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RESUMEN

Hasta el momento se han descrito mas de 500 mutaciones en el gen de la fenilalanina
hidroxilasa humana (PHA), distribuidas a lo largo de sus 13 exones, y es el 7 el que
posee un nimero mayor. El hecho de que la fenilcetonuria sea causada por mutaciones
puntuales, hace necesario la utilizacion de un método que permita el analisis rapido de
cada individuo. En este estudio se analiz6 el acido desoxinucleético (DNA) genémico
de 28 pacientes fenilcetonaricos (PKU) y a sus padres, provenientes de diferentes
partes de Cuba. Se realizé amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en los 13 exones, antes de efectuar el método de electroforesis en geles de
gradientes desnaturalizantes (DGGE) y secuenciacion. Se hallaron 16 mutaciones
diferentes en el 91 % del total de cromosomas independientes de los pacientes, y
fueron las mutaciones mas frecuentes la E280K y la R261Q, que es originaria de
Galicia. Se comprobd la herencia mendeliana en los padres. Las mutaciones mas
frecuentes en Cuba no coinciden con las de Espafia y América Latina.
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El gen de la PAH se encuentra kilobases (kb) de longitud y 13 exones, con
localizado en la region q22-g-24.1 del intrones de tamafios entre 1 kb y 24 kb,
cromosoma 12; tiene aproximadamente 90 exones entre 57 pares de bases (pb) y 197
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pb. Los exones, del 6 al 13, estan la toma de sangre capilar de los nifios al
conformados también por aproximadamente nacimiento y se compara el nivel de
847 pb de acido ribonucloico (ARN) crecimiento inducido por la muestra con los
mensajero, todo compactado en un niveles estandar en una cepa de la bacteria
fragmento de 16 kb del gen, mientras que Bacillus subtilisque requiere fenilalanina
los exones del 1 al 5(509 pb) estan parasu crecimiento.

separados de grandes intrones, el mas  El pesquisaje neonatal es el mejor

pequefio de los cuales tiene 4,5 kb. E| ARNm Método para la deteccion temprana de las
maduro tiene 2,4 kb de longitud. La region HFA-EN Cuba, a partir d,e 1984 en el marco
codificante tiene 22 sitios CPG,5 de los d€l Programa de diagnostico y prevencion
cuales estan ubicados en el ekén. de gnfermedades her_editarias, com_ienza a
Hasta el momento se han descrito mas reahzgrse €l pesquisaje de PKP medla}nte la
de 500 mutaciones en el gen de la PHA, mencionada pruebiaSe han diagnostica-

C dos 28 nifios con PKU y 56 con HFA
distribuidas a lo largo de los 13 exones, aun ersistente en toda Cuba
gue es en el exén 7 donde se ha hallado unp ’

mavor nimero de ellas. L 4 f " Todos los casos detectados se
ayornumero de elias. Las mas ITeCUENIES oo\ antran bajo tratamiento dietético para
son las 233, que producen sustitucion de

> £O9 ) evitar el retraso mental, aunque en la
un aminoacido. Se han descrito 50 dele- ctyalidad en muchos paises desarrollados,
ciones, 45 mutaciones que producen un g| tratamiento se realiza de forma mas
procesariento erroneo del pre ARNm, jndividualizada, conociendo la mutacion al
22 ademas de la sustitucion de un nivel del gen y asi poder correlacionar
aminoacido por un codon de parada, y 5in- genotipofenotipo, para poder darle el
serciones, se han encontrado 24 polimor- tratamiento mas acorde con la mutacion que
fismos, que no causan afeccion. Aproxima- presenten los pacientes. Con este objetivo
damente el 10 % de estas mutaciones hanes que se decidié realizar este trabajo, para
sido descritas en regiones llamadas “ Islas conocer las mutaciones de los casos de
CpG” (CpG Island), que son regiones PKUYyde HFAy asi poder ofrecer una mejor
altamente susceptibles de sufrir cambios atencion a los pacientes detectados por el
por la presencia de dobletes CpG. Prgograma Nacional de Deteccion Precoz
Las hiperfenilalaninernias (HFA), se de la Fenilcetonuria.
producen por mutaciones en el gen que
codifica para la enzima fenilalanina B
hidoxilasa, que acttia sobre la conversion METODOS
de fenilalanina a tirosina; como conse-
cuencia se acumula la fenilalanina en el En este estudio analizamos DNA
organismo y se produce, como signo clinico genémico obtenido a partir de sangre
principal, retardo mental, el grado de retardo periférica de 28 PKU y 42 familiares de éstos
mental va a estar de acuerdo con la procedentes de diferentes provincias de
mutacion que es la que define que la enzima nuestro pais, 20 de los cuales se detectaron
tenga mas o menos actividad; cuando los neonatalmente por el Programa de
casos son mas severos, se conocen comd-enilcetonuria, el resto fueron casos que
fenilcetonuria. Se pueden diagnosticar se diagnosticaron tardiamente, pues
mediante pruebas que detecten la presenciahacieron antes de existir dicho Programa.
de fenilalanina en la sangre, como el método Para realizar el DGGE se amplificaron
microbioldgico de Guthriggue consiste en  mediante la técnica de reaccion en cadena



de PCR, segUPérez By otros los 13 exones En la tabla 2, se pueden ver las 16
de la PHA, con sus correspondientes mutaciones diferentes encontradas en los
secuencias intrénicas adyacentes, y diferentes exones del gen de la PHA. Se
posteriormente se aplicaron en geles observa que las méas frecuentes fueron la
desnaturalizantes de urea-formamida de 0 aE280k y la R261Q.

80 %, tras la generacion de heteroduplex, lo

que permitiria detectar todas las variaciones 1, o Tibos de mutaciones hallados

de secuencia presentes en estos fragmentos
del gen de todas las variaciones de Mutacion Cantidad Fenotipo
secuencia presentes en estos fragmentos=oggk 1

Severo

]
del gen de la PHA. Tras el andlisis por R261Q 9 Severo
DGGES Il t d 165T 3 Moderado
7 aquellos exones con patrones de s 1o 1 Severo
bandas aberrantes se secuenciaron direc-R2s2w 3 Severo
H At R68S 4 Moderado
tamente en un secuenciador automatico poy 5 Sovore
ALF express DNA. Sequencer, utilizando s-12 1 Severo
un kit de reactivos Promega. En algunos F3oL 1 Moderado
oo h 48 1 Moderado
casos por la reproducibilidad del método, szs9 1 Severo
el patron de bandas obtenido en la DGGE R15Q 1 Severo
n rmitié determinar directamente la yoon : Moderado
0s permitio dete ar directamente la /¢ o Severo
mutacién, al comprar los patrones 4osw 3 Severo
obtenidos con las mutaciones detectadas”%Y ! Benigno

anteriormente, y no fue necesario Total de mutaciones diferentes: 16.

secuenciar dicho exon. Resultaron ser las mas frecuentes en Cuba la E280K(19,3
%) ylaR261 Q(16 %).

RESULTADOS .
DISCUSION
Enlatabla 1, se puede observar el total

de mutaciones por exones. En ésta se En el estudio se identificaron el 91 %
aprecia que el mayor nimero corresponde de las mutaciones de los 28 PKU estudiados,

alexon 7. para un total de 51 cromosomas indepen-
dientes de un total de 56. La mayoria de las
mutaciones se verificaron en el exén 7, con

TABLA 1. Mutaciones por exones un total de 28 (tabla 1), para coincidir con lo

gue esta reportado en la literatura médica.

Bxon No. de mutaciones Se hallaron 16 mutaciones diferentes y
7 28 fueron las mas frecuentes la E280k y la R261
}‘13 2 Q, la cual es originaria de Galicia (tabla 2),
12 1 también se puede observar en la tabla, el
2 : fenotipo que producen estas mutaciones.
6 2 En el estudio molecular, de 42 padres de los
2 1

PKU se comprobd el caracter de la herencia
Total de cromosomas independientes estudiados: 56. mende“_anfa de _|’aS mutaciones encontradas‘
Total de mutaciones identificadas: 51 En la distribucion de las mutaciones por
% de mutaciones encontradas: 90 provincias, se destacan. Holguin, y fue la




mutacion mas frecuente la E280K (45,4 %) y intermedio. También se hallé6 que el caso
la Habana colaR261 Q (27,7 %). ndmero 33 era efectivamente portador de 2
De los PKU cubanos analizados (28), mutaciones que producen hiperfenilalani-
20 de ellos fueron detectados por el nemia benigna (A403V/R68S), pues la
Programa de Fenilcetonuria, neonatalmente, Primera se considera una mutacion para HPA
de un total de 23, con posibilidades de Pbenigna, y la segunda como una mutacion
diagndstico. Las mutaciones mas fre- qué produce un fenotipo suave que, sin
cuentes en Cuba (E280 Ky R261Q) difieren €Mmbargo, al estar en heterocigosis
de las de Espafia (IVS-10, A403V, V38gM, Sompuesta produce HPA benigna, lo que
165 T8y América Latina (IVS10, V388, 165T, comcu_je con el d|agnost|co real_lzado. al
R243Q, R408W e IVS-19p cual puede ser nacimiento por los cr)nveles de fenilalanina
porque las migraciones hacia Cuba, se en pIasrpa (4.9 mg %). En estos momer)t,os
originaron de partes de Espafia diferentes a3 es'ta trabajqndo en la cprrelacmn
las de América Latina. Se encontro el 20 % genot'lpo-fenoppo., para aqu,tar el
. : tratamiento y asi mejorar la atencion a estos
de consanguinidad en los padres de los pacientes.
casos analizados, lo cual también puede ser
parte de la explicacion de la alta frecuencia
de las 2 mutaciones mencionadas pgRADECIMIENTOS
anteriormente. Se demostro la herencia
mendeliana de las mutaciones halladas en Expresamos nuestro agradecimiento al
el estudio de 84 cromosomas de los 42 Centro de Biologia Molecular de la
padres estudiados. Resulto interesante queUniversidad Autonoma de Madrid, por su
una de las madres estudiadas, presentacolaboracién y apoyo en la realizacion de
fenilcetonuria atipica, y es homocigoética este trabajo. Un agradecimiento especial
para la mutacion V388M, que en para las doctoraslagdalena Ugarte,
homocigosis, produce un fenotipo Lourdes Desviat, y Belén Pérez

SUMMARY

Up to the present, over 500 mutations in human phenylalanine hdroxylase gene
distributed along its 13 exons have been described, being exon 7 the one that has the
highest number. The fact that phenylketonuria is caused by point mutations makes it
necessary to use a method of rapid analysis of each individual. This study analyzes
genomic DNA of 28 patients suffering from phenylketonuria and their parents from
different regions of Cuba. Amplification by the polymerase chain reaction was made
in the 13 exons before applying denaturating gradient gel electrophoresis and sequencing.
Sixteen different mutations were found in 91% of patient’s independent chromosomes
and the most frequent mutations were E280K and R261Q that comes from Galicia.
Mendel’s inheritance was proved in the patients” parents. The most frequent mutations
found in Cuba do not match with those in Spain and Latin America.

Subject headings: PHENYLKETONURIAS/diagnosis; PHENYLALANINE
HYDROXYLASE/analysis; PHENYLALANINE HYDROLASE/genetics;
MUTATION; DNA; POLYMERASE CHAIN REACTION; HEREDITARY DISEASES;
MOLECULAR BIOLOGY.
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