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Punto de corte optimo para el diagnostico confirmatorio de hiperfenilalanine-
mias por HPLC.

Optimum cutting point for the confirmatory diagnosis of hyperphenylalanine-
mia by HPLC.

Lisset Evelyn Fuentes Smith,’ Jiovanna Contreras Roura,”
Elsa Alonso Jiménez,™ Laritza Martinez Rey.””

Resumen

Las hiperfenilalaninemias son un grupo de errores innatos
del metabolismo del aminoacido fenilalanina, debido a
deficiencias en la conversion del mismo a tirosina. Desde
el punto de vista bioquimico se caracterizan por aumento
de los niveles de fenilalanina en suero y valores bajos o
normales de tirosina; desde el punto de vista clinico se
asocian, en su forma mas severa, con la discapacidad
intelectual. En este trabajo se describe la metodologia
empleada para la determinacion del punto de corte 6ptimo
para la relacion fenilalanina/tirosina, como segundo
criterio diagnéstico de las hiperfenilalaninemias en el
Centro Nacional de Genética Médica. Se realizo un estudio
de normalidad mediante el prueba de Shapiro-Wilk para la
variable en estudio, se analizd la asociacion de los niveles
de fenilalanina con las variables sexo y edad mediante la
prueba U -Mann-Whitney y el coeficiente de correlacion de
Spearman, respectivamente, con un nivel de significacion
p=0,05; para el analisis estadistico se emple6 el software
IBM SPSS Statistics 20. Se determiné como punto de corte
optimo el valor que minimizando la suma de diagnosticos
errados, maximizara la sensibilidad, la especificidad y el
indice de Youden. La relacion Fen/Tir tuvo como punto de
corte optimo el valor 2. Seguidamente se validé el punto
de corte 6ptimo obtenido en una muestra de 526 neonatos.
Los resultados permitiran emplear la relacion Fen/Tir como
segundo criterio diagndstico de las hiperfenilalaninemias
en Cuba.

Palabras clave: Hiperfenilalaninemias, diagnéstico, punto
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Abstract

Hyperphenylalanines are a group of innate metabolism
errors of the phenylalanine amino acid, due to deficiencies
in its conversion to tyrosine. From the biochemical point
of view they are characterized by an increase in phenyla-
lanine levels in serum and low or normal tyrosine values,
while from the clinical point of view they are associated
with intellectual impairment. In this work the methodology
applied for the determination of the optimal cutting point
for the phenylalanine/tyrosine ratio is described, as the se-
cond diagnostic criterion applied in The National Center
for Medical Genetics in Cuba. A normality study for the
variable under study was carried out applying the Shapiro-
Wilk test, analyzing the association of phenylalanine levels
with sex and age variables by means of the U -Mann-Whit-
ney test and the Spearman correlation coefficient respec-
tively, with a significance level equal to p=0,05, using
IBM’s SPSS Statistics 20 software for statistical analysis.
The optimal cutting point was found determining the value
that, at the same time, allowed minimizing the number of
wrong diagnoses, while maximizing sensitivity, specificity
and Youden’s index, resulting in an optimal cutting value
equal to 2 for the phen/tyr ratio. Afterwards the obtained
optimal cutting point was validated in a sample of 526 neo-
nates. These result will allow applying the ratio phen/tyr as
a second diagnostic criterion for hyperphenylalaninemias
in Cuba.
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Introduccion

Las hiperfenilalaninemias son un grupo de errores
innatos del metabolismo del aminoacido fenilalanina,
que resultan de deficiencias en la conversion de
fenilalanina a tirosina,' relacionadas especificamente
con defectos en la hidroxilacion de la misma, donde
se produce un aumento en los niveles plasmaticos
de este aminoacido por encima de los considerados
como normales.! A pesar de que las cifras del mismo
pueden variar discretamente segun el origen étnico de
la poblacién, internacionalmente se han considerado
como normales, niveles por debajo de 2 mg/dL en los
recién nacidos, alrededor de 1,1 mg/dL en los infantes
y 1 ml/dL en la adolescencia.®”

Las hiperfenilalaninemias comprenden varias
condiciones que se diferencian entre si, tanto clinica
como bioquimicamente, siendo la fenilcetonuria
clasica la entidad mas comun.® La fenilcetonuria (FC)
es una enfermedad genética autosdmica recesiva,
causada por mutaciones en el gen de la fenilalanina
hidroxilasa.” Tienen una frecuencia de aparicion que
varia en dependencia de cada poblacion, y va desde 1/
143 000 nacidos vivos en Japon, 1/10 000 en el Norte
de Europa, hasta 1/2 600 en Turquia.' En la poblacion
cubana, la incidencia de este defecto es de 1/50 000
recién nacidos vivos.'”

Este grupo de enfermedades heredometabdlicas, que
sigue un patron de herencia autosémico recesivo,
se caracteriza por presencia de retraso mental,
despigmentacion de la piel y el cabello, falla en la
ganancia de peso, olor caracteristico en la orina,
eczema y epilepsia, entre otros; evitable unicamente
con un diagndstico precoz y tratamiento oportuno.!!
En Cuba, desde el afio 1984 se inicid el programa
nacional de prevenciéon de hiperfenilalaninemias
en los recién nacidos de Ciudad de La Habana,
utilizando sangre seca en papel de filtro para medir
la concentracion de fenilalanina por el método de
Guthrie Susi,'? el que se generalizo a todo el pais a
partir del afio 1986.'3'4

Este programa ha permitido el comienzo cada vez
mas temprano del tratamiento dietético, con lo que
se ha disminuido considerablemente la aparicion de
retraso mental en estos pacientes.

En el Centro Nacional de Genética Médica de Cuba
el diagndstico confirmatorio y clasificacion de la
enfermedad se realiza mediante la cuantificacion de
la fenilalanina en suero, empleando la cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC); el objetivo
de este trabajo es establecer un punto de corte
para la relacién fenilalanina/tirosina (Fen/Tir) e

implementarlo como segundo criterio diagnostico
para las hiperfenilalaninemias.

Métodos

Muestra de estudio. Se estudiaron 40 pacientes con
hiperfenilalaninemias, provenientes de la consulta
multidisciplinaria de atencion a los errores innatos del
metabolismo. Se empled como criterio de inclusion
niveles elevados de fenilalanina en suero (> 4mg/dl).
En la actualidad, en Cuba, se considera como punto de
corte para la fenilalaninemia 4mg/dL de fenilalanina
en suero.

Para los controles se emplearon 76 nifos, pareados
por edad y sexo con los casos. Los criterios de
inclusion para este grupo fueron: nifios sanos, con
niveles normales en suero de fenilalanina (< 4 mg/
dL) y de tirosina (< 3 mg/ dL). El tamafio total de la
muestra estuvo conformado por 116 nifios y el disefio
de la investigacion fue de tipo casos-controles.
Obtencion y analisis de las muestras. Para la
obtencion de las muestras de suero se solicitdo y se
obtuvo el consentimiento informado de los padres,
después que los mismos fueron debidamente
informados sobre el estudio, dando cumplimiento
con la Declaracion de Helsinki del 2008."° La
determinacion de los niveles de fenilalanina y tirosina
se realizd por el método de HPLC con deteccion
directa por fluorescencia, validado para ese propdsito
en el laboratorio de Genética Bioquimica del Centro
Nacional de Genética Médica de Cuba.

Metodologia empleada para el calculo de los puntos
de corte 6ptimos. En la muestra de controles se realizo
un estudio de normalidad mediante la prueba de
Shapiro-Wilk; se indag6 la asociacion entre los niveles
séricos de fenilalanina con las variables sexo y edad
mediante la prueba U -Mann-Whitney y el coeficiente
de correlacion de Spearman, respectivamente, con un
nivel de significacion 0&0,05.

Los puntos de corte candidatos se obtuvieron mediante
la siguiente metodologia:

a) Representacion grafica de la variable en estudio. b)
b) Estimacion de los percentiles 75y 97,5 a través de
la metodologia Bootstrap.'¢

¢) Determinacion, para todos los valores de la variable
X que se desea categorizar, del valor que mejor separa
a los pacientes de acuerdo a la prueba de asociacion
del Ji2, confeccionando una tabla de contingencia 2x2
para cada valor de la covariable continua X. Se eligio
el valor muestral (M) para el cual se obtiene el valor
del estadistico Ji* mas elevado.'®
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d) Determinacion del valor de corte con mayor
nivel de buena clasificacion, a través de arboles de
clasificacion.

Para la obtencion del punto de corte Optimo fue
necesario el calculo de los indicadores: numero
de falsos positivos (FP), falsos negativos (FN),
sensibilidad (S), especificidad (E) y el indice de
Youden (1Y), para cada valor candidato.

De modo que:

FP: Numero individuos controles clasificados como
enfermos.

FN: Pacientes clasificados como sanos.

VP (Verdaderos positivos): Numero de individuos
clasificados como enfermos y clinicamente
enfermos.

VN (Verdaderos negativos): Numero de individuos
clasificados como sanos y realmente sanos.

Entonces:

Sensibilidad: S = VP/Total de enfermos.
Especificidad: E = VN/ Total de Sanos.

Indice de Youden: 1= (S+E)-1

Luego se considerd como punto de corte dptimo aquel

que minimizando la suma de FP+FN, maximizara la
sensibilidad, la especificidad y el indice de Youden.

Validacion del punto de corte para la relacion Fen/

Tir basados en el método anterior (Cuantificacion
de los niveles de fenilalaninemia)

Se valido el punto de corte 6ptimo propuesto en una
muestra de 526 neonatos durante el periodo junio
2010-junio 2012. Se evaluo la concordancia entre los
dos métodos mediante el estadigrafo de McNemar,
el indice de kappa, asi como con la sensibilidad,
especificidad y la eficiencia obtenida para el nuevo
método. Se presento la curva COR y el area bajo la
curva (ABC) como indice de exactitud, que expresa
la probabilidad de diagnosticar correctamente un caso
y un control tomados al azar.'s!”

Resultados

Para la incorporacion de este segundo criterio de
confirmacion diagndstica, se determin6 que la variable
medida (Relacion Fenil/Tir) no sigue una distribucion
normal (Shapiro-Wilk W=0,93792, p=,00003) y que
no existe asociacion entre la misma con el sexo (p=
0,862016) y la edad (r= 0,070754).

La relacion Fen/Tir tuvo en el intervalo de 2 a 3, igual
valores en los pardmetros medidos para la seleccion
de punto de corte 6ptimo (Tabla 1). Sin embargo,
como se busca que sea un valor confirmatorio, es
decir, evitar el falso positivo, se tomo como punto de
corte 2 para el cual el método es 100 % especifico.

Tabla 1. Relacion de puntos de corte 6ptimos para la fenilalaninemia, la tirosina y la relacion fenil / tirosina

en niflos con hiperfenilalaninemias.

Punto de Corte 6ptimo FP+FN  Sensibilidad Especificidad Indice de Youden
VP/TE VN/TS (S+E)-1
Fenilalaninemia 2-4 0 100% 100% 1,00
Tirosina 2 23 55% 93% 0,48
Relacion Fenil/Tirosina 2 4 90% 100% 0,90

Los resultados obtenidos en este estudio, para nuestra
poblacién, son similares a los valores de puntos de
corte reportados en la literatura para la relacion Fen/
Tir, donde se confirma el diagnostico para un valor
superior a 2.

Al validar el punto de corte 6ptimo obtenido para

la relacion Fen/Tir en la muestra de 526 recién
nacidos (Tabla 2), se obtuvo que la poblacion tiene
proporciones iguales de positivos (p>0,05) para ambos
métodos, por su parte el indice de kappa resulto6 igual
a 0,76 lo que sugiere una buena concordancia entre

los métodos.

Tabla 2. Concordancia entre los dos métodos diagndsticos estudiados.

Cuantificacion de fenilalanina Total
Positivo (mayor de 4)  Negativo (menor o igual a 4)
Positivo (mayor de 2)
19 6 25
Determinacion de la Negati rual a2
relacion Fenil/Tirosina egativo (menor o igual a 2) 6 495 501
Total

ot 25 501 526
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Se observa una eficiencia de la relacion Fen/Tir
como segundo criterio diagnostico, de un 97,7 %,
con una sensibilidad y especificidad del 76 y 99 %
respectivamente.

La figura 1 muestra como la fenilalanina (ABC=0,999
1C95%:0,99-1,00 ) y la relacion Fen/Tir (ABC=0,952
1C95%:0,88-1,00) tienen una alta probabilidad de
realizar un acertado diagnostico.
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Discusion

Losprogramasdedetecciontempranade enfermedades
metabolicas en el recién nacido, constituyen un acto de
medicina preventiva dentro de la salud publica, para
la identificacion precoz de enfermedades que pueden
conducir potencialmente a problemas con graves
consecuencias para la salud. El pesquisaje clasico para
una poblacion de recién nacidos, se lleva a cabo para
enfermedades clinicamente no detectables y que sean
tratables antes que los efectos sean irreversibles.!' La
fenilcetonuria es el prototipo de enfermedad genética
para la cual los pesquisajes masivos en recién nacidos
estan justificados."

En la mayoria de los paises desarrollados los nifios son
pesquisadosparaladetecciondehiperfenilalaninemias,
por cuantificacion de la fenilalanina en sangre durante
el periodo neonatal, usando técnicas microbiologicas
y fluorimétricas. La mayoria de estos programas han

usado un valor de corte entre los 2 y 4 mg/dL (120-
240 uM/L) como un indicador de prueba positiva.! El
valor de corte considerado para la poblacion cubana
es de 4 mg/dL (240 uM/L).

Existe un amplio espectro de presentacion clinica
de la hiperfenilalaninemia, que va desde las formas
mas leves que no requieren tratamiento, hasta la
forma mas severa de la enfermedad conocida como
fenilcetonuria (PKU) clasica."

La deteccion precoz de un recién nacido con niveles
elevados de fenilalanina en suero, tiene su mayor
impacto en la prevencion de las manifestaciones
clinicas, donde la discapacidad intelectual constituye
la mas grave expresion de algunos de estos defectos.?
De ahi la importancia de un diagnoéstico confiable que
permita manejar cada caso en correspondencia con
el defecto que padece, por lo que la introduccion de
un segundo criterio diagndstico al Programa Cubano
de Pesquisa Neonatal de hiperfenilalaninemias podra
ofrecer mayor seguridad en la definicion de un caso
enfermo y con ello mejor manejo del mismo.

El diagnostico de las hiperfenilalaninemias
mediante programas de pesquisa neonatal, se aborda
generalmente utilizando varios criterios diagnosticos.
En la actualidad el estudio de la actividad enzimatica
de la fenilalanina hidroxilasa, la determinacién de la
toleranciaalaingestion de fenilalanina, conjuntamente
con los niveles de fenilalanina en sangre, son los
criterios diagndsticos mas utilizados en programas
de pesquisa neonatal similares al nuestro;?**' sin
embargo, otros grupos de trabajo han usado criterios
como la combinacion de los niveles de FA y tirosina
en suero, asi como la relacion fenilalanina/tirosina
para considerar un individuo afectado.”"

Valorando los resultados obtenidos en el estudio
realizado, consideramos oportuno la incorporacion
de la relacion Fen/Tir como segundo criterio en el
diagnostico confirmatorio de las hiperfenilalaninemias
en Cuba.
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