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Resumen. La fenilcetonuria es un error innato del metabolismo, producido por muta-
ciones en el gen de la fenilalanina hidroxilasa. Se describe el caso de un adolescente de 15 afios
con diagnostico tardio de fenilcetonuria, quien presenta retardo mental severo, convulsiones
e hipopigmentacion. En este estudio se realizo el diagnostico molecular de fenilcetonuria y se
detect6 la mutacion p.R252W en homocigosis en el gen que codifica para la fenilalanina hi-
droxilasa. La presencia de esta variante nos permiti6 inferir la falta de respuesta a la terapia con
sapropterina, medicamento que actiia como cofactor de la enzima, por la ausencia de actividad
enzimatica residual reportada para esta variante. Debido al retraso psicomotor del paciente,
se decidio aplicar terapia ludica y fortalecimiento muscular a través de la intervencion fisio-
terapéutica; sin embargo, no se observo una mejoria permanente al aplicar este tratamiento,
motivado por la falta de continuidad.
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Phenylketonuria of late diagnosis and associated
mutations in an Ecuadorian family.
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Abstract. Phenylketonuria is an inborn error of metabolism due to mutations on the
phenylalanine hydroxylase gene. We described the case of a 15 years old-adolescent with late
diagnosis of phenylketonuria, who presents severe mental retardation, convulsions and hypo-
pigmentation. In this study, the molecular diagnosis of phenylketonuria was performed, detec-
ting p.R252W mutation in homozygous state on the phenylalanine hydroxylase gene. The pre-
sence of this variant allowed us to infer the lack of response to drug therapy with sapropterina
which works as an enzyme cofactor, due to the absence of residual enzymatic activity reported
for the p.R252W variant. Physical therapy was applied through playful therapy and muscular
strengthening, because of the psychomotor retardation present in the patient. The failing in con-
tinuing with the physical therapy program stopped the patient’s improvement.

Recibido: 271-10-2016 Aceptado. 22-06-2017

INTRODUCCION

La fenilcetonuria (PKU) es un error innato
del metabolismo de la fenilalanina (Phe), clasifi-
cado dentro de las hiperfenilalaninemias (HFA),
caracterizadas por presentar concentraciones de
Phe en plasma mayores a 2 mg/dL. Las HFA son
diversos trastornos producidos por la deficien-
cia de la fenilalanina hidroxilasa (PAH) (PKU
clasica, moderada y leve) o por alteraciones en
la sintesis o regeneracion del cofactor tetrahi-
drobiopterina (BH4) (1-3). La PAH cataliza la
conversion de Phe en tirosina, precursor esen-
cial para la produccion de los neurotransmisores
dopamina, norepinefrina y de la melanina.

La PKU es causada por una deficiencia total
o parcial de la enzima PAH (OMIM 261600); es
la forma mas grave de HFA con niveles sangui-
neos de Phe mayores de 20 mg/dL, deficiencia
de tirosina y fenilcetona en orina(2). Esta pato-
logia se caracteriza por retraso mental progresi-
vo cuando no es diagnosticada y tratada precoz-

mente. Asimismo, se describe hipopigmentacion
en piel, cabellos y ojos, incongruente con el fe-
notipo de los padres; eccema que no responde al
tratamiento y/u olor corporal a humedad (1- 4).
Durante los primeros meses de vida, el paciente
presenta retraso psicomotor, falta de interés por
el medio, microcefalia, trastornos de la conduc-
ta, automutilaciones y autismo (4). La epilep-
sia generalizada se presenta solo en un 25% de
los pacientes; sin embargo, el sindrome de West
(espasmos infantiles, alteracion del desarrollo
psicomotor y E.E.G. hipsarritmico) se observa
en el 70 al 95% de los casos (5).

El gen que codifica para la enzima PAH se
ubica en cromosoma 12 en la region 12q23.2.
La PKU se hereda de forma autosdémica rece-
siva, se han descrito en el mundo alrededor de
970 mutaciones (http://www.biopku.org).La
mayoria de estas alteraciones estan presentes en
el exon 7 del gen que codifica para la PAH y el
60% de las mutaciones son missense producien-
do el cambio de un aminoacido por otro. La pre-
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valencia de la PKU es variable a nivel mundial,
desde 1/90.000 en poblaciones africanas hasta
1/10.000 en caucasicos (6,7).

Actualmente, en muchos paises se realiza la
deteccion neonatal de la PKU, debido a las ven-
tajas que ofrece el tratamiento precoz al evitar
las secuelas graves como la discapacidad men-
tal. Este tratamiento consiste en una dieta baja
en el aminodcido esencial Phe de por vida, cu-
yos niveles variaran dependiendo de la toleran-
cia del paciente al aminoécido. Por otra parte,
basados en el conocimiento de que las mutacio-
nes missense inducen el mal plegamiento de las
proteinas mutantes y conllevan la pérdida de la
actividad enzimatica por degradacion temprana,
aunado a la creciente asociacion de este tipo de
mecanismo molecular a los errores innatos del
metabolismo (8), se han desarrollado una serie
de tratamientos alternativos como la chapero-
na farmacoldgica sapropterina, que estabiliza
o promueve el correcto plegamiento de las pro-
teinas PKU mutantes, con un efecto similar al
cofactor natural de la enzima (tetrahidrobiopte-
rina 0 BH4) (9). La sapropterina estimula la ac-
tividad residual de la PAH, logrando en algunos
pacientes con fenotipos leves o moderados, es-
pecialmente cuando la proteina mutada presenta
actividad residual moderada, disminuir los nive-
les de Phe en sangre y aumentar su tolerancia en
la dieta (7). En el Ecuador se inicid el tamizaje
neonatal a partir de 2011, el cual incluye 4 enfer-
medades: hipotiroidismo congénito, PKU, ga-
lactosemia e hiperplasia suprarrenal congénita,
con el fin de aplicar tratamiento oportuno para
evitar las secuelas de la enfermedad, establecer
la incidencia de estas patologias, y en algunos
casos implementar otras formas de terapia.

Hasta la fecha muchos estudios han tratado
de buscar una correlacion entre la tolerancia a
la Phe, la respuesta al cofactor y las mutacio-
nes presentes en el gen que codifica para la PAH
(10,11). Sin embargo, no ha sido facil establecer
una relacion directa entre el genotipo y el fenoti-

po, en gran medida debido a la alta heterogenei-
dad alélica que presenta este gen, con alrededor
de 970 variantes reportadas en la base de datos
BIOPKU (12).

En la literatura existen pocos datos sobre la
intervencion fisioterapéutica en PKU de diag-
nodstico tardio, sin embargo, Soyupek y col.,
en el afo 2009 (13), reportaron el caso de un
hombre de 19 afios con PKU, quien presentd es-
pasticidad grado 4 al abandonar la dieta, pero al
retomarla junto a un programa de rehabilitacion
fisica, disminuy6 a grado 1. Se observo que la
combinacion de dieta, medicamentos y rehabili-
tacion fisica resulto ser efectiva en el tratamiento
de adultos con PKU. Asimismo, se ha reportado
que estas terapias combinadas, ayudan a mejorar
la calidad de vida de individuos con otras enfer-
medades genéticas, como la distrofia muscular
congénita, caracterizada por presentar debili-
dad e hipotonia muscular (14). En este sentido,
Kang y col., en el afio 2015 (14), realizaron una
revision sistematica en bases de datos, y conclu-
yeron que estas poblaciones deben ser tratadas
por un equipo multidisciplinario (especialistas
en nutricidon, respiracion, crecimiento, terapia
ocupacional y fisioterapia), con experiencia en
alteraciones neuromusculares.

En el presente trabajo, se describe un caso
de un paciente con PKU de diagndstico tardio,
con retardo mental severo, a quien se le realizo
diagnostico molecular, con la finalidad de de-
tectar las mutaciones causantes del fenotipo del
paciente y establecer su posible respuesta al tra-
tamiento con el cofactor, asi como evaluar los
beneficios de la aplicacién de una intervencion
fisioterapéutica personalizada.

CASO CLINICO

Adolescente femenina de 15 afos (FN:
13/12/1999) con diagnostico tardio de PKU rea-
lizado a los 3 afios y 11 meses, presento retardo
mental severo, convulsiones, olor a moho e hi-
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popigmentacion del cabello. Padres sanos quie-
nes expresaron no poseer consanguinidad. Em-
barazo a término (41 semanas) por cesarea, sin
complicaciones. Diagnosticada con autismo a
los 22 meses por neuropediatria, hasta diagnos-
ticarse PKU en hermana fallecida. Al diagnosti-
co se detectaron niveles elevados de Phe en san-
gre de 17,9 mg/dL (VN: 4,1 mg/dL); en orina se
evidencio la presencia de alfacetoacidos (+++) y
alfacetodcidos aromaticos (++). En estudios de
resonancia magnética realizados en el afio 2001,
se encontrd discreto retraso en la mielinizacion
de las circunvoluciones paracentral y occipi-
tal, con el resto de la mielinizacién de aspecto
normal. En el afio 2014, mediante tomografia
axial computarizada y electroencefalografia, se
observé adelgazamiento de la corteza cerebral,
leucodistrofia y pobre actividad cortical. Actual-
mente se encuentra en tratamiento con: férmula
para PKU: 72g exentos de Phe/dia, divalproato
sodico 1000 mg/dia, sertralina 25 mg/dia, fuma-
rato de quetiapina 50 mg/dia, gluconato de zinc
25 mg/dia y dieta baja en proteinas. En el ultimo
control realizado en el afio 2014, se detectaron
niveles muy elevados de Phe sérica de 1.134,9
UM(VN: 20-139uM), con lo cual se evidencio
la falta de cumplimiento de la dieta.

Para realizar el analisis molecular, se obtuvo
el ADN genomico del paciente y sus progenito-
res, a partir de 5 mL de sangre total con EDTA,
previa firma de consentimientos informados
aprobados por un comité acreditado por el Mi-
nisterio de Salud Publica del Ecuador, utilizando
el estuche PureLinkGenomic DNA de Thermo-
FisherScientificlnc., (MA, USA). La busqueda
de las mutaciones causantes del fenotipo se rea-
liz6 mediante las técnicas de PCR, electrofore-
sis en geles con gradiente de desnaturalizacion
(DGGE) (15) y secuenciacion directa, esta ulti-
ma realizada en la empresa Macrogen, Inc.(Co-
rea del Sur). Se analizaron los 13 exones y las
regiones intronicas proximas a los exones del
gen PAH, en el paciente y posteriormente en los

progenitores, mediante el uso de los cebadores
descritos por Guldberg y col. (16).

En la paciente se detecto la presencia de la
mutacion p.R252W (¢.754C>T) en homocigosis
en el exon 7, para lo cual fue necesario crear
heteroduplex mediante la mezcla de cada uno
de los 13 amplicones del gen de la muestra de
la paciente, con un control normal y posterior
andlisis mediante DGGE. Como resultado se
obtuvo una migracién aberrante en el exon 7, y
se procedio a la secuenciacion de este fragmen-
to (Fig. 1).

Posteriormente, se analizaron los progenito-
res quienes presentaron la mutacion p.R252W en
heterocigosis (Fig. 2), lo cual descarto la posible
existencia de una delecion grande en esta region.
Por otra parte, se detectd en el padre la presen-
cia de dos polimorfismos p.Q232Q (c.696A>QG)
en el exon 6 y p.L385L (c.1155G>C) en el ex6n
11 ambos en heterocigosis, y en la madre se
detectaron en heterocigosis tres polimorfismos
IVS3-22C>T (¢.353-22C>T) en el intrén 3, p.
V245V (¢.735G>A) en el exén 7 y p.L385L (c.
1155G>C) en el ex6n 11 (Fig. 2). Ninguno de
estos polimorfismos fueron encontrados en el
paciente.

Segun los datos genealdgicos recabados
hasta la tercera generacion, se evidencio la exis-
tencia de 3 tias maternas del paciente, que falle-
cieron a edades tempranas por causas diversas:
problemas cardiacos (22 afios), cancer gastrico
(30 afos) y sin diagnostico (2 dias). Al contra-
rio, por el lado paterno no se reportd nada resal-
tante. Se hallé que la linea materna es oriunda
del canton Quero (provincia Tungurahua) y la
paterna del canton Ambato (provincia Tungura-
hua), excepto la abuela quien proviene de Gua-
yaquil (provincia Guayas).

Adicionalmente, la paciente fue evaluada e
intervenida mediante fisioterapia. En la anam-
nesis inicial se observaron las siguientes carac-
teristicas: paciente de contextura ancha, hom-
bros redondeados, hipercifosis dorsal postural,
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Fig.1. Electroferograma de un fragmento del exon 7 del gen PAH del ADN en la paciente. Arriba: en negrita secuen-

Fig.2.

cia normal del exon 7 (NCBI Reference Sequence: NG_008690.1), dentro del cuadro el triplete donde se pro-
duce la mutacion (CGG). Abajo: mutacion p.R252W (¢.754C>T) en HM, producida por el cambio del triplete
CGG>TGQG, lo cual se traduce en la sustitucion de arginina por triptéfano en la proteina.
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Gel de DGGE con los exones analizados del gen PAH en la paciente (carriles: 2, 5, 8 y 11), el padre (carriles:
1,4, 7y 10) y la madre (carriles: 3, 6, 9 y 12). Se observan patrones de migracion aberrante en la muestra de
la madre exon 4, 7 (dos cambios en el mismo fragmento) y 11, en el padre exén 6, 7y 11. En el exén 7 de la
paciente se observa una banda que migra mas arriba que la correspondiente en los progenitores, debido a la
presencia de la mutacion R252W en homocigosis (en rojo). En color rojo se indican las mutaciones detectadas
en la familia y en blanco los polimorfismos.N: alelo normal.
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con hiperflexion cervical que ocasiona mirada
dirigida al suelo. Se muestra inquieta, con las
manos recogidas sobre el pecho y dedos en
constante movimiento, provocandose lesiones.
Presenta ligera flexion de rodillas, hiperlaxitud
con hiperextension en las falanges de manos y
pies, durante la marcha no cumple con todas las
fases, existiendo un desbalance en la fase de
despegue, lo que refleja una debilidad muscular
en los miotomas L.3-L4, que se relacionan con
la extension de rodilla y tobillo; y miotomas S1-
S2 con la flexion plantar del pie. Segun la escala
de valoracion muscular manual presenta grado
3+ del lado derecho y 4 en el izquierdo (17).
Ademas, se aprecian cicatrices y equimosis en
manos, signo de auto agresividad. La aplicacion
de las pruebas de Hoffman, Babinski (18, 19)
y clonus de tobillo, permitieron descartar com-
promiso de la neurona motora superior (20).
Por otra parte, basandonos en el Functional In-
dependence Measure (FIM) se evidencio inde-
pendencia en la realizacion de funciones basicas
como vestirse, alimentarse y controlar esfinte-
res, sin embargo, en el componente cognitivo es
dependiente (21), presentando alteraciones en
la interaccidon con el entorno y actitud agresiva
realizando movimientos bruscos y amplios con
los brazos al acercarse personas desconocidas.

Tomando en cuenta la Clasificacion Inter-
nacional del Funcionamiento, la Discapacidad
y la Salud (CIF) (22), se aplicé un tratamien-
to individualizado e integral con la finalidad de
mejorar su condicion como individuo y su rela-
cion con la sociedad, iniciando por su entorno
familiar (23). Esta intervencion fisioterapéutica
permiti6 complementar la atencién multidisci-
plinaria que estaba recibiendo la adolescente,
la cual consistia en tratamiento farmacolégico,
seguimiento psicolégico, soporte nutricional y
monitoreo neuropediatrico.

La intervencion a corto plazo fue de forma
ludica, con el fin de potenciar y corregir los
trastornos motores, se establecid tomando en

cuenta las siguientes fortalezas: cumplimien-
to de comandos basicos e imitacion, gusto por
la musica, los olores, los colores y las formas,
con una duraciéon de un mes con tres sesiones
de 60-90 minutos por semana, con apoyo de los
padres a fin de darle continuidad en el hogar. En
la Tabla I se muestran los resultados de la eva-
luacion inicial y los logros alcanzados a corto
plazo; merece destacar el cambio en la actitud
de la paciente quien present6 al inicio desgano,
aburrimiento y poca colaboracion, sin embargo,
su actitud cambi6 a la tercera semana cuando
mostrd cooperacion, gusto al realizar los ejer-
cicios y empatia por las actividades propuestas,
asimismo, mejoré en la motricidad gruesa y
fina; se aprecio cuello, postura estatica erguida
y ausencia de marcas de auto agresividad. En
la parte cognitiva, mejord en la concentracion,
atencion y cumplimiento de comandos verbales.
En el trofismo avanzo6 limitadamente, al mante-
ner el patron de marcha con debilidad muscular
en miotomas L4-L5, S1-S2 y durante el reposo
no se observaron signos visibles de tensién mus-
cular residual. Lamentablemente, la paciente no
continu6 con el tratamiento, ya que ingres6 a un
centro de cuidado infantil en donde permanecio
sin atencion adecuada y en aislamiento, desco-
nociéndose su estado actual.

DISCUSION

La PKU es una enfermedad que se diagnos-
tica y trata precozmente a partir de la implemen-
tacion de los programas de tamizaje neonatal.
En el Ecuador este programa se inicid en el afio
2011, por lo cual, la paciente descrita en el pre-
sente trabajo (FN: 1999) present6 los signos y
sintomas caracteristicos de esta patologia, ya
que fue diagnosticada tardiamente.

Del estudio molecular se puede concluir que
la paciente, al presentar la mutacion p.R252W
en homocigosis, es muy poco probable que res-
ponda a la terapia con sapropterina, ya que esta
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TABLA1
INTERVENCION FISIOTERAPEUTICA Y RESULTADOS OBTENIDOS
A CORTO PLAZO
. e Evaluacion Evaluacion a
Objetivos Intervencion Inicial corto plazo
Movilizacion activa-asistida de
miembros superiores ¢ inferio-
res Perfetti (20).
. Facilitacion neuromuscular
Me_]:);'lzll;'ctl:‘l(;fli‘smo propioceptiva en miembros 40% 80%
superiores ¢ inferiores combi-
nados con rotacion, flexion, ex-
tension en rodilla y codo.
Corregir Diadococinesia: prono-supina-
coordinacion y cion; talon—rodilla; 6culo—mo- 40% 80%
motricidad triz; get up and go.

Corregir actitud

Bobath: posicionamientos (19).
Imitacion.
Técnica de Alexander para

Postura flexora

actividades basicas

dependiente.

postural control de cuello. X‘fgftgoa%e Postura erguida
Re-educacion de patrones g
posturales.
. Disminucion de la
f&gre_swa agresividad en un
nsiosa 0%
. . .- | Entrenamiento del lenguaje a Impaciente Disminucion de la
Estimular cognicion través de identificacion de ol Apatica iodad e i
motricidad fina | raves de identificacion de olo- No habla ansiedad e impa-
y res, colores y formas. No ei ciencia en un 60%
o0 ejecuta Se relaci -
ordenes e relaciona y eje-
cuta 6érdenes en un
65%
Mantener Entrenamiento para vestirse,
comer y asearse de manera in- 60% 75%

variante se ha descrito que presenta ausencia
total de actividad enzimatica residual, reporta-
da tanto en estudios de expresion realizados en
procariotas, como en eucariotas (8, 24). Adicio-
nalmente, en la base de datos BIOPKU (www.
biopku.org), se reporto el desarrollo de un feno-
tipo severo correspondiente a PKU clasico, en
32 casos estudiados con dicha variante en ho-

mocigosis y solamente en 2 casos con un feno-
tipo leve; por otra parte, se observo ausencia de
respuesta al tratamiento con sapropterina en los
4 casos reportados.

En cuanto al origen de la mutacion detec-
tada se presume la existencia de ancestros eu-
ropeos previos a la tercera generacion, basados
en los apellidos originarios de Espafia presentes
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en ambas lineas materna y paterna, asi como
el hecho de que esta mutacion estd presente en
poblaciones europeas. Esta alteracion se ha de-
tectado en poblaciones del este de Europa hasta
en un 60% de los PKU, en el norte y Europa
central alrededor del 3%, y en el sur 16%. En
Latinoamérica solo esta reportado un caso (3%)
en la base de datos BIOPKU (12, www.biopku.
org), 3 alelos en Chile posiblemente de origen
aleman (25) y 15 alelos en el sur de Brasil (26),
lo cual puede deberse a que pocos paises de esta
region realizan la caracterizacion molecular de
este gen, asi como, la ausencia de reportes sobre
las alteraciones detectadas en Latinoamérica.

Los hallazgos iniciales en cuanto a la hiper-
flexion cervical y retraso motriz, en conjunto
con el comportamiento agresivo, se correspon-
den con el discreto retraso en la mielinizacion
observado en las circunvoluciones paracentral y
occipital presentes en la RMN. En concordancia
con lo reportado por Lotan y Hanks (27), para el
Sindrome de Rett (enfermedad genética carac-
terizada por presencia de disfunciones fisicas e
hipotonia muscular), la fisioterapia se enfocé en
mantener las habilidades motoras y transitorias,
prevenir deformidades, aliviar irritabilidad y
mejorar la independencia, valiéndose de las for-
talezas del paciente y la capacitacion en dichas
terapias a la familia, lo que contribuy6 con las
mejoras a corto plazo. El abordaje de manera
ludica fortalecid los lazos fisioterapeuta-pacien-
te facilitando el avance, como se observo en el
fortalecimiento muscular y en el cumplimiento
de comandos verbales.

Se concluye, que la fisioterapia puede in-
cluirse como parte de la atencioén integral de
pacientes con PKU, basandonos en las mejorias
observadas en las alteraciones motoras presen-
tes en algunos trastornos genéticos. La aplica-
cion de intervenciones individualizadas y mul-
tidisciplinarias permitiran mejorar la calidad de
vida de estos pacientes, sobre todo en aquellos
casos, como el presentado en este trabajo, con

mutaciones que no responden a la terapia con
sapropterina y que no han sido tratados oportu-
namente.
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