar un papel importante en el
grado de respuesta.

- 14 mutaciones en el gen de la PAH, en combinaciéon con mutaciones nulas, se
asociaron con una respuesta a la BH4. Diez de ellas ya han sido descritas como
respondedoras a la BH4 con anterioridad: L48S, 165T, E178G, R241H, R243Q,
R261Q, V388M, E390G, Y414C, y D415N, mientras que cuatro mutaciones se han
descrito por primera vez en este trabajo: P147S, D222G, P275S, y P362T.
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“CLINICAL AND NUTRITIONAL EVALUATION OF
PHENYLKETONURIC PATIENTS ON TETRAHYDROBIOPTERIN
MONOTHERAPY”

Evaluacion clinica y nutricional de pacientes fenilcetonuricos en monoterapia con

tetrahidrobiopterina.

Mol Genet Metab 2005; 86: S54-S60.

Nilo Lambruschini, Belén Pérez Duefias, Maria Antonia Vilaseca, Anna Mas, Rafael

Artuch, Rosa Gassio, Lilian Gomez, Alejandra Gutiérrez, Jaume Campistol

Desde la descripcidon de Bickel en 1950, la base del tratamiento en la fenilcetonuria ha
sido la restriccion de Phe de la dieta, lo que a efectos practicos significa una
restriccion de todos los alimentos ricos en proteinas, junto a una suplementacion de
aminoacidos sin Phe. Mas recientemente, tras la descripcion en 1999 por Kure y cols
de un grupo de pacientes PKU que respondian a la BH4, el tratamiento con este
cofactor ha resultado en un control satisfactorio de los niveles de Phe en plasma en
muchos pacientes PKU. No obstante, las dosis utilizadas, el manejo de la dieta y los
objetivos del tratamiento con BH4 han sido muy diferentes segun los diversos trabajos
publicados. Asimismo, a pesar de la creciente experiencia en el tratamiento con BH4,
existen muy pocos datos que hagan referencia a la evolucion clinica y nutricional de
estos pacientes. Al iniciar un tratamiento con BH4 en los pacientes PKU, nos hemos
planteado como objetivo principal conseguir un aumento en la tolerancia de Phe que
permitiera retirar totalmente la férmula especial. Por otro lado, nuestro segundo
objetivo ha sido evaluar desde el punto de vista nutricional y neuropsicologico el

beneficio y posibles inconvenientes del tratamiento con BH4 a largo plazo.
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Sintesis de resultados

- Se seleccionaron 14 pacientes PKU con una buena respuesta a la prueba de
sobrecarga con BH4 (descenso de Phe entre el 45.7% y el 94% tras 21 horas de la
sobrecarga) para iniciar tratamiento con dicho cofactor

- Se inici6 el tratamiento con BH4 a una dosis de 5mg/kg/dia de BH4 en todos los
pacientes, consiguiéndose en 11 de ellos un aumento significativo de la tolerancia
a Phe (de 356 + 172 mg/dia hasta 1546 + 192 mg/dia con BH4; p = 0.004) vy la
retirada de la formula especial.

- En tres pacientes, el control metabdlico fue considerado insuficiente pese a un
incremento de hasta 10 mg/kg/dia de BH4. Un paciente presentaba las mutaciones
IVS10-11G>A/R243Q y dos hermanas las mutaciones V388M/P362T. Dado que
no fue posible mejorar la tolerancia a la Phe ni retirar la formula especial, el
tratamiento con BH4 fue retirado en estos 3 pacientes de acuerdo con sus familias.

- El tratamiento en monoterapia con BH4 consigui6 mantener un adecuado control
metabdlico (valores medios de Phe < 360 umol/L) en 10 pacientes con dosis de
5mg/kg/dia, mientras que en una paciente los niveles de Phe recomendables solo
se alcanzaron tras subir la dosis de BH4 hasta 7mg/kg/dia.

- Los datos bioquimicos referentes a la evaluacion del estado nutricional
(oligoelementos y vitaminas) no mostraron diferencias significativas al comparar
los valores previos al inicio del tratamiento y tras un afio de seguimiento, excepto
para el selenio, cuyos valores aumentaron (p = 0.017). Dado que el aporte de
selenio en la dieta antes y después de la terapia con BH4 no mostré diferencias
significativas, una posible explicacion a estos hallazgos es que el selenio ingerido
de la dieta presenta una mayor biodisponibilidad que el selenio ingerido a partir de
la formula especial.

- Los valores antropométricos en los 11 pacientes en tratamiento con BH4
permanecieron en el mismo percentil en la mayoria de pacientes con una
tendencia a aumentar en el area muscular braquial (4 pacientes) y en el area
adiposa (6 pacientes). Estos resultados indican que el tratamiento con BH4
garantiza un desarrollo normal en los pacientes, al menos en términos del examen
antropométrico y nutricional.

- Los cocientes de desarrollo en los pacientes de edad inferior a los 3 afios se

encontraban dentro de los valores de referencia tras un ano de tratamiento con
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BH4. Las puntuaciones de los test de inteligencia antes del inicio del tratamiento
con BH4 en los pacientes de mayor edad no mostraron diferencias significativas
respecto a los valores tras 12 meses de terapia con BH4. Mediante la anamnesis
mantenida con el paciente y familiares, se descartaron la aparicion de sintomas de
hipercinesia, trastornos de conducta o trastornos del sueio en todos los casos.
Pese a que son necesarios estudios a mas largo plazo que determinen la
evolucién neuroldgica de los pacientes en tratamiento con BH4, estos resultados
preliminares indican que el uso de BH4 garantiza un correcto desarrollo

neurolégico.
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Discusion conjunta

Caracterizacion del temblor en la fenilcetonuria

Nuestros resultados indicaron que el temblor en la fenilcetonuria es un trastorno del
movimiento muy frecuente, estando presente en un 30% de pacientes de diagndstico
precoz y en un 61% de pacientes de diagndstico tardio. En la mayoria de los
pacientes de nuestra serie, el temblor se asociaba a otros signos de disfuncion
neurolégica como hiperreflexia en extremidades inferiores y torpeza en la coordinacion
motriz. Estos hallazgos se corresponden con trabajos previos publicados por otros
autores (Cleary et al, 1994; Mc Donnell et al, 1998; Thompson et al, 1993), y sefialan
la presencia de una disfuncién cerebral especifica en los pacientes fenilcetonuricos
pese a un adecuado tratamiento dietético.

Segun nuestro conocimiento, no hay antecedentes sobre la aplicacion de escalas
clinicas que evaluen la severidad del temblor en pacientes PKU, y los datos
publicados sobre el impacto del temblor en la calidad de vida de estos pacientes son
muy limitados (Thompson et al, 1993). En este trabajo hemos aplicado de manera
satisfactoria la escala WHIGET de gradacion del temblor para el estudio de nuestros
pacientes. Los pacientes de diagnoéstico tardio recibieron puntaciones superiores en
las pruebas posturales y de accién, debido a que la amplitud del temblor se
incrementaba notablemente durante el movimiento. En algunos casos estos hallazgos
se traducian en una discapacidad para las actividades de la vida cotidiana. Pese a que
es necesario un seguimiento a mas largo plazo que confirme estos resultados,
podemos afirmar que el temblor es mas frecuente y también mas severo entre los
pacientes PKU de diagnéstico tardio.

El registro del movimiento demostré la presencia de un temblor manual rapido y muy
regular, cuya frecuencia no se modifico de forma significativa tras afadir un peso a la
extremidad. Estos hallazgos sugieren que el origen del temblor en la PKU se
encuentra a nivel de un generador en el sistema nervioso central, y no favorece la
contribucion de un componente mecanico periférico. Los temblores de elevada
frecuencia (8-12 Hz) se han descrito como la consecuencia de multiples circuitos

neuronales oscilatorios en el sistema nervioso central, entre los que se encuentran la
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oliva inferior, el talamo y el cortex cerebral (Toro et al, 1993 y 1994).

Tal como han observado otros autores (Pietz et al, 1998), el temblor no se relacion6
con variables relacionadas con el tratamiento en el grupo de pacientes de diagnéstico
precoz. En nuestra experiencia, el temblor se asocié con una edad mas tardia de inicio
de la dieta restrictiva en Phe. Estos resultados indican que el efecto toxico de la
hiperfenilalaninemia en los primeros afios de desarrollo neurolégico produce un dafo
cerebral que afecta de forma especifica a los circuitos implicados en el origen del
temblor en los pacientes de diagnédstico tardio. No obstante, elevaciones de Phe en
adultos que han abandonado la dieta se han asociado con la aparicion de un deterioro
neurolégico y un temblor incapacitante (Villasana et al, 1989; Williams et al 1998),
indicando que un mal control metabdlico en la edad adulta también podria jugar un
papel en el temblor de la fenilcetonuria.

El temblor es un signo neurolégico que con frecuencia esta presente en otros errores
congénitos del metabolismo, especialmente en aquellos que cursan con un déficit
dopaminérgico. En concreto, el temblor es un sintoma sensible al tratamiento con
levodopa en el déficit de GTPCH (Nardocci et al, 2003) y en el déficit de tirosina
hidroxilasa (Grattan Smith et al, 2002). Recientemente, ha sido descrita una paciente
PKU con temblor postural y de accion asociado a un sindrome Parkinsoniano cuyos
sintomas respondieron al tratamiento prolongado con levodopa (Evans et al, 2004). Se
postula por tanto que el déficit dopaminérgico podria estar implicado en el origen del
temblor, asi como en otros trastornos neurolégicos caracteristicos de la PKU.

El origen del temblor en otros errores congénitos del metabolismo, en cambio, es
mucho mas confuso. En los pacientes con galactosemia el temblor, junto con otras
complicaciones neurolégicas, puede aparecer de forma tardia sin ninguna relacion con
el inicio de la enfermedad y pese a un adecuado cumplimiento dietético (Kaufman et
al, 1995; Schweitzer et al, 1993). Estos sintomas neuroldgicos pueden asociarse a
alteraciones en la senal de la sustancia blanca periventricular, de forma similar a lo
que ocurre en la fenilcetonuria (Koch et al, 1992).

El temblor aparece con frecuencia asociado a otros trastornos del movimiento mas
severos en la enfermedad de Wilson (Sudmeyer et al, 2004) y en algunas
aminoacidopatias como la homocistinuria (Ekinci et al, 2004). En todos los casos, los
mecanismos fisiopatoldgicos que condicionan la aparicion de estas anomalias
neurolégicas no han sido estudiados en profundidad y merecerian ser motivo de

futuros estudios.
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2. Temblor y déficit de coenzima Q10

En este trabajo hemos demostrado que el 100% de los pacientes PKU con temblor
presentaban valores de CoQ10 en plasma inferiores al limite inferior del rango de
referencia, un porcentaje significativamente superior al que presentaban los pacientes
PKU sin temblor. Del mismo modo, hemos detectado que las concentraciones de
CoQ10 eran significativamente inferiores en el grupo de pacientes con temblor
comparado con el grupo sin temblor. Estos hallazgos establecen una clara relacién
entre la presencia de temblor y el déficit plasmatico de CoQ10 en los pacientes PKU.
Existen varias razones que nos han hecho postular que el déficit de CoQ10 podria
estar implicado en el origen del temblor en la PKU.

En primer lugar, el déficit de CoQ10 se ha relacionado con un aumento de los
marcadores de estrés oxidativo en los pacientes PKU (Colome et al, 2003). Kienzle-
Hagen et al (2002) demostraron que el aumento del estrés oxidativo en ratones
expuestos a hiperfenilalaninemia se asociaba a cambios neuropatoldgicos a nivel
cerebral. Estos datos refuerzan la hipoétesis de que el estrés oxidativo juega un papel
importante en la fisiopatologia del dafio cerebral en la PKU. El déficit de CoQ10 podria
producir un dafo oxidativo en los circuitos involucrados en el origen del temblor en
estos pacientes. Sin embargo, es posible que las concentraciones plasmaticas de
CoQ10 no reflejen la distribucién de la coenzima en células y tejidos del organismo, no
pudiendo por tanto afirmar que exista un déficit de CoQ10 a nivel cerebral en los
pacientes PKU.

En segundo lugar, el déficit primario de CoQ10 ha sido descrito recientemente como
causante de un cuadro clinico muy severo en el que predomina la afectacion del
sistema nervioso central. El espectro clinico es muy amplio, y abarca desde casos con
temblor y ataxia cerebelosa, hasta encefalopatias severas de debut neonatal (Di
Giovanni et al, 2001; Musumeci et al, 2001; Lamperti et al, 2003; Salviati et al, 2005;
Rahman et al, 2001; Van Maldergem et al, 2002). El tratamiento sustitutivo con CoQ10
produce una mejoria espectacular del cuadro clinico en muchos de estos enfermos.
Pensamos, por tanto, que el déficit secundario de CoQ10 en los pacientes PKU podria
asimismo producir un dafio cerebral responsable del temblor y de oftras

manifestaciones neuroldgicas que presentan estos pacientes.
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Sin embargo, no debemos considerar el déficit de CoQ10 como el Unico factor
implicado en el origen del temblor en la PKU. De hecho, nuestros resultados indican
que la edad al diagndstico de la enfermedad también esta relacionada con la aparicion
del temblor en estos enfermos. Por tanto, una conclusién que podemos deducir de
este trabajo es que el origen del temblor en la PKU es muy probablemente
multifactorial.

Los resultados descritos en este trabajo representan un primer paso en la
investigacion del estrés oxidativo como mecanismo patogénico en la PKU. Sin
embargo, seran necesarios futuros estudios para confirmar la relacion del déficit de
CoQ10 con las anomalias neurolégicas que afectan a los pacientes PKU en
tratamiento dietético. En este sentido, queremos plantear dos posibles trabajos para
continuar en esta nueva linea de investigacion en la PKU.

En primer lugar, los resultados obtenidos nos ofrecen la posibilidad de realizar un
ensayo terapéutico con CoQ10 en aquellos pacientes con temblor y déficit de este
cofactor. El temblor es un marcador de dafio cerebral que puede ser cuantificable de
forma objetiva mediante escalas clinicas y métodos neurofisioldgicos. La realizacion
de un ensayo clinico con CoQ10 con el objetivo de mejorar el temblor en los pacientes
PKU permitiria confirmar la hipotesis que plantea nuestros resultados preliminares.
Queremos destacar que el tratamiento con CoQ10 ha sido ensayado con éxito en
otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, en la que
se ha confirmado que el estrés oxidativo es un mecanismo patogénico implicado en la
degeneracion neuronal de la pars compacta de la sustancia nigra (Muller et al, 2003).
En segundo lugar, seria muy interesante analizar la relacion entre las concentraciones
de CoQ10 y otros marcadores de estrés oxidativo en el cerebro de ratones PKU. La
administracion de CoQ10 a los ratones PKU con la finalidad de prevenir el dafo
cerebral causado por el aumento del estrés oxidativo permitiria confirmar el papel del

déficit de CoQ10 en la fisiopatologia del dafio cerebral en la PKU.

3. Estudio volumétrico cerebral en la fenilcetonuria
Los estudios neuropatologicos y de neuroimagen han descrito previamente la
presencia de signos de atrofia cortical en pacientes PKU de diagndstico tardio (Leuzzi

et al, 1995; Pearson et al, 1990; Poser et al, 1959). En nuestro estudio, los volumenes

de sustancia gris se correlacionaron de forma inversa con la edad al diagnéstico. De
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hecho, pudimos comprobar una disminucion significativa del volumen de sustancia gris
en pacientes PKU de diagnéstico tardio comparados con los controles sanos. Estos
hallazgos refuerzan la hipotesis de que el efecto toxico de la hiperfenilalaninemia
durante los primeros afios de desarrollo neurolégico podria inhibir el crecimiento
cerebral en los pacientes PKU con un mal control metabdlico en estadios precoces de
la vida (Huttenlocher et al, 2000).

En este trabajo hemos localizado las alteraciones de volumen a nivel de sustancia
blanca y sustancia gris con un método de analisis véxel a voxel, lo cual representa una
nueva aproximacion al analisis de las anomalias de la anatomia cerebral en la PKU.
Hasta el momento, los estudios en la PKU se habian centrado en el analisis de las
alteraciones de la sustancia blanca presentes en secuencias T2 (Thompson et al,
1993; Bick et al, 1993; Leuzzi et al, 1993; Ullrich et al, 1994; Cleary et al, 1994), en
estudios de difusion ( Dezortova et al, 2001; Phillips et al, 2001; Sener et al, 2004), de
espectroscopia (Kreis et al, 1995; Pietz et al, 1996) o en el analisis volumétrico de
regiones de interés (Pfaendner et al, 2005).

El analisis voxel a voxel evidencié una distribucion especifica de pérdida de sustancia
gris a nivel del cortex motor y premotor, sin que estos hallazgos guardaran ninguna
asociacion con las anomalias neurolégicas que presentaban los pacientes (p.e.
temblor, hiperreflexia o cociente intelectual). Los estudios de RM funcional indican que
el cortex premotor y area motora suplementaria actian como una unidad funcional en
el control secuencial de los movimientos de los dedos. Por tanto, es posible que las
dificultades en la motricidad fina que se han descrito en pacientes PKU en tratamiento
(Weglage et al, 1995) sean consecuencia de una alteracién en el desarrollo neuronal
de las areas motoras corticales.

Los volumenes globales de sustancia blanca en los pacientes PKU no mostraron
diferencias respecto al grupo control. No obstante, en los pacientes de diagndstico
precoz elevaciones recientes de Phe se asociaron con volumenes globales mayores
de sustancia blanca, sin que los mapas paramétricos mostraran una distribucion
anatomica especifica de este aumento de sustancia blanca. Con los datos de que
disponemos actualmente, no podemos descartar que la hiperfenilalaninemia provoque
un efecto edema o una alteracion de los procesos osméticos que justifiquen esta
correlacion positiva. Alternativamente, el efecto téxico de Phe sobre el cerebro podria
desencadenar una activacidon de los procesos de regeneracion de las vainas

mielinicas responsable de estos cambios.
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Los analisis voxel a véxel mostraron reducciones regionales de volumen en la
sustancia blanca periventricular con extension a los férceps del cuerpo calloso,
regiones donde es frecuente observar cambios de sefial en secuencias T2 en
pacientes PKU con descompensaciones metabdlicas (Thompson et al, 1993; Bick et
al, 1993; Leuzzi et al, 1993; Ullrich et al, 1994; Cleary et al 1994).

Los cambios observados a nivel de la sustancia blanca son en apariencia dispares.
Por un lado, encontramos una asociacion entre concentraciones elevadas de Phe y
mayores volumenes globales de sustancia blanca, y por otro, observamos reducciones
focales de parénquima cerebral en las regiones de sustancia blanca que se muestran
sensibles a las descompensaciones metabdlicas de la PKU. Esta combinacion de
resultados, sin embargo, puede indicar que las descompensaciones metabdlicas
repetitivas pueden producir un cierto grado de dafio cerebral que se traduce en atrofia
tisular en las regiones mas vulnerables. Estos hallazgos tienen implicaciones en la
practica clinica, y sefialan la necesidad de un estricto control metabdlico de por vida
para prevenir el dafo cerebral a largo plazo.

Por ultimo, hemos demostrado la presencia de cambios volumétricos en la sustancia
blanca y sustancia gris a nivel del tdlamo y los nucleos estriados. Estas alteraciones a
nivel de los ganglios basales podrian justificar la aparicion de algunas manifestaciones
neurolégicas en la PKU, como el Parkinsonismo y los trastornos del movimiento (Pietz
et al, 1998). Sin embargo, los pacientes PKU en tratamiento presentan con mucha
mayor frecuencia una alteracion de las funciones ejecutivas, las cuales se ha
relacionado con una disfuncién a nivel del cortex prefrontal (Arnold et al, 1998;
Diamond et al, 1997; Gassiéo et al, 2005; Leuzzi et al, 2004). Segun nuestros
resultados, las alteraciones a nivel de los nucleos subcorticales junto a las anomalias
de sustancia blanca en el I6bulo frontal podrian ser responsables de una alteracién de
los circuitos fronto-subcorticales necesarios para el apropiado funcionamiento de las

funciones ejecutivas.

4. Respuesta ala prueba de sobrecarga con tetrahidrobiopterina
En este trabajo hemos demostrado que el 44% de pacientes PKU respondieron a la
prueba de sobrecarga con BH4. No obstante, los resultados fueron diferentes en

funcién de los fenotipos metabdlicos analizados. El grupo de pacientes con fenotipo

leve presentd una excelente respuesta a la sobrecarga, y las cifras de Phe
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descendieron hasta los valores recomendados. En cambio, el porcentaje de pacientes
que respondieron a la BH4 fue inferior en el grupo de pacientes con fenotipos
moderados y clasicos, siendo las cifras finales de Phe superiores a los valores
considerados seguros. La seleccion de pacientes candidatos al tratamiento con BH4
debe realizarse, por tanto, evaluando no solo el porcentaje de descenso de las cifras
de Phe, sino también los valores absolutos de Phe a las 21 horas de la sobrecarga.
Finalmente, solo el tratamiento a largo plazo con BH4 confirmara el grado de
respuesta a este cofactor en los pacientes seleccionados.

Nuestros resultados confirmaron la utilidad de la prueba de sobrecarga combinada con
Phe y BH4 en pacientes PKU en tratamiento dietético (Blau et al, 2004). La
sobrecarga con 100mg/kg de Phe previa a la administracion de BH4 permitié alcanzar
valores de Phe en plasma que se correlacionaron con los valores de Phe al
diagnéstico, lo cual permitié realizar un calculo fiable de la respuesta. Como
alternativa a esta prueba combinada, existe la posibilidad de realizar una dieta libre en
Phe los 3 dias previos a la sobrecarga con BH4, pero en nuestra experiencia la dieta
libre en proteinas es muy dificil de cumplimentar por la gran mayoria de pacientes
(Vilaseca et al, 2002). Por otro lado, el analisis de los valores de Phe a lo largo de 24
horas permitié identificar un grupo de 12 pacientes respondedores lentos, que se
hubieran considerado como no respondedores si se hubiera aplicado el protocolo de
11 horas recomendado por otros autores (Belanger-Quintana et al, 2005).

Los mecanismos de respuesta de algunas mutaciones a la BH4 son desconocidos.
Basados en el conocimiento actual de las propiedades reguladoras del cofactor BH4 y
del sustrato Phe (Erlandsen et al, 2003; Blau et al, 2004) se han postulado los
siguientes mecanismos como causas posibles de la respuesta a la BH4: (1) mutantes
del enzima PAH con variantes Km responsables de una menor afinidad para la unién a
la BH4, (2) estabilizando el enzima PAH mediante la accién chaperona de la BH4,
p.e., la BH4 puede actuar como chaperona quimica protegiendo las formas
dimeros/tetrameros activas de la degradacion proteolitica, (3) induciendo o
autorregulando la expresion enzimatica del gen PAH (Muntau et al, 2002; Erlandsen et
al, 2001; Blau et al, 2002), y (5) estabilizando el RNAm de la PAH.

Nuestros resultados muestran la dificultad de predecir la respuesta a la BH4
basandonos exclusivamente en el genotipo de los pacientes. Hemos demostrado que
es necesaria la presencia de un cierto grado de actividad enzimatica residual en los

pacientes con fenotipos mas leves para que se obtenga una respuesta satisfactoria a
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la sobrecarga con BH4. Sin embargo, la presencia de dos mutaciones leves con
actividad enzimatica residual reconocida no es suficiente para garantizar una
respuesta a la BH4. Existe una interaccion entre las mutaciones presentes en cada
paciente que determina el grado de respuesta al cofactor. Por tanto, recomendamos la
realizacion de la prueba de sobrecarga con Phe/BH4 a todos los pacientes PKU,

excepto aquellos que presenten mutaciones nulas en ambos alelos.

5. Evaluacion clinica y nutricional del tratamiento con tetrahidrobiopterina

La estrategia terapéutica utilizada en este trabajo fue la introduccion del tratamiento
con BH4 a bajas dosis (5 mg/kg/dia) y el incremento progresivo de la ingesta de Phe
en funcion de la tolerancia y de los requerimientos proteicos de cada paciente.
Cuando la tolerancia de Phe no pudo incrementarse de forma significativa, el
tratamiento con BH4 se consider6 ineficaz y fue retirado. De este modo confirmamos
el beneficio del tratamiento a largo plazo con BH4 en 9 pacientes con fenotipos leves y
en 2 con fenotipos moderados.

El tratamiento a largo plazo con BH4 confirmé la importancia que tienen los valores
plasmaticos de Phe a las 21 horas de la administracion de BH4 para la evaluacion de
la respuesta a la BH4. Mientras que los pacientes con valores absolutos de Phe
inferiores a 500 umol/L presentaron una buena respuesta al tratamiento prolongado
con BH4, tres pacientes con fenotipos mas severos y valores de Phe superiores a 500
pmol/L mostraron una respuesta ineficaz al tratamiento prolongado.

Las dosis de BH4 utilizadas previamente varian entre 5 y 20 mg/kg/dia (Trefz et al,
2000; Shintaku et al, 2004; Steinfeld et al, 2004). En nuestra experiencia, el
tratamiento con dosis bajas de 5 mg/kg/dia fue suficiente en la mayoria de pacientes
para mantener las cifras de Phe dentro de los valores recomendados, y solo en una
paciente se tuvieron que administrar dosis superiores de 7 mg/kg/dia. Pese a ello,
durante el tratamiento con BH4 se observaron frecuentes descompensaciones
metabdlicas puntuales coincidiendo con cuadros febriles, sobre todo en los lactantes.
Estos datos plantean la posibilidad de reducir los aportes proteicos de forma puntual
durante las infecciones intercurrentes en los pacientes en monoterapia con BH4.
Teniendo en cuenta el genotipo de los pacientes en tratamiento, este trabajo confirma
la respuesta de las mutaciones presentes en los 11 pacientes tratados con BH4

durante un total de 24 meses en la actualidad.
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El tratamiento con BH4 ha permitido un desarrollo nutricional favorable. Todos los
micronutrientes analizados se mantuvieron dentro de los valores de normalidad.
Asimismo, el estudio nutricional mediante la determinacién del peso, talla y el analisis
del area braquial muscular y adiposa confirmé un desarrollo normal durante el
tratamiento con BH4.

Merece consideracion aparte el aumento de las concentraciones plasmaticas de
selenio durante el tratamiento con BH4 pese a no haberse modificado las
concentraciones totales de selenio ingeridas. Estos resultados sugieren que el selenio
ingerido de la dieta presenta una mayor biodisponibilidad que el selenio ingerido a
partir de la férmula especial. De hecho, se han descrito déficits de selenio en
pacientes PKU en tratamiento dietético (Wilke et al, 1992), lo cual podria provocar una
disfuncion de las selenoproteinas (Van Bakel et al, 2000).

El estudio neuropsicolégico ha permitido confirmar que el tratamiento con BH4 permite
un desarrollo cognitivo normal, no habiéndose observado otros sintomas neurolégicos
durante el tratamiento.

A pesar de todas las ventajas que representa el tratamiento con BH4, éste solo resulta
atil en un limitado numero de pacientes PKU con fenotipos metabdlicos leves y
moderados. Para la gran mayoria, en cambio, la dieta restrictiva en Phe continla
siendo la unica opcion de tratamiento en la actualidad. Por ello, la investigacion de
otras opciones terapéuticas sigue siendo un objetivo prioritario en el campo de la
fenilcetonuria. En concreto, recientes estudios han demostrado que la administracion
del enzima recombinante fenilalanina amonio-liasa (PAL, EC 4.3.1.5) a animales de
experimentacion produce una disminucion de los niveles plasmaticos de Phe con

escasos efectos secundarios (Wang et al, 2005).
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Conclusiones

El temblor en la fenilcetonuria es un trastorno del movimiento muy prevalente entre
pacientes de diagndstico precoz y tardio. Se trata de un temblor rapido y muy
regular, localizado fundamentalmente en extremidades superiores, cuya amplitud
aumenta con el movimiento sobre todo en los pacientes de diagnéstico tardio, en
quienes puede causar una discapacidad para las tareas cotidianas. Los datos
neurofisiolégicos sugieren que el temblor esta causado por una disfuncion de
circuitos neuronales a nivel del sistema nervioso central, pudiendo ser considerado

como un indicador de dafo cerebral.

El temblor en la PKU se asocia a un descenso en las concentraciones plasmaticas
de CoQ10 en los pacientes con un adecuado control metabdlico, asi como a una
edad tardia de diagnoéstico de la enfermedad. Debido a la asociacion descrita entre
el déficit de CoQ10 y el aumento del estrés oxidativo en la PKU, nuestros
resultados sugieren que el déficit de coenzima Q10 podria actuar induciendo un
dafio oxidativo a nivel de los circuitos implicados en la fisiopatologia del temblor en

estos enfermos.

Los pacientes fenilcetonuricos en tratamiento dietético presentan alteraciones
significativas en el volumen de la sustancia blanca y sustancia gris, cuya aparicion
esta relacionada con la duracion y el adecuado cumplimiento del tratamiento
dietético. Existe una distribucion especifica de esta pérdida de volumen a nivel de
las areas motoras corticales, ganglios basales y sustancia blanca periventricular,

cuyo significado clinico debera ser ampliado en futuros trabajos.

La prueba de sobrecarga combinada con Phe/BH4 es una herramienta muy util
para la seleccion de los pacientes candidatos a iniciar un tratamiento con BH4.
Considerando lo dificil que resulta predecir la respuesta a la BH4 a partir del
genotipo, recomendamos realizar la prueba de sobrecarga a todos los pacientes

PKU, exceptuando solo aquellos pacientes con mutaciones nulas en ambos alelos.

129



Belén Pérez Duefias, Universitat de Barcelona

5. Consideramos que el tratamiento con BH4 es seguro y eficaz en un grupo
seleccionado de pacientes PKU con fenotipos leves y moderados. La utilizacion de
dosis bajas de BH4 permite liberalizar la dieta y retirar la férmula especial,
garantizando un desarrollo nutricional y cognitivo adecuados sin que se hayan

observado efectos indeseados.

Conclusion global

Pese a un adecuado control metabdlico, los pacientes fenilcetonuricos en tratamiento
dietético presentan signos clinicos de disfuncion neurolégica asi como anomalias
estructurales en el parénquima cerebral. En su origen estan implicados multiples
factores; en primer lugar relacionados con el inicio, la duraciéon y el adecuado
cumplimiento dietético, pero también alteraciones metabdlicas secundarias como el
déficit de CoQ10 y el aumento del estrés oxidativo. El tratamiento con
tetrahidrobiopterina representa una alternativa terapéutica a la dieta restrictiva en Phe
en un grupo seleccionado de pacientes con fenotipos leves y moderados, en quienes
permite optimizar el control metabdlico y garantizar un adecuado desarrollo cognitivo y

nutricional.
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Estudios futuros

- Cuantificacion de las alteraciones de la sefial en secuencias T2 y FLAIR a nivel de
la sustancia blanca y su correlaciéon con los volumenes regionales de sustancia
blanca. Aplicacién de técnicas de difusién con la finalidad de esclarecer los
cambios titulares que condicionan el aumento de volumen de la sustancia blanca
que presentan los pacientes con descompensaciones metabdlicas.

- Ensayo terapéutico con CoQ10 en aquellos pacientes con temblor y déficit de este
cofactor. Evaluacién bioquimica de la respuesta mediante estudio del estrés
oxidativo en plasma. Evaluacion del temblor mediante la aplicacion de una escala
clinica de gradacién del temblor y mediante estudios neurofisioldgicos.

- Estudio experimental del estrés oxidativo en el cerebro de ratones PKU y su
correlacion con las concentraciones tisulares de CoQ10. Evaluaciéon de la
respuesta terapéutica con CoQ10.

- Evaluacién del impacto de la terapia con BH4 en el sistema antioxidante y en las
concentraciones plasmaticas de neurotransmisores (serotonina, dopamina).
Estudio comparativo con el grupo de pacientes en tratamiento clasico con dieta

restrictiva en Phe.
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