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Relacion fenilalanina/tirosina en nifos sanos y con hiperfenilalaninemias en
Cuba.

Phenylalanine/tyrosine ratio in healthy hyperphenylalaninemia children in
Cuba.

Jiovanna Contreras Roura,’ Elsa Alonso Jiménez," Lisset Evelyn Fuentes,”" Ada Gandarilla.””

Resumen

Las hiperfenilalaninemias son un grupo de Errores Inna-
tos del Metabolismo del aminoacido fenilalanina debido
a deficiencias en la conversion de fenilalanina a tirosina
relacionadas especificamente con la hidroxilacion de la fe-
nilalanina mediado por la enzima fenilalanina hidroxilasa.
Esta alteracion produce desde el punto de vista bioquimi-
co aumento de los niveles de fenilalanina en suero (> 4
mg/dL 6 240 pM ) y desde el punto de vista clinico se
caracteriza fundamentalmente por retraso mental severo.
En el Centro Nacional de Genética Médica el diagndstico
confirmatorio y clasificacion de la enfermedad se realiza
mediante la determinacion por fluorimetria de los niveles
de fenilalanina en suero. Dado que existe reportado en la
literatura como segundo criterio diagndstico para las hiper-
fenilalaninemias la relacion fenilalanina/tirosina, se valido
un método por cromatografia liquida de alta resolucion que
permite la cuantificacion simultanea de la fenilalanina y la
tirosina en suero. En este trabajo se reportan los resultados
obtenidos en la cuantificacion de ambos aminoéacidos en
nifios cubanos sanos y con hiperfenilalaninemia, con vis-
tas a determinar la relacion fenilalanina/tirosina en ambos
grupos estudiados.

Palabras clave: Hiperfenilalaninemias, fenilalanina, tiro-
sina, cromatografia liquida de alta resolucion.

Abstract

Hyperphenylalaninemias are a group of inborn metabolism
errors of the phenylalanine amino acid, due to deficiencies
in the conversion of phenylalanine into tyrosine, speci-
fically related to the phenylalanine hydroxylation by the
phenylalanine hydroxylase enzyme. From the biochemi-
cal point of view, this alteration produces a phenylalanine
concentration in serum (> 4 mg/dL or 240 uM) and from
the clinical point of view it is fundamentally characteri-
zed by severe mental handicap. In the National Center of
Medical Genetics this disease is diagnosed and classified
by means of the fluorometric determination of phenyla-
lanine in serum. Since the phenylalanine/tyrosine ratio is
widely reported as the second diagnosis criterion for hy-
perphenylalaninemias, a high-resolution liquid chromato-
graphy method was validated allowing the simultaneous
quantification of phenylalanine and tyrosine in serum. In
this paper, results of the quantification of both amino acids
in healthy and hyperphenylalaninemia Cuban children are
being reported aimed at the determination of the phenyla-
lanine/tyrosine ratio in both groups studied.

Keywords: Hyperphenylalaninemias, phenylalanine, tyro-
sine, high resolution liquid chromatography.

Introduccion

Las hiperfenilalaninemias (HFA) son un grupo de
Errores Innatos del Metabolismo del aminoécido
fenilalanina, que se deben a deficiencias en la
conversion de fenilalanina a tirosina relacionadas
especificamente con la hidroxilacion de la fenilalanina,
la cual estd mediada por la enzima fenilalanina
hidroxilasa (FAH). Esta alteracion produce desde el
punto de vista bioquimico aumento de los niveles de
fenilalanina en suero (>4 mg/dL 6 240 uM) y desde el

punto de vista clinico se caracteriza fundamentalmente
por retraso mental severo.'”

El déficit de la enzima FAH estd condicionado gené-
ticamente, y constituye una enfermedad autosdémica
recesiva. El gen de la FAH se localiza en el cromo-
soma 12q (region q22-q24.1) y existen mas de 500
mutaciones diferentes conocidas. Esta enfermedad
afecta a 1/10 000 recién nacidos vivos y se manifiesta
de diversas formas clinicas, dependiendo del grado de
actividad residual del enzima FAH.>* Entre el 1 y el 2
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% de las HFA se producen por un defecto en el siste-
ma cofactor de esta enzima, siendo el mas frecuente
el déficit de dihidropteridina reductasa (DHPR).
Existen diferentes criterios en la literatura para la cla-
sificacion de las hiperfenilalaninemias, pero general-
mente se clasifican seglin los niveles de fenilalanina
en suero, la relacion fenilalanina/tirosina, la toleran-
cia dietética de fenilalanina, actividad residual de la
enzima y la mutacion que la origina,'*3® como a pare-
ce a continuacion:

Fenilcetonuria (PKU) clasica: se caracteriza por un
nivel plasmatico de fenilalanina sobre los 16,6 mg/
dL, el valor en un individuo normal es inferior a 2
mg/dL; la tirosina menor de 0,8 mg/dL (el valor en
un individuo normal es de 1 a 1,5 mg/dL); presencia
de fenilcetonas en orina y una actividad de la enzima
FAH inferior al 1 %. Los pacientes tienen una toleran-
cia a fenilalanina dietaria menor de 20 mg/kg/dia.
PKU moderada: ¢l nivel de fenilalanina en el plasma
es de 4 a 16,6 mg/dL, con una tirosina en el rango
normal, la actividad de la enzima FAH es del 3 al 50
% y la tolerancia a la fenilalanina es de 20 a 25 mg/
kg/dia.

PKU leve: los niveles séricos de fenilalanina se
encuentran entre 4 y 10 mg/dL y se toleran ingestas
de fenilalanina mayor de 50 mg/kg/dia.
Hiperfenilalaninemias leve: los niveles de
fenilalanina plasmatica estan entre 4 y 10 mg/dL, el
nivel de tirosina es normal, la actividad de la enzima
FAH es mayor del 50 %, la que se normaliza después
de los 6 meses de vida. Los pacientes no requieren de
una dieta.

El diagnostico confirmatorio y clasificacion de la
enfermedad en el pais hasta el afio 2011 se realizaba
mediante la determinacion por fluorimetria de
los niveles de fenilalanina en suero, pero existe
reportado en la literatura como segundo criterio
para el diagnostico la relacion fenilalanina/tirosina.®
Es por esta razoén que en el laboratorio de genética
bioquimica del Centro Nacional de Genética
Meédica se validdo un método analitico por HPLC,
que permite la cuantificacion simultinea de la
fenilalanina y la tirosina en suero. En este trabajo
se presenta el comportamiento preliminar de la
relacion fenilalanina/tirosina en nifios sanos y nifios
con hiperfenilalaninemia, con vista a la introduccion
de este método en el diagnostico confirmatorio y
clasificacion de las hiperfenilalaninemias en Cuba.

Métodos

El protocolo de esta investigacion fue aprobado por
el Comité de Etica de la Investigacién del Centro
Nacional de Genética Médica y cumple con la

Declaracion de Helsinki.’

Muestra de estudio: Se realiz6 un estudio analitico
observacional de tipo caso-control, en una muestra de
139 nifios. Como controles se incluyeron 101 nifios, de
ambossexo (F:48 yM: 53),queasistieron al laboratorio
clinico del Hospital Pediatrico Universitario Juan
Manuel Marquez para la realizarles chequeo médico
de rutina. La edad promedio fue de 6 afos, en un
rango de 1-11 afos. Los criterios de inclusion para
este grupo fueron: niflos sanos, con niveles normales
en suero de fenilalanina (Punto de corte: < 4 mg/dL
0 240 pM, Fluorimetria/HPLC) y de tirosina (< 3
mg/dL 6 165 uM). Como atn no esta establecido el
punto de corte para la tirosina, se escogio ese valor
de concentracion de acuerdo al comportamiento
observado en los niveles del aminoacido en los
controles. El grupo correspondiente a los casos quedo
formado por 38 pacientes con hiperfenilalaninemias,
provenientes de la consulta del Instituto de Nutricién
e Higiene de los Alimentos. Se empled como criterio
de inclusion niveles elevados de fenilalanina en suero
(> 4mg/dL 6 240 puM), detectado por HPLC. No
disponemos de los datos correspondientes a la edad y
el sexo para este grupo.

Obtencion y andlisis de las muestras: Las muestras
de sangre para colectar el suero se obtuvieron con
el consentimiento de los padres, una vez que estos
fueron debidamente informados sobre el estudio.

La determinacion de los niveles de fenilalanina y
tirosina se realizo por HPLC con deteccidon directa
por fluorescencia, segin el método de Kandar
Roman y cols.,? ligeramente modificado en relacion
al pre-tratamiento de las muestras y validado en el
laboratorio.

Analisis estadistico de los resultados: Para el analisis
estadistico de los resultados se empled el programa
Statistica v. 7.0.

Resultados

En la tabla 1 se reporta la estadistica descriptiva
correspondiente a los dos grupos estudiados. El
analisis estadistico de los resultados mediante la
prueba ¢ Student mostré que existen diferencias
significativas (p < 0,05) en la relacion Fen/Tir entre
los grupos estudiados (controles y casos). En el grupo
control se encontrd que la edad y el sexo no influyen
en los resultados: sexo (t Student, p= 0,59) y edad
(correlacion de Pearson, r= 0,17). La concentracion
de fenilalanina promedio fue de 1,28 mg/dL (IC 95
%: 1,21-1,35 mg/dL) y para la tirosina de 1,43 mg/
dL (IC 95 %: 1,36-1,51 mg/dL). La relacion Fen/Tir
obtenida en los controles fue de 0,93 (IC 95 %: 0,87-
0,99). (Figura 1)
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Tabla 1. Estadistica descriptiva de los grupos estudiados.

Parametro Controles Casos
(Fen <4 mg/dL) (Fen>4 mg/dL)
Muestra 101 38
128 13,36

Fen (mg/dL) IC 95 %: 1,21 -1,35 IC 95 %: 9,40 -15,94)
. 1,43 2,22

Tir (mg/dL) IC 95 %: 1,36-1,51 IC 95 %: 1,57-2,89
Fen/Tir 0.93 573

IC 95 %: 0,87-0,99

IC 95 %: 4,45-6,71

Figura 1. Relacion Fenilalanina/Tirosina obtenida para los casos y controles.
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En los casos se obtuvieron valores de Fen/Tir de
5,73 (IC 95 % 4,45-6,71). En este grupo, se evalud
también el comportamiento de este criterio en relacion
a los niveles de fenilalanina en suero, empleados
para la clasificacion de las hiperfenilalaninemias en
Cuba (Tabla 2); para ello se dividié el grupo en tres
subgrupos segun los valores de fenilalanina: Grupo 1

(n= 15, Fen: 4-10 mg/dL), Grupo 2 (n= 20, Fen: 10-
16,6 mg/dL) y Grupo 3 (n= 3, Fen: > 16,6 mg/dL).
Los valores Fen/Tir obtenidos para cada subgrupo
fueron: Grupo 1: 5,33 (IC 95 %: 1,74-5,73), Grupo 2:
6,15 (IC 95 %: 4,49-9,45) y Grupo 3: 10,4 (IC 95 %:
7,57-13,43). (Figura 2)

Tabla 2. Relacion Fenilalanina/Tirosina en funcion de los niveles de fenilalanina empleados en la clasificacion
de algunas HFA.

Tipo Fen Fen/Tir Fen/Tir *
Grupos .
HFA (mg/dL) Media, IC 95 % (Punto corte)
Controles 0.93
Control (n=101)  Poblacién Normal <4 ’ 0,5-1
0,87-0,99
Subgrupo 1 533
(n=15) HFA Transitoria 4-10 ’ 2-3
1,73-5,73
Subgrupo 2 6.15
Casos (n=20) PKU Atipica 10-16,6 ’ 3-10
4,49-9,45
Subgrupo 3 104
(n=23) PKU Clasica >16,6 ’ >10
7,57-13,43

*Controversias en la clasificacion de las Hiperfenilalaninemias. Propuesta de unificacion. Acta Pediatr. Mex. 2007;28(6):261-69.
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Figura 2. Relacion Fenilalanina/Tirosina en funcion de los niveles de fenilalanina empleados en la clasificacion

de algunas HFA.
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Discusion

La no influencia de la edad y el sexo en la relacion
Fen/Tir, encontrada en el grupo control no difiere
a lo reportado en la literatura, atendiendo a que las
hiperfenilalaninemias se presentan en todas las razas,
y ambos sexos son igualmente afectados.® Los
valores de concentracion de fenilalanina y tirosina
obtenidos se corresponden con los valores normales
de estos aminoacidos en sujetos sanos.’ El valor de
Fen/Tir para este grupo coincide con lo reportado en
otros trabajos en individuos sanos, debido a que en
los mismos una cantidad importante de fenilalanina
es convertida por la enzima FAH hepatica a tirosina y
la relacion Fen/Tir es menor que 1.!° La homeostasis
de la fenilalanina obedece a un fino equilibrio entre
lo que se ingiere a través de la dieta y las proteinas
provenientes del catabolismo y lo que se transforma o
degrada debido principalmente a la funciéon enzimatica
de la FAH.¢

Para los casos se obtuvieron valores de Fen/Tir
mayor que 1. Esta razon se reporta de igual forma en
la literatura, con independencia del tipo de método
de analisis cuantitativo empleado en los laboratorios
que realizan el tamiz neonatal y/o la confirmacion del
diagnostico de las HFA en muestras de sangre.®!%!?
En este grupo se pudo observar en el andlisis de
correlacion de Pearson, que a medida que aumenta
los niveles séricos de fenilalanina aumenta la relacion

Fen/Tir (r= 0,59, p= 0,000); entre los subgrupos
hubo diferencias significativas en la relacion Fen/
Tir (ANOVA, p= 0,03). El entrecruzamiento de los
IC 95 % obtenidos para la relacion Fen/Tir entre los
tres subgrupos, se debe a que en este grupo estan
incluidos casos de seguimiento, es decir, pacientes
diagnosticados con HFA que tienen en su tratamiento
la restriccion de fenilalanina en la dieta; asi como la
suplementacion exogena de tirosina, lo que constituye
una debilidad de este estudio. Esto también justifica
los valores elevados de tirosina observados en este
grupo, en relacion a los valores obtenidos en los
controles.

Debido a lo anteriormente planteado, se debe realizar
el estudio en casos nuevos, donde se tenga en cuenta
el valor de fenilalanina y tirosina en el momento del
diagnostico de la enfermedad, antes de comenzar la
dieta con restriccion de fenilalanina, lo que permitira
establecer con exactitud el valor del punto de corte
optimo de la relacion Fen/Tir, necesario para realizar
el diagnostico y la clasificacion de las HFA empleando
ese criterio en pacientes cubanos.

El empleo de la relacion Fen/Tir en el diagnostico y/o
clasificacion de las HFA presenta ventajas como es la
reduccion considerable y/o eliminacion de los casos
falsos positivos que originalmente se obtienen por
el método fluorimétrico, debido a interferencias de
otros aminoacidos o de otros compuestos presentes
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en las muestras.®!''> Ademas, permite la evaluacion HPLC, alosresultados obtenidos en este estudio y alas
de los estados de hipo e hiper-alimentacion en el  ventajas que presenta el empleo de la relacion Fen/Tir
curso del tratamiento dietético de los pacientes que para el diagndstico, se propone la introduccion de esta
lo requieran.®'3 determinacion como segundo criterio en el diagnostico
Atendiendoalaposibilidadderealizarlacuantificacién  y clasificacion de las hiperfenilalaninemias en Cuba.
simultdnea en suero de fenilalanina y tirosina por
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