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RESUMEN

La deficiencia total o casi por completo de la enzima fenilalanina hidroxilasa (PAH)
conduce a la acumulacion de fenilalanina en los fluidos corporales, lo que produce un retardo
mental severo, el cual se diagnostica como fenilcetonuria (PKU). Este padecimiento es un error
innato del metabolismo de los aminodcidos y presenta una herencia monogénica autosémica
recesiva. El gene que codifica para la proteina PAH se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 12, en la regién 12g24.1. Esle gene se expande aproximadamente SOkb y consia de
13 exones. La identificacion temprana de esta enfermedad permite disminuir notablementa los
efectos en las personas afectadas. El objetivo principal del presente estudio es identificar las
mutaciones de la fenilalanina hidroxilasa y efectuar el correspondiente analisis genético poblacional
de la PKU. Esto con el fin de poder contribuir a obtener un panorama mas amplio sobre |a
verdadera situacién de la poblacidn costarricensea con relacién a esta enfermadad.

El estudio se realizéd en el Programa Macional de Tamizaje Meonatal y de Alto Riesgo,
entre setiembre del 2004 a mayo del 2008 e incluye todos los pacientes diagnosticados con PKU
en el periodo comprandide entre 1993 y 2004. Las mutaciones se identificaron por medio de la
técnica de la secuenciacion directa de cada exdn del gene de la PAH. Estas estan representadas
&n un 72% principalmente por tres mutaciones: la L48S, IVS1 nt5 y la IVS7 ntd, solo la primera se
encuentra en toda Europa mientras que las dos oltimas solo en la poblacién espafiola y con baja
frecuencia. También se identificaron dos polimorfismos: el V245V y el L3B5L. Se concluye que no
hay una relacian directa entre el genotipo y el fenotipo dentro de los genotipos identificados. En las
familias estudiadas existe endogamia para la mayoria de las parejas aunque sdlo se observa

conzanguinidad hasta la tercera generacién

Los rasultados obtenidos favorecen la presencia de un mejor servicio para la poblacién
mediante la deteccién temprana y seguimiento de pacientes con PKU, lo que permite agilizar el
diagnestico confirmatorio de las mutaciones presentes en el paciente, que facilia un consejo
genético eficiente y establecer una mejor origntacién y seguimiento tanto para el paciente como su
familia. Se recomienda: 1) hacer dnicamente los estudios para diagnostico a portadores si existe un
antecedente familiar de PKU en la familia y no generalizar en toda la region o pals, 2) no realizar
analisis de ADN a la poblacion prenatal de alto riesgo y se discute la pertinencia de efectuar
estudios de PKU en un conlexto ético, moral y legal
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I INTRODUCCION

La fenilalanina (Fen) es un aminoacido esencial presente en todas las proteinas,
cuya via metabdlica de mayor importancia fisiologica implica su conversion a
tirosina mediante una reaccion de hidroxilacion catalizada por la enzima hepatica

fenilalanina hidroxilasa (PAH & PheOH) (Guisar, 1994).

La deficiencia total o casi por completo de PAH conduce a la acumulacién de Fen
en los fluidos corporales, lo que produce un retardo mental severo, el cual se
diagnostica como fenilcetonuria (PKU, por sus siglas en ingles). El nombre se
deriva de la presencia detectable del acido fenilpirivico en la orina; producto

secundario de la fenilalanina. (Behrman et al,, 1997)

La PKU es uno de los errores innatos del metabolismo de los aminoacidos. Su
herencia es monogénica y autosomica recesiva, las distintas mutaciones en el gen
que codifica para la PAH tienen distinto impacto sobre la actividad enzimatica,
causando un rango de fenotipos clinicos desde PKU severa a hiperfenilalaninemia
leve la cual no requiere tratamiento. (Fusetti ef. al, 1998) Mas de quinientas
diferentes mutaciones han sido identificadas y anotadas para el gene de la PAH

en la base de datos pahdb.megill.ca (Scriver et. al., 2003)

El gene que codifica para |la proteina PAH se encuentra localizado en el brazo 12

q24.1. Este se expande aproximadamente S0kb y consta de 13 exones.




: 11 Manifestaciones clinicas
£l nifio afectado no tiene manifestaciones clinicas al nacer. El retardo mental se

manifiesta lentamente, sin apreciarse durante unos meses, suele ser grave y la
mayoria de los pacientes deben ser atendidos en centros especiales. Los vomitos,
a veces lo suficientemente intensos como para diagnosticar erréneamente una
~estenosis pildrica, pueden ser un sintoma precoz. Los nifios mayores no tratados

presentan hiperactividad con movimientos sin finalidad, oscilaciones ritmicas y

atetosis.

£n la exploracion fisica, los lactantes de origen caucasico, son mas rubios que sus
hermanos no afectados; tienen la piel blanca y los ojos azules. (Behrman et. al.,

1897). Esta falta de pigmentacién se comprende en la via metabolica de la

melanina, la cual se encuentra bloqueada en el precursor, ya que este pigmento
se da origen en el paso de L-tirosina a L-dopamina. Algunos presentan una
erupcion cutanea seborreica o eccematosa, que suele ser leve y que desaparece

a medida que el nifio se hace mayor (Behrman et. al., 1997)

La correlacion genotipo- fenotipo ha sido investigada in vitro e in vivo para varias

mutaciones y el analisis de mutaciones en neonatos afectados puede ayudar a

predecir [a severidad de la enfermedad (Zschoke et. al. 1995: Gamez et al 2000).

Conociendo la severidad de la PKU se puede ayudar a identificar particularmente
i3 intensidad de la ayuda a la familia especialmente las que presentan formas

severas de la enfermedad y ofrecer el asesoramiento de una forma mas racional.



1.2 Fisiologia
En ausencia de una via catabdlica normal para la fenilalanina, varias reacciones

que de otro modo tendrian importancia cuantitativa menor en el higado normal,
asumen un papel catabédlico principal. En la PKU, la deficiencia de fenilalanina
hidroxilasa produce la acumulacién de fenilalanina y de metabolitos que se derivan
de una via alterna de transaminacion -a saber, acido fenilpirdvico, acido
fenilacético producido por la descarboxilacion y oxidacion del acido fenilpiravico,
acido fenilactico producto de la reduccion del acido pirtivico y fenilacetilglutamina-
en sangre y orina.

Una vieja hipotesis practicamnente ahandunad‘é, a favor de un desbalance de
aminoacidos provocado por el exceso de Fen sugiere que las altas
concentraciones de estos melabolitos interfieren en el desarrollo normal del
encéfalo, provocando retardo mental. (de Céspedes el al. 1989)

Los trastornos metabdlicos principales, relacionados con el defecto en la
capacidad para convertir a la fenilalanina en tirosina pueden clasificarse en fres
amplios grupos: defectos en la fenilalanina hidroxilasa (hiperfenilalaninemia tipo | o
PKU clasica), defectos en la dihidrobiopterinreductasa (hiperfenilalaninemia tipos
Il y Il) y defectos en la biosintesis de la dihidrobiopterina (hiperfenilalaninemia tipo
IV y V). Cabe resaltar que los tipos |, Il y lll, no representan categorias claramente
separadas, se han dado rangos que hasta cierto punto son arbitrarios; en todo
caso cualquier paciente con Fen mayor de 7 mg/dl, debe tratarse con dieta y el
tiempo dira si la hiperfenilalaninemia fue persistente, o leve transitoria. No
obstante existen otras clasificaciones, algunas de ellas ya desechadas por los

expertos. (cuadro 1)




as hiperfenilalaninemias producto de una deficiencia o defectos en la sintesis de
enzima dihidrobiopterina reductasa no conducen a una PKU clasica, pero si
Senen efectos en la PAH y en otras enzimas dependientes de |la biopterina como
cofactor. En contraste con la PKU clasica, los sintomas clinicos resultado de los
@=fectos del metabolismo de la biopterina no son tratables con una simple dieta
sestringida de f&nilalanina. sino que requieren la administracion de la coenzima

activada (BH4) (Murray ef. al, 1988) .

Cuadro 1: Tipo de Hiperfenilalaninemias

Condicion Defecto B Tratamiento
Fenilcetonuria Ausencia de fenilalaninahidroxilasa Dieta escasa en
fenilalanina
Hiperfenilalaninemia Disminucidn de Ia fenilalanina Ninguna a] dieta
persistente hidroxilasa terapéutica tempaoral

Hiperfenilalaninemia leve Retraso en la maduracion de la Igual que en el tipo Il
transitoria hidroxilasa :

Deficiencia de dihidro- Deficiencia o ausencia de Dopa, 5- OH- triptdfano,
biopterinreductasa dihidrobiopterinreductasa carbidopa

Funcion anormal de la Defecto en la sintesis de la Dopa, 5- OH- triptdfano,
dihidrobiopterinreductasa dihidrobiopterina carbidopa

Hiperfenilalaninemia icatabolismo de la tirosina? Ingestion  reddcida de
persistente y tirosinemia fenilalanina

Tirosinemia necnatal Inhibicién de la p- hidroxifenil Vitamina C
{ransitoria pirdvico- oxidasa

Tirosinemia heraditaria Deficiencia: Dieta escasa an tirosina
1. p-OH fenilpiruvato
desoxigenasa
2. ftirosinaminasatransferasa
citoplasmatica
3. fumarilacetoacetato Dieta escasa en tirosina
mas inyecciones  de
glutation

i efal 1988



1.3 Bioquimica

La fenilalanina hidroxilasa (PAH)es un enzima metabélica que convierte la
fenilalanina a tirosina, utilizando oxigeno, hierro y 6R-tetrabioterina (BH4) como
cofactor (Kaufman et al citado por Horne, J 2002) (Figura 1). PAH es miembro de
la familia de las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos junto con la tirosina
hidroxilasa (TH) y la triptéfano hidroxilasa (TPH). TH y TPH estan involucradas en
la sintesis de neurotransmisores, dihidrofenilalanina (L-DOPA) y serotonina,
respectivamente. Las hidroxilasas de los aminoacidos aromaticos tienen un
mecanismo similar y tienen en comun la estructlra de tres dominios que consisten
en: un dominio regulatorio N-terminal, un dominio catalitico y un dominio de

tetramerizacion C-terminal (Horne, J. 2002).

PHENY LALAMNINE-
GHYDROKYLASE: PAH
: 1.14.16.1
L-phenylalanine »|-tyrosine

tetrahydrobiopterin dec-hydroxy-5.6,7.8-tetrahydrobiopterin

0y

"o L-detydra-ascorb:

H:0

0,
TS =Ty
meanmnea aras alic-L - aving - scid
tprasine hpdromylase (Hap Ha-TH - dacagtamilaze (M Ha-DOo
Lityrsine 114162 = 41128
it T #1-dopa — *ddapaming
I =
{ 1 )
0y de-hydioxy-tetrabypdrobiopterin Ll
A cpaining _ Lrascorbale
monsnxygenazs ialk Hs-DBEH |7
IRIRTrA
phesylet hanolamine M
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211 .28 ]
inlerm alire - - deeiialiiee
r

Figura 1: Via metabdlica de la fenilalanina. (Scriver Zﬂﬂﬂu ;
& ayl-L-homocygsiene S-ade n:u-l-mlm




BAH controla los niveles de fenilalanina el cual es un amino4cido esencial y es

sujeto de largas fluctuaciones debido a que se ingiere segun la dieta,

Por un lado los niveles de PAH en el higado son tales que si no se controlan, la
‘&nzima podria rapidamente consumir la fenilalanina almacenada y por otro lado
los metabolitos de Ia fenilalanina son toxicos para el desarrollo del ¢erebro. Por lo
‘Gue la PAH es altamente controlada por una variedad de mecanismos. Algunos de
=llos son: activacion de sustrato por fenilalanina, inhibicion por BH4, como
regulador negativo, este bloguea la activacion de Ia fenilalanina y la activacion por
fosforilacion(Horne, J. 2002).

Fara Fusetti et. al., 1998 la estructura cristalina de Ia fenilalanina hidroxilasa es un
Elramero  ( ﬁg_ura 2), donde cada monémero contiene un dominio de
Selramerizacion y otro catalitico. EI dominio de tetramerizacion se caracteriza por
2 presencia de un brazo cambiante que interactua con los otros mondmeros

ndo un “coiled- coil” antiparalelo. Este dominio consiste en dos cadenas .

brazo se extiende sobre un monémero vecino formando las cuatro hélices

de cada monémero) fuertemente empaquetadas en el centro de la estructura.

ra 2)




= 2 Estructura cristalina de la fenilalanina hidroxilasa (PhrOH) http: /ieww.pahdb.megill.ca
{Scriver 2003)

estructura tetramérica de la PheOH estd formada por dos dimeros
acionalmente diferentes, una superposicién de estos dos mondmeros
stran el dominio catalitico y el de tetramerizacién. Si los dos monémeros son
separadamente, son idénticos estructuralmente pero adoptan

ente diferentes orientaciones.

cree que la activacion de PAH se alcanza por la fosforilacién especifica del

wnio regulatorio y/o per la activacién del sustrato. Esta ultima activacion ha sido

Beto de intensos estudios bioquimicos y espectroscopicos los cuales han

srado que es altamenie cooperativa entre las cuatro subunidades y siempre es
mpafiado de cambios en la estructura terciaria lo que da como resultado una
2ficacion de la estructura del mondmero y promueve una fuerte asociacion a la

=face de dimero. Esto también se aprecia por los cambios en el volumen de la




tetramérica, por el intercambio dimero- tetramero el cual se une a la L-
ina. La estructura asimetrica del tetramero PheOH Cterm puede
ntar un estado intermedio y sugiere una alta flexibilidad en el dominio de
=tramerizacion que es requerida para una optima orientacién del dominio para la

e=talisis (Fusetti ef. al. 1998).

Ademas en un estudio de analisis de expresion en mutaciones de PAH, se
observo que el mantenimiento del sitio de unién del hierro es crucial para la
mitegridad del mondémero, al igual que para el ensamblamiento para Ia
oligomerizacion de la proteina. Estos resultados se obtuvieron luego de que se
analizaran las mutaciones L348Y y V388M . (Gamez, A. 2000).

En este mismo estudio se demostré que la proteina puede ser modulada por
proteinas chaperonas y las condiciones de temperatura lo que puede ayudar a
explicar las inconsistencias genotipo-fenotipo descritas para algunas mutaciones

(Gamez, A. 2000).

Se ha observado que el dominio catalitico presenta el mayor numero de

mutaciones causantes de PKU (Fusetti ef. al. 1998).

Tambien es importante resaltar que los monémeros pueden estar formados por un
alelo mutado 1 (M1) y un segundo alelo 2 (M2) y las posibles combinaciones
como: (M1)4 & (M2)4, homotetrameros, asi también las combinaciones (M1)3
(M2)1, (M1)2 (M2)2, (M1)1 (M2)3, heterotetrameros. Asi para mutaciones

‘severas’, deleciones, inserciones, terminacion prematura, mutaciones en intrones




(que lleven a defectos en el “splicing”), la actividad es muy poca o no hay. De esta
manera los pacientes que tienen un alelo con una mutacién severa podria tener

una mayor actividad enzimatica del segundo alelo (Erlandsen, H. 2001)

|.4 Situacion de la PKU en Costa Rica

En 1982 se describieron los primeros casos de PKU en Costa Rica, en un estudio
que de acuerdo a los autores, representa una etapa previa de interés al programa
de deteccion masiva neonatal de errores congeénitos dell metabolismo (ECM) en

Costa Rica (de Céspedes et. al. 1983; de Cespedes e, al. 1984)

En 1990 se inicid oficialmente por Decreto Ejecutivo el Programa de Tamizaje
Neonatal y de Alto Riesgo (PNT), el cual involucra actualmente diferentes
instancias del sistema de salud incluyendo desde los equipos basicos de atencién
integral en salud (EBAIS) hasta los servicios mas especializados del Hospital
Nacional de Ninos “Dr. Carlos Saenz Herrera” (de Céspedes ef. Iaf. 2003) El
objetivo fundamental de este Programa Nacional de Tamizaje es el de prevenir el
retardo mental y otras discapacidades provocadas por enfermedades metabdlicas
hereditarias y trastornos relacionados, por medio de su deteccidn y tratamiento

temprano. Ademas de iniciar el desarrollo de servicios de Medicina Predictiva

dentro del Sistema de Salud de Costa Rica (de Céspedes et. al. 2003)




En la decada del 90, De Céspedes et al (1994) y Santos et al (1996) realizaron un
analisis genetico- molecular en pacientes de PKU, diagnosticados previamente al
Programa Nacional de Tamizaje Neonatal, con dafio neurolégico y con la PKU
clasica. El analisis de las mutaciones se realizd en forma directa e indirecta (por
medio de haplotipes). Sus resultados indicaron la exclusibn de mutaciones
presentes en poblaciones europeas y mediante la secuenciacion directa se
identifico una nueva mutacion la IVS7 nt3, asi como la presencia de polimorfismos
silenciosos, Estos autores concluyeron que el estudio es parte de la contribucién
para la caracterizacion de la poblacion costarricense; orienta el consejo genético y

se considera que podria orientar otros estudios moleculares.

I.5 Epidemiologia de la PKU

Estudios epidemiolégicos muestran que el rango de la frecuencia de PKU es
variable en distintas partes del mundo; asi, en Turquia es aproximadamente de 1
en 2600, mientras que en Japon es de 1 en 12000. En general, en poblaciones de
origen caucasico la PKU tiene una prevalencia global de 1 en 10 000 (Eisensmith

1992)

De acuerdo con las estadisticas del Programa de Tamizaje Neonatal en Costa

Rica la incidenciaes de 1 en 49 176




I.6 Justificacion

Para llevar a cabo estudios como el presente, la biologia molecular ofrece un
amplio repertorio de técnicas para identificar las diferencias entre los distintos
genomas: desde las muy generales hasta muy especificas como la secuenciacion,
y la utilizacidn de gran cantidad de marcadores para ciertas regiones del genoma,

los cuales proveen mucha informacion de sitios probablemente polimorficos.

En este contexto, se han identificado en el gen de la PAH alrededor de quinientas
mutaciones y muchas de ellas responsables de la PKU; por lo tanto al estar
disponible la tecnologia adecuada se puede contribuir para obtener un panorama
mas amplio sobre la verdadera situacion de la poblacion costarricense con

respecto a esta enfermedad.

El analisis genético-molecular ayudaria a brindar un mejor servicio a la poblacién
mediante la deteccion temprana del gene PKU y su posterior .seguimientu,
evitando o minimizando las consecuencias con un diagnéstico confirmatorio de las
mutaciones presenties en gl paciente y con esto se logra un perfil genético
individual para la PKU y de esta manera personalizar el tratamiento para obtener
una mayor efectividad. Al mismo tiempo permite ofrecer al paciente y su familia un

consejo genético eficiente y establecer una mejor orientacion en los pasos a seguir

en todos los aspectos relacionados con la enfermedad,




Il. OBJETIVOS

IL.1 Objetivo general

Identificar a un nivel molecular las mutaciones de la fenilalanina hidroxilasa y
efectuar el correspondiente analisis genético poblacional de la PKU, en nifios
afectados y detectados por el Programa Nacional de Tamizaje Neonatal y de Alto

Riesgo de Costa Rica

1.2 Objetivos especificos

2 1Realizar el tamizaje molecular de las mutaciones en la fenilalanina
hidroxilasa en pacientes detectados y diagnosticados de PKU por tamizaje
neonatal en la poblacién costarricense en el periodo comprendido de enero

de 1993 a diciembre del 2004,

2.2Conocer algunos aspectos de la epidemiologia genética de la PKU de

Costa Rica mediante la recolecta de informacién de cada familia

2.3Reconocer |a localidad del espectro de mutaciones de PKU de la poblacion

costarricense estudiada.

2.4 Analizar correlaciones genotipo-fenotipo en los pacientes estudiados

12




Il METODOLOGIA

lll.1 Poblaciéon estudiada

El analisis de mutaciones se desarrolld en todos los pacientes diagnosticados con
PKU en el Programa Nacional de Tamizaje Neonatal y de Alto Riesgo en el
periodo comprendido de enero 1993 a diciembre 2004

Se considera un resultado positive por tamizaje cuando la concentracion de
fenilalanina en “la mancha seca de sangre” recolectada en el papel de filtro
especial, esta por arriba del punto de corte de 4mg/dl. Posteriormente se realiza
un analisis mas preciso desde el punto de vista cuantitativo en un analizador
automatico de aminoacidos; las concentraciones iniciales de Fen en los pacientes

estudiados fueron de 19 a 40mg/dl. Para un total de 15 familias

IIl.2 Recoleccidon de las muestras de los pacientes

Se tomé una muestra de sangre periférica del antebrazo de cada paciente que
consiste en 1.5- 5cc de sangre en tubos con EDTA de acuerdo a los
procedimientos del laboratorio establecidos, y previa firma del consentimiento
informado una vez leido y explicada la naturaleza del estudio. La férmula de
consentimiento informado fue aprobada por el Comité Local de Bioética e
Investigacion del Hospital Nacional de Nifios (CLOBI- HNN) en setiembre del 2004
(Ver anexo 1), los padres del paciente debieron completar el cuestionario disefado
para la recopilacion de datos de la informacion epidemiolégica de PKU. Una

muestra de esia informacion se encuentra en el anexo 2




La extraccion del ADN se realizo a partir del procedimiento “salting-out” suscrito

por Miller y Polesky (1987).
111.3 Analisis mutacional

.31 Los 13 exones del gen de ia fenilalanina hidroxilasa se amplificaron
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa {Pcﬁ) de acuerdo con Gable e-rt.
al. 2003, y Zschocke et. a/.1985

Las secuencias de los imprimadores utilizafcs y el tamafo de los fragmentos

amplificados se encuentran en el cuadro 2

111.3.2 Condiciones de reaccion en la PCR
Las condiciones de la PCR se encuentran resumidas en el cuadro 3, y el

perfil utilizado es igual para lm:ias los exones

111.3.3 Electroforesis y tincion
Los productos finales obtenidos en la PCR, fueron separados en una
electroforesis de geles de agarosa al 3% y tincién con bromuro de etidio, para su

confirmacién, cuantificacion y posterior purificacion para efectuar |la

correspondiente reaccién de secuenciacion.




Cuadro 2: Secuencia de los imprimadores, concentraciones finales y
tamano del producto (Tanksley, 2003)

exones Nombre del | Secuencia "~ Tamano Secuencia
PAH imprimador producto inicial del
aprox imprimador
Exon TF-PKU | TTAAAACCTTCAGCCCCACG — e
1 1R-PKU | TGGAGGCCCAAATTCCCCTAACTG
Exén IF-PKU | GAGGTTTAACAGGAATGAATTGCT 264 pb oF- PKU
2 _2R-PKU_ | TCCTGTGTTCTTTTCATTGC
Exén IF-PKU | GCCTGCGTTAGTTCCTGTGA N 3 L)
5 3JR-PKU | CTTATGTTGCAAAATTCCTC P
Exon 4F-PKU | ATGTTCTGCCAATCTGTACTCAGGA | .0 - FRU
4 41R-PKU | CAAGACATAGGCCATGGACT P
Exon 5F-PKU | TCATGGCTTTAGAGCCCCCA P o
5 5R-PKU | AGGCTAGGGGTGTGTTTTTC P -
Exén BF-PKU | CCGACTCCCTCTGCTAACCT
6 BR-PKU | CAATCCTCCCCCAACTTTCT 326 pb 6F- PKU
Exén 7F-PKU | GGTGATGAGCTTTTAGTITICTIIC | ,ea A D
7 7R-PKU | AGCAAATGAACCCAAACCTC P
Exén 8F-PKU | TGGCTTAAACCTCCTCCCCT 6 b S b
& BR-PKU | CTGGGCTCAACTCATTTGAG P
Exon SF-PKU | ATGGCCAAGTACTAGGTTGG
g SR-PKU | GAGGGCCATAGACTATAGCA 185 pb 9F- FiU
Exon 10F-PKU | TTAACGATCATAGAGTGTGC
10 10R-PKU | ACAAATAGGGTTTCAACAAT 232 pb 10F-PKU
Exon 11F-PKU | TGAGAGAAGGGGCACABATG R S——
11 11R-PKU | GCCAACCACCCACAGATGAG P
Exon 12F-PKU | ATGCCACTGAGAACTCTCTT
12 12R-PKU | GATTACTGAGAAAGTGGCCT 234 pb 12F-PKU
Exon 13F-PKU | GACACTTGAAGAGTTTTTGC
13 13R-PKU | TTTTCGGACTTTTTCTGATG 180 pb 13F- PKU

Cuadro 3 Perfiles de la PCR (Gable et. al. 2003), utilizados en este estudio.
Programa Nacional de Tamizaje neonatal de Costa Rica. 2005-2006

Condiciones de reaccién Condiciones de amplificacion
_(para todos los sitios) (para todos los sitios)

ADN 10 ug 95%/3°

Imprimadores 0.2- 1.2 pmol a5°15™"

Taq polimerasa 0.05 U 56°/30° } 35X

KCI 50 mM 7271307

Tris- HCI 10 mM

MgClz 4 mM 72°I7"

dNTPs 0.8 mM 4% o
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I11.3.4 Purificacién de los productos de la PCR
Cada exon amplificade se purificdé siguiendo el procedimiento del Kit de
purificacion de Fermentas #K0513. En este estudio se efectuaron las
siguientes modificaciones con resultados satisfactorios, dado que al realizar el
procedimiento segun el manual, no se obtenia una buena recuperacion del
ADN:

1_ Se e..iimintr el vortex y se agitd manualmente (con el dedo), ya que se
evita que en el gel de prueba se observe una banda adicional de menor
tamafio, la cual se concluyé que era un fragmento de la banda original por lo
gue se estaba quebrando el fragmento de ADN.

2_ Se disminuyeron las cantidades de buffer de lavado de 500ul a 150l y

las repeticiones de 3 a 2, obteniéndose buenos resultados.
[11.3.5. Reaccidn de secuenciacion

Una vez purificados los productos de la PCR, se lleva a cabo la reaccion con el
kit de secuenciacion Big Dye terminador v1.1, segun las recomendaciones del
protocolo (Cuadro 4)

Cuadro 4. Condiciones para las reacciones de secuenciacion utilizadas en

la presente investigacion. Programa Nacional de Tamizaje neonatal de
Costa Rica. 2005-2006

Condiciones de reaccion Condiciones secuenciacion (para todos
los sitios)

Producto purificado 250ng 96°C 1min

Oligonucleotido 3.2pmol 96°C 10°

Big dye 2.0 80°C 6" } 25 ciclos

Buffer 2.0 60°C 4

Agua llevara 20 yl | 4°C




I11.3.6 Purificacion de los productos de la reaccién de secuenciacién
Se utilizo la purificacion con etanol/EDTA/ Acetato de Sodio, recomendado por

el protocolo Big Dye Terminador v1.1 Cycle Sequencing kit

lll.4 Analisis de las secuencias de la PAH

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en el Analizador Genético 310
de la Escuela de Biologia con el capilar largo de secuenciacion y los siguientes
reactivos: POP 6, STR. Y las siguientes condiciones de corrida: Seq POP6 (1ml)E,
DT POP6 DB

En este punto se disminuy¢ el tiempo de corrida de 120 minutos a 80 minutos, ya
que en los primeros electroferogramas de buena calidad se observé. que las

secuencias se obtenian en una hora.

Se utilizaron los programas requeridos por el analizador genético de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y también el programa Seqgman, para el analisis de los
exones de cada probando, comparandolos con la secuencia estandar del gene de

la PAH segun GeneBank: NM_000277.

l1l.5 Analisis poblacional

Se construyeron genealogias con la informacion descrita en el punto lll.1 y se
calculé con ellas el coeficiente de endocruzamiento. Los lugares donde se localizd
la enfermedad se determiné por medio de los lugares de nacimiento de los ninos.

El efecto migratoric de cada uno de los alelos mutantes se determino a partir del
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lugar de nacimiento de cada uno de los padres o a partir del sitio de residencia en
los primeros afos de vida de cada uno de ellos.

Las genealogias se dibujaron con la ayuda del programa de computacion Cyrilic

2.1 (Chapman, 1993).




IV RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Analisis de las secuencias

En el andlisis de electroferogramas (Fig. 3), se observan los picos de las
diferentes bases nitrogenadas y dos secuencias, una de ellas es la de la muestra
en andlisis y la otra corresponde a la secuencia estandar. Por lo tanto, un cambio
de una base en estado homocigota se observa como un pico simple y difiere con
la secuencia de referencia, la cual indica la base nitrogenada a que corresponde
(Fig. 3A), mientras que el cambio en estado heferocigota se percibe en el
electroferograma como un doble pico debido a la presencia de ambas bases

nitrogenadas y en la secuencia de la muestra cambia la letra (Fig. 3B).

R ' "“*I | 'l||| | ' 1\
Lf y ;,x \I 5? | /\/\L f’\. ! mu\ i \LJ

G#.I.‘".'.GL';_ _GGTE-.'.TCCJ\.EEEEnGEE'EnfE'f:

|EAETTTEEAEAeqq=;c:ucuq:nnc:tunncngf

ﬁ;.;n;:.;.nxar.'f'rnET—G:&TT&G::AALE T8 ¢ G

Figura 3 Andlisis de los electroferogramas mostrando: A sustitucion de G por T en estado
homocigata, B sustitucién T por G en estado heterocigota
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Luego de un andlisis exhaustivo de las secuencias, se lograron identificar un total
de ocho cambios puntuales desglosados én el cuadro 5. No se observaron

deleciones ni inserciones.

Cuadro 5: Mutaciones identificadas en los probandos PKU, Programa
Nacional de Tamizaje neonatal de Costa Rica. 2005-20086.

Nlamero
Mutaciones de aleios %
L48S 10 31,25
lvs1 nt5 7 21,88
Ivs7 nt3 6 18,75
R261Q 1 3.13
A309V 1 313
1 3,13
ND 7 21,88
Polimorfismos
\245Y 5
| L385L 2
ND no detectada

A partir del cuadro 5 se puede concluir gue aproximadamente con tres mutaciones
se cubre el 72% de los probandos caracterizados. Estas mutaciones son L48S,
IVS1 nt5 y IVST nt3. EI 18,73% no identificadas puede atribuirse a varios factores,
a2 saber: 1 el disefio de los imprimadores; 2 la region del promotor no se tomo en
cuenta; y 3 al ser la PAH una enzima que pertenece a las hidroxilasas y que junto
con ofras enzimas participa en las vias de sintesis de neurotransmisores comparte
mecanismos reguladores como lo son las fosforilaciones, moléculas chaperonas y
vias de degradacion, lo cual lleva a pensar que no solo en el gene de la PAH se

encuentran todas las mutaciones.
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Por ejemplo, dos de las mutaciones identificadas en el presente estudio la R261Q
y la A309V, fueron caracterizadas en el estudio de Pey et al (2003) con un analisis
de expresion de mutaciones, mieniras que la R261Q es caracterizada como una
de las mutaciones que mas responde en los sistemas eucariotas y procariotas
cuando hay cambios de temperatura y chaperonas. Por otra parte, a la mutacion
A309V le ocurre todo lo contrario ya que se observo una mala oligomerizacién y

una mala estabilidad térmica.

Las mutaciones identificadas se encuentran distribuidas en los genotipos que se

muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6: Genotipos de la PAH en los probandos con PKU de este estudio.
Programa Nacional de TamizajeNeonatal de Costa Rica, 2005-2006

Genotipo Numero de | %
individuos
L48S lvs7 nt3 | 4 25,00
L4885 lvs1 nt5 | 3 1B,75
Ivs1 nts | Ivs7 nt3 | 1 6,25
lvs1 ntS | lvs1 ntS | 1 6,25
L4BS R261CQ [1 6,25
L48S ND 2 12,5
lvs1 nt5 | ND 1 6,25
lvs7 nt3 | ND k. 6,25
A308V | ND 1 6,25
1 6,25

ND ND

En el cuadro 7, se presentan los niveles de fenilalanina en |la sangre para un
mismo genotipo mostrando diferentes concentraciones.

Cuadro 7 Niveles promedio de fenilalanina en sangre para el genotipo
IVS1 nt5- L48S. Programa Nacional de TamizajeNeonatal de
Costa Rica, 2005-2006

Probando Promedie DST
40185 896 4,08
40114 510 4,07
40144 10,54 3,57




En un estudio de Horne (2002), se observo que no hay una relacion directa entre
genotipo y fenotipo al igual que en el presente estudio. Una de las razones por las
que se justifica esta discrepancia es por la importancia de la via metabdlica a la
que pertenece esta enzima y que a la vez posee una alta regulacion por la accion

de otras enzimas.

Pey y colaboradores (2003), demostraron en su estudio que muchas de las
discordancias genotipo- fenotipo se deben, entre otras causas, a errores en
empaquetamiento, propiedades regulatorias -defectuosas y que pueden originar
alteraciones en el sitio de union de la fenilalanina. Ademas, es importante sefialar
gue toda esta variacion entre individuos también depende de la calidad del
sistema de control de cada paciente, incluidas las enzimas chaperonas y las

proteasas.

Recientemente se han encontrado mecanismos como el de Ia actividad de |la BH4
como cofactor y chaperona, los cuales fueron sugeridos después de observar el

cambio conformacional de la PheOH (Pérez et al 2005).

Uno de los casos analizados en este estudio fue el de una familia en la que dos
hermanos afectados presentaron genotipos diferentes. Segun Johnston, U
(1994) fenotipos dispares pueden ocurrir en una misma familia por modificaciones

en la expresion del gene de la PAH por otros loci o factores ambientales tales

como la dieta.




Estas diferencias en cada sistema hacen que la fenilalanina se regule de forma
independiente para cada caso lo que provoca las diferencias tan marcadas en un
mismo genotipo, situacion que sugiere estudiar no solo la PAH sino también las

vias de regulacién de la fenilalanina.

Las mutaciones gue se encuentran en el sitio de editaje del ADN deben ser
consideradas con precaucion y Sus efectos caracterizados detallatélamente,
tomando en cuenta resultados generados en olros estudios (Desviat et al 2004),
donde se observo que se generaban algunos. transcriptos normales para la

proteina

Otro de los resultados observados indican que, aiin no existiendo una relacion
directa genotipo fenotipo, dos de los probandos presentaron genntipué en los
cuales las mutaciones alteran el sitio de edicién del ADN “splicing”, lo que sugiere
un mayor descontrol en los niveles de fenilalanina en la sangre, que s€ reflejan en
los controles de laboratorio, en su mayoria mas elevados que los otros genotipos

combinados con otras mutaciones dentro del exon.




IV.2 Comportamiento poblacional de la PAH

En el cuadro 8, se elabord una comparacion de diferentes estudios con respecto a
la presencia o ausencia de las mutaciones en el continente europeo. Los
resultados obtenidos muestran lo siguiente: 1_ que la mutacién L48S esta muy
distribuida en toda Europa, mientras que mutaciones como la IVS1 nt5 y la IVS7
nt3 estan reportadas solo para la poblacion espa.ﬂola y muestran una baja
frecuencia,

2_ En la poblacién de Costa Rica incluida en este estudio, las mutaciones con

mayor frecuencia son la L48S, la IVS1 nt5 y la IVS7 nt3 respectivamente.

Santos et al(1996), en un estudio previo en Costa Rica identificé cinco
mutaciones a saber: IVS1nt5, L48S, |VS7nt3, E221G, e IVS12nt1. Los resultados
obtenidos en la presente investfga..:iﬁn confirman solo la presencia de las tres
primeras y muestra que las mutaciones mas comunes en Costa Rica fueron la
L485, la IVS1ntS y la IVST nt3. Ademas se detecto el pnlfmnrﬁsrﬁn silencioso

L3B5L, no reportado por Santos et. al. (1996)

Segun esta autora las mutaciones IVS1 nt5 e IVS12nt1 fueron originalmente
cbservadas en Dinamarca, mientras que la L48S y la E221G en la poblacion

Turca.

Por ofra parte, en poblaciones latinoamericanas, para Brasil se reportan las

mutaciones IVS10 nt11 junto con la V388M, mientras que en Venezuela la A309V:
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segln la base de datos de la PAH, de estas solo la A309V se encuentra en la

poblacién costarricense estudiada.

El estudio de Morera et al (2003), sugiere que es un error asumir un origen
europeo a priori para cada caracteristica o enfermedad encontrada en la poblacion
costarricense, dado el gran aporte genético por parte de la poblacion amerindia y
en menor cantidad el africano. 5‘;1 retomamos la historia de la colonizacion de
Costa Rica podemos entender como es que |a mutacién L48S esta presente en
todo el territorio, mientras que la IVS7 nt3 reportada por primera vez en Costa Rica
por Santos et.al (1996) tiene una alta concentracion en la region central del pais

lugar donde se encontraban los huetares.

En la figura 4 (mapa) puede observarse como las mutaciones identificadas en este
estudio se distribuyen a lo largo del todo el pais sin mostrar un patrén definido. La
mutacién L48S y la IVS1 nt5 se observan a lo largo de todo el territorio, mientras

que la IVS7 nt3 muestra cierta agregacion en la zona de Desamparados-Aserri Y

Alajuelita.




Cuadro 8: Presencia (P) o ausencia (A) de las mutaciones de PKU mas frecuentes en varios paises.

Pais Mutaciones
IWS10nt 11657 WV3BBM R2610 EZBOK IVS1nlt A403Y RGBS R2Z43X R2430 P281L AJ0OV L311F S340P Yd414P L4BS IWS7ni3 M1V F289C S5349F Referancia
Espafia P P P P P P P P P P p P P P P P P P Pérez, B 1997
P P P A P P P P P Zchocke, J. 200
Canada
Este Quabac P P A P A A P A P P P Carer, K 1998
Oeste Quebec P P A P A p P P P P P Carer, K 1998
Mantreal P P A P P A P P P P P Carlar, K 1988
La Provincia P P P P P P P P P P Carter, K 1958
Inglatarra
(suroesia) P P P P P P P P P P Zchocke, J. 200
Ifanda
{Norte) P p A P P P P Zchocke, J. 200
Irfanda
(RO} P P P p ] . p P Zchocke, J. 200
Ifanda
(Munstar) p P P P Zchocke, J. 200
Irfanda |
(Leinster) P P P P Zchocke, J. 200
Alemania{2003) P P A P P P P P P P Zchocke, J. 200
Belgica P P P P P P P P P Zchocke, J. 200
Francia P P A Zchocke, J. 200
Francia
(Nartz) P P P P P P P P P P Zchocke, J. 200
Croacia P A A P A A P A Zchocke, J. 200
Bulgaria P A P A P A Zchocke, J. 200
Itaka
{Sur) P P P P P A Zchocke, J, 200
Silicia P : A P P P P A, P Zchocke, J, 200
Venezuela p www.pahdb.
Brasil P P www.pahdb.
P P P
Costa Rica Sanlos (1926)
P P P P P Presente estudi
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Asi como en el pasado hubo un flujo de la cultura Chorotega que llegd hasta
Guanacaste y ciertas partes de Puntarenas, actualmente se presenta el aporte
nicaragliense como otro mas de esta cultura, el cual a su vez ha llegado mas

hacia el Valle Central e inclusive parte del Caribe ver cuadro 9 y figura 5. (mapa)

Cuadro 9: Distribucion geografica segun la procedencia de los probandos y
el lugar de nacimiento de sus padres. Programa Nacional de
Tamizaje Neonatal, 2004-20086.

Procedencia Procedencia Procedencia
probando padre madre
Greda Alajuela Alajuela
SanRamon  Algjuela Alajuela
Aseri Nicarm__ San Jose
Sabanilla San Jose San Jose
Desamparados San Jose
Limon Limon
Zona Sur Puntarenas Puntarenas
Coronado San Jose San Jose
Aserri Nicaragua Nicaragua
Alajuelita San Jose San Jose
Desamparados San Jose
Desamparados San Jose
Cartago Cartago Cartago
Cafas Nicaragua Nicaragua
Alajuela Algjuela Alajuela
Pavas Nicaragua Guanacaste

Es importante también mencionar que parte de la poblacion estudiada esta

constituida por pacientes de origen y descendencia nicaragiiense, la cual mostro

una alta frecuencia para la mutacién VS 1nt5.
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Ademas de toda esta distribucién por parte de nuestros amerindios, se observa
otro factor, el efecto migratorio. En el caso de los padres costarricenses de los
probandos este es relativamente bajo ya que en su gran mayoria las parejas no se
desplazaron grandes distancias, como se puede observar en el mapa, excepto
para las parejas o individuos procedentes de Nicaragua. En el caso de los

probandos suele coincidir con el sitio de procedencia de los padres también con la

excepcion de los provenientes de Nicaragua ya que estos nacieron en Costa Rica.

A pesar de que se da la endogamia en la muestra de la poblacién estudiada, como
se muestra en las genealogias (Anexo 2) no se observd consanguinidad, ya que

en ninguna de las familias estudiadas se presentaron cruces entre parientes en la

tercera generacion, por lo que no se analizo la consanguinidad (Ver genealogias)




V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Al finalizar este proyecto se originan varias conclusiones, entre ellas algunas con

implicaciones éticas, a saber:

1. Estudios de los portadores del gene de la PKU en la poblacién general. Si bien
la enfermedad en nuestro pais podria estar agregada en pequenos grupos
poblacionales especificos para ciertas regiones, podria pensarse en la posibilidad
de implementar un astudio sobre la genética de pnbla_ciones en esas regiones, Sin
embargo es recomendable hacer unicamente I;s estudios para diagnostico a los
portadores debidamente identificados, si existe un antecedente familiar de la PKU

y no generalizar para toda la regién o el pais.

2 Relacionado con lo anterior, se recomienda no realizar los analisis de ADN para
la PKU a la poblacién prenatal de alto riesgo en nuestro pais, a pesar de los
antecedentes familiares de dicha enfermedad; ya que esto podria originar dilemas
éticos, morales y legales, como llegar a contemplar el aborto y este procedimiento
es contrario a la vida humana, las leyes de la republica y de la mayoria de las

religiones.

3 No realizar otros estudios basados en ADN a partir de las muestras obtenidas
de las familias de PKU con otros propésitos que no fueron los originales a la hora
de plantear esta investigacion, sin el previo consentimiento de las familias. Para el

estudio de heterocigotos portadores asintomaticos, se utilizaria una hoja de
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consentimiento informado especifica. Las muestras con el material genético de las
familias originales seran resguardadas en el Laboratorio de Genética y Biologia
Molecular del Hospital Macional de Nifios, bajo la supervision de alguin

investigador principal de este proyecto.

4. No realizar diagnéstico de la PKU utilizando ADN, sin antes haber realizado un
diagnastico al paciente desde varios puntos de vista que incluya el diagndstico
clinico y bioguimico.

5. La responsabilidad de dar un diagnéstico y la atencion integral de la PKU a
partir de pruebas de ADN, asi como el consejo genético, debera hacerse a través
de un equipo multidisciplinario que incluya al menos a medicos especialistas en
genética, bidlogos moleculares con experiencia en trabajos de investigacion con
humanos, capaces de impartir parcial o totalmente el consejo genético y otros
profesionales de campos como la microbiologia, enfermeria, trabajo social,
psicologia, un especialista en estadistica demografica o epidemiologia y nutricién.

Reforzando asi el equipo de trabajo actualmente existente en el HNN.

6. Mantener en estricta confidencialidad la identidad de los pacientes y su familia

en las publicaciones, y evitar discriminacion laboral, social y de seguros de vida.
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HOSPITAL NACIONAL DE NINOS “DR. CARLOS SAENZ HERRERA”
Version 2.0, Agosto 2004
INFORMACION PARA EL PACIENTE Y/O SUS PADRES Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO
PROYECTO: IDENTIFICACION DE LAS MUTACIONES DEL GEN DE LA
FENILALANINA HIDROXILASA EN LA POBLACION COSTARRICENSE

Investigadores:

Dr. Carlos de Céspedes Montealegre PhD.
Asesor ad honorem, Servicio de Genetica y
Metabalismo, Hospital Nacional de Nifios “Dr
Carlos Saesnz Herrera

Teléfono: 256-4750

Direccion glectrénica:
ccespedes@racsa.co.cr

Dr. Manuel Saborio Rocafort.

Jefe de Servicio de Genetica ¥ Metabolismo,
Hospital Nacional de Nifios “Dr. Carlos Saenz
Herrera

Teléfono: 256 4750,

Direccidn electranica msabarior@hnn.sa cr

Biol. Rebeca Flores Fernandez, Bach
Universidad de Costa Rica

Teléfono: 812-1614

Direccian electranica
rebeca@biclogia.ucr.accr

Biol. Manfred Sandi Diaz, MSc.

Laboratoric de Citogenética Y Biologla
Molecular, Hospital Nacional de Mifios "Or
Carlos Saenz

Teléfono: 222-0122 ext. 2418

Direccion electrénica: msandid@hnn sa,cr

Biol. Ramiro Barrantes Mesén, PhD.
Universidad de Costa Rica

Teléfono: 207-5622

Direccion electrdnica:
rabar@canari.ucr.ac.cr

Dr. Julio César Rivera Madriz,

Jefe de servicio Laboratorio de Citogenética y
Biclogia Molecular, Hospital Nacional de
Nifios “Dr. Carlos Saenz

Telafono:222-0122 ext. 2424

Direccion electrénica: jriveram@hnn.sa.cr

Dr. Rafael Trejos Montero,

Diractor Laboratorio Nacional de Tamizaje
Neonatal y de Alto Riesgo, Hospital Macional
de Nifios “Dr, Carlos Saenz Herrera®
Teléfono: 256-4578

Direccian electronica: trejosr@racsa cr

Dra. Gabriela Abarca Mora

Jefe Laberatorio de Aminoacidos y Azucares,
Laboratorio Nacional de Tamizaje Mepnatal y
de Alto Riesgo, Hospital Nacional de Nifios
“Dr. Carlos Saenz Herrera®

Teléfono: 222-0122 ext. 2305, 2307

Dpla Necxy Baltodano Vargas

Técnica en Ciencias Médicas Laboraterio
Naciocnal de Tamizaje Neonatal y de Alto
Riesgo, Hospital Nacional de Nifos "Dr.
Carlos Saenz Herrera"

Teléfono: 222-0122 ext. 2416

Direccidn electronica:

necxyb@costarricense.cr




INVITACION

Se le invita a usted y a su hijo/a a participar en un estudio de investigacion. Es
necesario que usted decida si desea participar o no en el estudio. Antes de que
decida otorgar el permiso es importante que lea cuidadosamente este documento.
Los encargados del estudio discutiran con usted el contenido de este informe y le
explicaran todos aguellos puntos en los que tenga dudas. Si despues de haber
Ie;ldn toda la informacion usted decide participar en el estudio, debera firmar el
consentimiento en el lugar indicado y devolverlo a los encargados del estudio.
Usted recibira una copia de este consentimiento informado.

NATURALEZA Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

La fenilcetonuria (PKU), consiste en un trastorno metabélico heredado de ambos
progenitores, que lleva a una acumulacién del aminoacido fenilalanina en la
sangre y los tejidos del paciente, lo cual resulta en un retardo mental. Sin
embargo, un tratamiento temprano, permite evitar este retardo, por lo que esta
enfermedad se incluye en los programas de tamizaje neonatal.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo fundamental de este estudio es determinar el tipo de mutacionfes de la
PKU presente en su hijo/a u otros cambios en el acido desoxirribonucleico (ADN)
asociados a esals mutacion/es, permitiendo con ello un diagnéstico mas preciso,
pronto y adecuado para el nifo.

Ademas se lograra caracterizar a la poblacién costarricense y conocer aspectos
epidemiolégicos con la finalidad de lograr un conocimiento mas completo de esta

enfermedad. )
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¢COMO SE REALIZA EL ESTUDIOY

A ustedes se les realizara varias preguntas relacionadas con la enfermedad de su
hijo/a, fecha y lugar de nacimiento del hijo/a, padres, numero de hermanos/as del
afectado/a asi como la recopilacion de datos de la genealogia de la familia (arbol
genealogico).

Cuando su hijo/a viene a la consulta con el especialista, se le tomara una pequena
muestra de sangre (alrededor de una cucharadita), asi como al padre y la madre
del paciente. Este procedimiento se hace generalmente en una unica ocasion, y la
sangre se extraera de una vena del brazo. Esto provoca molestias minimas, existe
el riesgo de un moretén en el lugar donde se punza. Si no se lograran los
resultados o si los mismos no fueran concluyentes, se repetird la toma de la
muestra con su previa autorizacion.

A la muestra se le asignara un cadigo F-04 mas nimero de la familia y nimero del
consecutivo. Asi el probando F040103 indicara que la muestra se tomo en el 2004,
pertenece a la familia 01 y es el tercer individuo dentro del proyecto.

A esta muestra se extraera el material genético (ADN) y se realizara el tamizaje de
las mutaciones que producen la fenilcetonuria. EI ADN que sobre después de los
andlisis ya explicados se guardara en refrigeracion por un maximo de 10 anos y
después sera destruido. Las muestras seran almacenadas bajo supervision del
Laboratorio de Genética y Biologia Molecular del Hospital Nacional de Nifios.

Es posible que después hagamos otros analisis respecto a las variantes genéticas
de la PKU y no se utilizara para otros fines fuera de esta enfermedad. Si estos
nuevos analisis se planifican, primero pedimos el permiso al Comité Local de
Bioética (comite de éttica e investigacién independiente al grupo investigador) en
Investigacion del Hospital Nacional de Nifos y a su persona.
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Este estudio se ha realizado extensamente en otros paises, donde ya es
practicamente rutina en la valoraciéon diagnostica de la PKU, permitiendo en
algunos casos determinar en forma mas precisa el grado de severidad y el
pronastico de la enfermedad, asi como su manejo. En practicamente todos los
casos es posible detectar la presencia de portadores de PKU entre los familiares.
Todos estos beneficios los recibiria potencialmente su hijo/a y eventualmente
asimismo sus familiares al participar en este estudio.

SECRETO PROFESIONAL

Si usted acepta formar parte de este estudio la totalidad de informacién sobre su
hijo/a esta cubierta por la ley del secreto profesional, los principios éticos para las
investigaciones medicas en seres humanos ademas de las declaraciones y pautas
eticas internacionales para la investigacion y experimentacién biomédica en seres
humanos.

Las muestras seran marcadas con un cédigo especial para que la persona que
efectua los analisis no tenga conocimiento del nombre del paciente. Las claves de
los codigos seran archivadas bajo supervision del investigador principal en el
Hospital Nacional de Nifios.

A menos que la ley lo exija, solo el investigador y los organismos regulatorios
institucionales y gubernamentales tendran acceso a los datos confidenciales que
identifiquen a su hijo/a por su nombre.

En ningtin caso se haran estudios en el ADN obtenido de su hijo/a ni la de ningun
miembro de su familia, con fines ajenos al objetivo de este proyecto de
investigacion, sin su previo consentimiento informado
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La duracion del proyecto es aproximadamente de un afo. La participacién en este
estudio es voluntaria, si usted decide que su hijo/a no participe, el manejo médico
que requiera en hijo/a no sufrirAn detrimento alguno.

Si usted decide aceptar la participacion en este estudio, tendra la oportunidad en
cualquier momento de preguntar a los investigadores del proyecto, el estado en
que se encuentra la investigacion.

También podra retirarse del estudio en cualquier momento sin que esto afecte la
calidad del tratamiento dado a su hijo/a.

El Hospital Nacional de Nifios, la Caja Costarricense de Seguroc Social, la
Universidad de Costa Rica y el Programa Nacional de Tamizaje no tienen

programas de compensacion econdmica si usted/es o su hijo/a sufren algtn dafio
que no sea atribuible al proyecto de investigacion durante la participacion directa.
Usted/es o su hijo/a no perderan ninglin derecho legal por firmar este documento




CONSENTIMIENTO
Yo he leido o se me ha leido toda la informacion descrita en las paginas previas

antes de firmar esta formula de consentimiento. Se me ha brindado la oportunidad
de hacer preguntas y estas han sido contestadas en forma satisfactoria.

Acepto voluntariamente que mi nifio nifa participe en el estudio

Al firmar esta férmula no estoy renunciando a los derechos legales que de todas
maneras mi nifio/a tiene como participante en un estudio de investigacién. Soy

consiente que la participacién de mi hijo/a en este estudio es voluntaria y que
podemos en cualquier momento interrumpir nuestra participacion sin que esta
decision influya en la calidad de los cuidados médicos para mi hijo/hija

NOMBRE Y FIRMA DEL PARIENTE O REPRESENTANTE NUMERO DE CEDULA |
LEGAL

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL NUMERO DE CEDULA

FIRMA TESTIGO NUMERQO DE CEDULA

FECHA HORA

NOMBRE DEL PAm;EMTE
CODIGO PACIENTE: F CODIGO TAMIZAJE:
NOMBRE Y FIRMA DEL PADRE NUMERO DE CEDULA
NOMBRE Y FIRMA DE LA MADRE NUMERO DE CEDULA
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2. Genealogia
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