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EFECTO DE LA CARGA DE METIONINA EN LOS NIVELES
PLASMATICOS DE HOMOCISTEINA EN ADULTOS.

IMPLICACIONES METABOLICAS.
RESUMEN.

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido azufrado no proteico,
que se sintetiza en el organismo a partir de la metionina, es el
producto intermedio de este aminoacido y la cistina, metabolizada
por dos vias principalmente: 1) La transulfuracion por medio de la
cual es catabolizada a cistationina, la enzima principal de esta via
es la Cistationina- pB- sintasa, y 2) por la via de la remetilacidén, en
la cual es remetilada a metionina participando la metionina-
sintasa. Existe una via menor en la que interviene la betaina-
homocisteina metiltransferasa. La via de la remetilacion requiere
de vitamina B, y de acido fdlico como cofactores, y se ve
favorecida cuando la dieta es deficiente de proteinas, inhibiendo
la via de la transulfuracion. Esta via se activa cuando el
organismo requiere de la sintesis de cisteina o cuando hay un
exceso de metionina, tiene como cofactor al piridoxal -5- fosfato
o0 vitamina Bs. En condiciones en las que hay un exceso de
cisteina, la Hcy es oxidada hasta taurina y sulfatos inorganicos

para ser excretada por la orina.

La Hcy la podemos encontrar en diversas formas en la circulacion
sanguinea, teniendo una concentracion de Homocisteina total
(Hcyt) de 10 — 15 umol/l, este valor puede verse elevado por

multiples factores ocasionando una hiperhomocisteinemia (HHC),



teniendo consecuencias severas en el organismo. Desde 1968
Carey y sus colaboradores, al describir el cuadro clinico de nueve
pacientes homocig6ticos con homocistinuria cldsica, destacaron
las complicaciones aterotrombédticas de aparicion temprana, KS
McCully y cols (1968) plantean la hipo6tesis de que la HHC puede
tener relacién causal con la aterosclerosis. Esto ha llevado a
diversos investigadores a tratar de encontrar el mecanismo por el
cual se desarrollan las enfermedades vasculares en personas que
presentan elevacién en los niveles de este aminoacido y a tratar

de determinar si esto constituye un factor de riesgo.

En este estudio se evaluaron los niveles basales de Hcyr y el
efecto de una carga oral de metionina sobre estos. Para ello se
realiz6 un estudio en una poblacion de individuos nacidos en
México, que incluyé a 85 mujeres y 60 hombres, con edad entre
los 18-77 afios, sin antecedentes de enfermedades vasculares y
clinicamente sanos. Se determind la concentraciobn de Hcyy
plasmatica pre y post carga de metionina por CLAR
(cromatografia de liquidos de alta resoluciéon) con deteccién de
fluorescencia, los niveles basales de vitamina B;,, y de acido

félico ambos por ensayos quimioluminiscentes.

El valor medio de Hcyt plasmatica basal obtenido en este estudio
fue de 10.89umol/L (1.61-87.96 pmol/L), el 80% de la poblacion
presento valores de Hcyr plasmatica basal menor o igual que lo
reportado en la bibliografia (<15umol/L), el 20% restante presento

HHC ( > 15umol/L ). Al igual que lo reportado en la bibliografia



observamos que la edad es un factor que influye en estos valores,
siendo la poblacion mayor de 60 afios los que presentaron los
valores méas elevados. En cuanto al género, en la poblaciéon de
estudio, existe diferencia significativa entre el género masculino y
el género femenino (p= 0.0899). Todos los individuos presentaron
niveles de &cido fdolico y vitamina B;, dentro del intervalo de
referencia. Después de la administracion de la carga de metionina
el valor medio de la concentracién de Hcy: fue de 38.89 umol/L

(11.85- 177.82umol/L).



ANTECEDENTES
1. Homocisteina.
1.1 Generalidades.

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido azufrado no proteico, es
formada a partir del aminoacido esencial metionina la cual es la
principal fuente de los atomos de azufre de las proteinas. La
homocisteina plasméatica total (Hcys)la podemos encontrar en las
formas reducidas de Hcy libre que corresponden a un 30% del
total, en este 30% esta incluida la Hcy en su forma reducida, el
70% restante estd conformado por las formas oxidadas, ya sea
como; homocistina, o como mezcla de disulfuros, Homocisteina-

cisteina, o también homocisteina- proteina®, fig 1.
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Fig 1. Formas en la que se puede encontrar a la Hcy en el organismo.

La Hcy se ubica en un punto importante de ramificacién
metabdlica, puede ser convertida en cistationina a través de la via

de la transulfuracion o metilada para formar metionina ? fig 2.



1.2 Metabolismo de la homocisteina.
1.2.1 Remetilacién.

La Hcy es metilada en mamiferos por medio de la betaina o por 5-
metiltetrahidrofolato como donadores del grupo metilo. La
metilacion dependiente de betaina (a su vez formada del
metabolismo de la colina) es catalizada por la enzima betaina —
homocisteina metiltransferasa ®. La betaina — homocisteina es una
via menor de remetilacién que trabaja independiente de folatos y
cobalamina, ésta wusa la conversibn de betaina a N,N
dimetilglicina, la betaina actia como donador del grupo metilo, y
se deriva de la colina que se obtiene de la dieta o es sintetizada
en el organismo, esta reaccion es catalizada por la betaina —
homocisteina metiltransferasa, y se lleva a cabo principalmente en
higado y rifion en el humano, cuando hay deficiencias de folatos y
cobalamina esta via se encarga de mantener la concentracién en

tejidos de metionina necesaria para la sintesis de SAM *.

La metilacion de la Hcy teniendo como donador del grupo metilo al
5-metiltetrahidrofolato es catalizada por la enzima N°-
metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferasa (metionina
sintasa),' el 5-metiltetrahidrofolato es generado a partir de 5,10-
metilentetrahidrofolato por Ila enzima metilentetrahidrofolato

reductasa (MTHFR).?

Una gran proporcién de la metionina formada, es convertida a S-
adenosilmetionina (SAM) por la enzima dependiente de ATP
metionina S-adenosiltransferasa. SAM actua principalmente como
donador de grupos metilo en gran variedad de reacciones de

7



transmetilacion originando compuestos metilados como son la
creatinina, y DNA metilado. EIl coproducto de estas reacciones de
transmetilacion la S-adenosilhomocisteina, es hidrolizado por la

enzima S-adenosilhomocisteina hidrolasa, regenerando la Hey .*
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1.2.2 Transulfuracién

La ruta principal de la Hcy es su condensacion con serina para formar
la cistationina, reaccion catalizada por la cistationina B-sintasa (CBS),
enzima dependiente de piridoxal 5-fosfato (vitamina Bg), la cistationina
es segmentada a cisteina y a-cetobutirato, reaccidon catalizada por la
enzima dependiente de piridoxal- 5-fosfato, y cistationasa. El exceso
de cisteina es oxidado a taurina, sulfatos inorganicos o excretado por

la orina.®

1.3 Regulacién del metabolismo de la homocisteina.

El organismo es capaz de discriminar entre las rutas de remetilacién y
transulfuraciéon, y asi adaptarse a las diferentes cantidades de
metionina contenidas en la dieta. La coordinacion entre estas dos
rutas se lleva a cabo mediante dos mecanismos: El primer mecanismo
se debe a la capacidad de SAM para actuar como inhibidor alostérico
de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y como activador de
la enzima ciststionin-B- sintasa, esto implica que SAM suprime la
sintesis de un sustrato importante (N-5 metiltetrahidrofolato) requerido
para la ruta de la remetilacidon, y promueve la reaccién inicial de la
transulfuraciéon (sintesis de cistationina). El segundo mecanismo
consiste en la regulacion de la concentracion intracelular de SAM. En
el higado, la sintesis de SAM es catalizada por dos grupos de
isoenzima: el primer grupo presenta gran afinidad por la metionina, y

se cree que actua bajo condiciones fisiolo6gicamente normales, en

10



tanto que el segundo grupo posee menor afinidad por la metionina, y
probablemente es activado cuando existe un alto consumo de este

aminoacido.*

Stead y colaboradores (2004) sugirieron que la demanda de la
metilacion impuesta por sustratos fisiol6gicos y farmacoldgicos, juegan
un papel importante en la regulacién de la formacién de Hcy y
exportacion al espacio extracelular, el higado es el dérgano mas
importante en la regulacion de este aminoacido, dado que el 75% de
las reacciones de transferencia de grupos metilo tienen lugar en este

6rgano.®

Regulacién por nutrimentos

Diversos estudios han mostrado que las deficiencias de cobalamina y
de folato en la dieta inducen una elevaciéon moderada o intermedia de
los niveles de Hcy, esto es légico si tenemos en cuenta la
participacion de dichas moléculas en el metabolismo de la Hcy,

actuando como cofactores.?

En el caso de la Vitamina Bg se ha visto que s6lo una deficiencia
severa y prolongada es capaz de alterar los niveles basales de Hcy,
esta deficiencia también altera los valores de Hcy después de una
carga oral de metionina, alterando la actividad de la CBS, otra
situaciéon en la que se ven alterados los niveles de Hcy es en el caso
de individuos con niveles de folatos Optimos con un exceso de
metionina y una deficiencia de Vitamina Bg, en estas circunstancias se

ve disminuida la movilizaciéon del folato intracelular en la via de la

11



remetilacién ocasionando una elevacién de la Hcy en el plasma, esto
puede ser resultado de la saturacion de la via catabdlica de dicho

aminoacido.?!

2. Hiperhomocisteinemia.

La concentracion de Hcyr en plasma es de 5-15umol/l en sujetos

normales. 711

La (hiperhomocisteinemia) HHC es el resultado
metabdlico de la interaccion entre factores genéticos, dietéticos y
hormonales. Ademas existen otros factores como enfermedades
sistémicas y farmacos que igualmente contribuyen a su aparicion.
Kang y colaboradores (1983) la clasifican como; moderada 15-30

pmol/l, intermedia de 31-100 umol/l, y severa >100 umol/l * 2,

12



2.1 Causas de la hiperhomocisteinemia.

Defectos genéticos en el metabolismo de la homocisteina.

Deficiencia de cistationina pB-sintasa (CBS): Esta es una alteracién de
la via de la transulfuracion. El gen CBS ha sido localizado en el
cromosoma 21(21922.3). ElI patrén de herencia es autosdmico
recesivo, con frecuencia de 1:200 000 para homocigotos y de 1: 70 a
1:200 en heterocigotos. Esta es la causa méas frecuente de HHC maés
grave, la forma homocigota de la enfermedad (homocistinuria
congénita) puede asociarse con concentraciones de Hcyry en ayuno
mayor de 400 umol/l. Las manifestaciones clinicas incluyen ectopia
lentis, alteraciones esqueléticas, retraso mental, tromboembolismo y

aterosclerosis prematura grave.

Los heterocigotos para esta deficiencia enzimatica tienen

concentraciones menores de Hcy: plasmatica, entre 20-40 pmol/l.

13

Deficiencias de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR): Este es
un defecto de la via de la remetilacion, si bien la HHC provocada por
la deficiencia de MTHFR es menos grave que la debida a la deficiencia
de CBS, el prondstico es peor por la falta de respuesta al tratamiento.
La mayoria de los pacientes con deficiencia de MTHFR tienen
ademds, disminuida la concentracion sérica de metionina, pero sin
llegar a desarrollar anemia megaloblastica. Se han descrito dos
variantes enzimaticas de l|la MTHFR (proteina de 40kDa): Ila

termoestable y la termolédbil. En la primera, heredada con caréacter

13



autosdémico recesivo, el gen se localiza en el cromosoma 1 (1p36.3) y
se han descrito nueve mutaciones puntuales. De mucho mayor
importancia es la variante termolabil, considerada la forma genética
més comun de HHC y resultante de una mutacién puntual (C677T) que
conduce a la sustitucion de alanina por valina.' La frecuencia de la
mutacion homocigota para la variante C677T varia dependiendo la
poblacién estudiada desde 1.4% en poblacién negra, 12-15% en
Europa y el Medio Oriente, en América, México ha sido el pais con la

mayor prevalencia de éste genotipo (TT) con una frecuencia del 32%."*

Se ha postulado que la deficiencia ocasionada por la presencia de la
variante termolabil es un factor de riesgo para enfermedad coronaria,
> 13. 18 "hasta 42% de los pacientes con enfermedad vascular cerebral
isquémica, 28% con enfermedad arterial periférica y 30% con

enfermedad coronaria han presentado en plasma niveles elevados de

homocisteina.®?

Deficiencias nutricionales.

Es de particular interés revisar la relacion entre deficiencias
nutricionales e HHC, debido a la alta prevalencia de desnutricion que
existe en México, desde este punto de vista, es factible que exista
gran cantidad de casos con HHC leve o moderada, ya que es posible
que los cofactores requeridos en el metabolismo de la Hcy, tal como el
acido fdlico y las Vitamina B¢ y Bi:, no se encuentran en las
concentraciones oOptimas. Esta bien demostrado que existe una
asociacién no lineal e inversa entre la concentracién de Hcyr y la de

folato plasmatico, asi como con la ingesta de dicha vitamina.*® *°
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La deficiencia de vitamina Bs; se asocia primariamente con HHC
posterior a una carga oral de metionina (COM), la mayoria de los
casos de HHC son atribuibles a concentraciones séricas bajas de &acido
félico, puesto que esta deficiencia ocurre con mayor frecuencia que la

deficiencia de vitamina B,,. 1?3

2.2 Otras causas de hiperhomocisteinemia.

Existen otras razones que no se relacionan con el metabolismo de la
Hcy directamente, pero que afectan sus niveles en la circulacion,
dentro de estos factores tenemos; la edad, el estilo de vida, el género,
algunas patologias tales como las enfermedades crénicas renales, el
hipotiroidismo, la anemia perniciosa, diferentes tipos de cancer, y la
administracion de algunos medicamentos, estos factores al combinarse
con los factores genéticos y las condiciones fisiopatoldégicas del

paciente, interfieren en el metabolismo de la Hcy. *

La enfermedad renal crénica afecta los niveles de este aminoacido,
aun no esta claro sila HHC se debe a una reduccion en los niveles de
excreciobn o0 a la alteracion del metabolismo del aminoacido en las
células renales, el caso es que en estos pacientes los niveles de Hcy
se elevan de dos a cuatro veces. El hipotiroidismo es otra enfermedad
en la que se ven alterados los valores de Hcy, aunque aun no existe
una explicacion clara para dicho incremento. En los pacientes con
anemia perniciosa se presenta una elevacion de este aminoacido

debido a que estos pacientes presentan una mala absorcién de la

15



cobalamina, que como ya se ha mencionado es cofactor en la via de la
remetilacion de la Hcy. ElI cancer de mama ovarios pancreas y
leucemia linfoblastica, son otras patologias en las que se ha
encontrado una HHC, en las células cancerosas el metabolismo de

dicho aminoéacido se ve nulificado.?

Se ha visto que bajo condiciones fisiolégicas normales y al paso del
tiempo, los niveles de Hcy se van incrementando gradualmente en
sangre, adicional a esto, se ha observado que en hombres los niveles
de Hcy son mas altos que en mujeres premenopausicas, dejando
evidencia clara de que los niveles de Hcy estan influenciados con el
genero. ' '’ Esto puede ser por las diferencias que existen entre las
vias metabdlicas de la remetilacién y de la transulfuracion, siendo en
mujeres mas eficiente la via de la remetilacion y en hombres resulta
mas eficiente la via de la transulfuracion.’® Las terapias de
reemplazamiento hormonal también afectan los niveles de Hcy
plasmatica, se ha observado que este aminora el incremento de la Hcy

después de la menopausia.’

Otras causas de HHC es el consumo de algunos farmacos entre los
cuales estan: Metotrexate, que tiene una potente accién inhibitoria de
la enzima folato reductasa; la fenitoina; es un farmaco que interfiere
en el metabolismo del folato; la teofilina puede causar HHC por
interferir en la sintesis de fosfato de piridoxal, la forma coenzimatica
de la Vitamina Bg, se ha sugerido que el colestipol y el acido nicotinico
alteran los niveles de Hcy debido a que provocan una alteracién en el

proceso de absorcion de los folatos.'?
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Algunos habitos como el tabaquismo y el alto consumo de café se
asocian con un incremento en los niveles plasmaticos de Hcy, quiza

por interferencia con la sintesis del fosfato de piridoxal.

El alcoholismo cronico también se ha considerado como causante de
HHC, probablemente por las deficiencias nutricionales que le

acompafan.’

3. Hiperhomocisteinemia y enfermedades vasculares.

Las enfermedades vasculares tienen una etiologia multiple, como
consecuencia de diversos factores de riesgo tales como el tabaquismo,
la hipertensién arterial, las concentraciones sanguineas de colesterol
elevadas, la intolerancia a la glucosa, la obesidad y la inactividad
fisica, entre otros. Sin embargo, fuertes evidencias en estudios
recientes muestran a la HHC moderada como un factor de riesgo

independiente en el desarrollo de enfermedades vasculares.? ** °°

Una elevacién moderada de Hcy en sangre ocurre en 30% de pacientes
con enfermedad arterial coronaria y el 42% de pacientes con

enfermedad cerebro vascular 2°.

En 1968, Carey y otros, habian
destacado las implicaciones aterotrombodticas de aparicion temprana al
describir el cuadro clinico de 9 pacientes con homocisteinuria |. En
1969 KS McCully plantea la hipotesis de que la HHC puede tener una
relacion causal con la aterosclerosis. De estas fechas a la actualidad
se han realizado un gran niumero de estudios tratando de aclarar dicha

relacién, mas de 80 estudios de caracter epidemioldgico con enfoque

de riesgo confirman esta relacién, pero lo que queda por esclarecer es
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si la HHC es un factor de riesgo causal o un elemento acompafiante de

la aterosclerosis *

Dentro de los mecanismos propuestos para esclarecer el papel de la
Hcy como causante o agravante de las enfermedades vasculares, se
incluye; dafio endotelial, reduccion de la produccion de 6xido nitrico y
biodisponibilidad, un efecto mitético sobre las células del musculo liso,
una influencia sobre el comportamiento de los leucocitos y la
hemostasis, ademas de modificar el estado oxidativo de Ilas

lipoproteinas de baja densidad, **'**

3.1 Posibles mecanismos de HHC como un factor de riesgo

independiente de enfermedades vasculares

El mecanismo por el cual la Hcy causa disfuncion endotelial es
probablemente mediado por el estrés oxidativo °. La disfuncién
endotelial es caracterizada por un cambio en las funciones del
endotelio que lleva a una reduccién de la vaso dilatacién, a un estado
pro inflamatorio y protrombotico. Este dafio endotelial estd asociado
con varias enfermedades vasculares, el mecanismo incluye la
reduccion de la generacion de oOxido nitrico, decremento en la

produccion del factor de hiperpolarizacion y un exceso de estrés

oxidativo.'?

En el plasma la Hcy es rapidamente autoxidada a disulfuros mixtos,
homocistina y Hcy tiolactona, generando potentes especies reactivas
de oxigeno, incluyendo superdéxido, peroxido de hidrégeno y el anidn

hidroxilo, estos radicales generan dafio endotelial, peroxidacion de los
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lipidos de las lipoproteinas plasmaticas, fundamentalmente de las de
baja densidad con la formacion de hidroxicolesteroles altamente
aterogénicos, degradacién de &cidos grasos polinsaturados, y la
formacién de lisolecitina y modificacion de los residuos de lisina de la

Apo B100 con los consiguientes efectos citotéxicos y aterogénicos.”®

Por otro lado la Hcy tiolactona que se produce en cantidades minimas,

puede llevar a dos situaciones:

- Combinacion con moléculas de LDL, lo que conllevaria a
captacién y agregacion por macréfagos de la infima arterial y las

células espumosas de las placas de ateroma en formacion.

- Conjugacion con proteinas intracelulares de la secrecion, por
acilacion de restos de lisina conduciendo a alteraciones del
metabolismo oxidativo, reforzando el dafio oxidativo y cambios
fibroticos y proliferaticos de las células de musculo liso de la

pared vascular. '?

Estas son solo algunas propuestas que se han hecho en cuanto a la
relacién hiperhomocisteinemia- enfermedades vasculares, pero aun
falta por elucidar un mecanismo fisiopatolégico que lleve a una clara
explicacion de esta relacion, sin embargo existen fuertes evidencias de
que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente de

dichas enfermedades.?'?

4. Prueba de la post carga oral de metionina (COM).
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El procedimiento consiste en medir la Hcyt plasmatica después de una
noche de ayuno y seis horas posteriores a la administracién de una
dosis estandar de metionina (100 mg/kg de peso corporal) la dosis

°® este método

representa de 3-4 veces el promedio de ingesta diaria,?
es sensible para determinar alteraciones en la via de la transulfuracion
para la deteccién de heterocigotos para homocistinuria. En sujetos
sanos la COM induce un aumento transitorio de la concentracion
plasmatica de Hcy libre y unida a proteinas, con un pico maximo entre
cuatro y ocho horas, una prueba con COM se considera anormal
cuando la Hcyr plasmética se encuentra arriba de dos desviaciones
estandar del valor basal, ?*?* 2° hasta un 50% de sujetos con HHC

pueden ser detectados solamente con la prueba de la post carga de

metionina, estos sujetos tienen valores de Hcy: basal normales.?®

Estudios de casos y controles sugieren que el riesgo de presentar
trombosis venosa o enfermedad vascular aterosclerética, se presenta
cuando la concentraciéon de Hcyr COM se incrementa a 36 y 38 umol/L

respectivamente.?®
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JUSTIFICACION.

Un creciente acumulo de evidencia en la literatura indica que el
metabolismo de la Hcy esta influenciado por factores genéticos,
nutricionales, estado de salud y estilo de vida. En México no se
han realizado estudios de investigacion referentes al
comportamiento de este aminoéacido y su alteracion por dichos
factores. Por tal motivo en este trabajo se pretende estudiar los
valores de Hcy en adultos sanos nacidos en México, determinar
el efecto que tiene una carga oral de metionina sobre los
niveles plasméaticos de Hcyr, y evaluar los valores de Hcyt
basal plasmatica en funcién de los niveles plasméaticos de

vitamina B,, y los de acido félico.
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HIPOTESIS:

La concentracidon plasmatica de Hcy: en adultos sanos nacidos

en México es similar a la descrita para otras poblaciones.

Al administrar a sujetos sanos nacidos en México una carga
oral de metionina los niveles plasmaticos de Hcyt se elevaran,
cuyo incremento pudiera ser dependiente de sus niveles

plasmaticos de &cido fdlico y de vitamina B,.
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OBJETIVOS:

- Determinar los valores de Hcyr en muestras de sujetos
sanos nacidos en México y compararlos con los de otros

estudios en diferentes poblaciones.

- Evaluar el efecto de una carga oral de metionina en los

niveles plasmaticos de Hcyr basal.

- Determinar el efecto de la concentracion plasmatica de
vitamina B;, y acido fdlico en los niveles basales de Hcy+

plasmatica y poscarga de metionina.
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METODOLOGIA:

Se realizdé un estudio transversal, descriptivo, ciego simple, en
adultos sanos nacidos en México de diferentes centros de

atencién médica.

Variables.
Dependientes:

- Concentracion plasmatica de Hcyr.

Independientes:
- Edad del sujeto en estudio
- Sexo del sujeto en estudio
- Concentracidon plasmatica de vitamina B,

- Concentracion plasmaéatica de folato

De control

- No requeridas en el estudio

Descripcién operacional de las variables:
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Concentraciéon plasmatica de Hcys: Valor del aminoécido
Hcy en el plasma después de su analisis por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR),
expresado en una escala cuantitativa ordinal: uM de Hcy

plasmatica.

Edad del sujeto de estudio: Edad al momento de la toma
de la muestra plasmatica, expresado en una escala

cuantitativa ordinal: afios de vida.

Sexo del sujeto de estudio: expresado en una escala

cualitativa nominal : masculino; femenino

Concentraciéon plasméatica de vitamina Bji,: Valor de la
vitamina B, después de su analisis por un método
enzimatico; expresado en una escala cuantitativa ordinal:

pg/ml de vitamina B,.

Concentracién plasméatica de folato: Valor de folato
después de su analisis por un método enzimatico;
expresado en una escala cuantitativa ordinal: ng/ml de

folato.
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Seleccion de la muestra

- Tamafo: Por ser un estudio descriptivo no se requiere de

calculo de tamafio de la muestra.
- Grupo de estudio: Adultos sanos nacidos en México.

- Criterios de inclusién. Adultos sin enfermedad conocida

(sanos), de ambos sexos.

- Criterios de NO inclusiéon: Cualquier tipo de patologia

conocida o diagnosticada en el interrogatorio directo.

- Criterios de exclusion: No aceptacion del paciente para

ingresar al estudio.

Procedimiento.

Una vez que seleccionados para el estudio y previo
consentimiento escrito los adultos sanos fueron puncionados
para la obtencién de sangre total. De cada uno se obtuvieron en
ayuno 3ml de sangre en tubos de vidrio con EDTA (9:1 v/v), las
muestras fueron inmediatamente centrifugadas a 2, 000 G por
10 min a 4°C para obtener el plasma pobre en plaquetas, las
muestras fueron inmediatamente almacenadas a -80°C hasta su

procesamiento. Se analiz6 ademdas la concentracién de Hcyr
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después de una carga oral de metionina (COM), de cada adulto
se obtuvieron otros 3ml de sangre en tubos de vidrio con EDTA
(9:1 v/v), 6 horas después de recibir una COM (0.1g/kg de peso
corporal, dosis Unica). Estas muestras también fueron
inmediatamente centrifugadas a 2, 000 G por 10 min a 4°C para
obtener el plasma pobre en plaquetas, las muestras fueron

inmediatamente almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

Las determinaciones de acido félico se hicieron por medio de
un kit Beckman Coulter 33010 Acces Folate, para la
determinacion de la vitamina B;, se utiliz6 un kit Beckman
33000 Acces Vitamin Bi,, inmunoensayos quimioluminiscentes,
ambas determinaciones se realizaron en la Unidad de
Epidemiologia del Hospital General Regional “Gabriel Mancera”

del Instituto Mexicano del Seguro Social.

La Hcyr fue cuantificada utilizando la técnica de cromatografia
de liquidos de alta resolucion (CLAR), con deteccién por
fluorescencia, siguiendo las recomendaciones de Refsum vy
5

colaboradores Estas determinaciones se realizaron en la

Unidad de Genética de la Nutricion INP-IIB.
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Material para la cuantificacién de homocisteina.

Reactivos:

Acido homocisteico

Ditioeritritol (DTE)

Acido perclorico 6% v/v

Acido iodoacético en acido perclorico 50mM
Hidroxido de sodio 3M

Oftaldialdehido (OPA)

L- Homocistina.

Todos los reactivos fueron adquiridos en la casa comercial

Sigma-Aldrich.

Equipo.

Cromatografo de liquidos de alta resoluciobn Waters 2690

Separations Module
Detector de fluorescencia Waters 474

Columna Phenomenex Kingsorb 150 x 4.6 mm ID 3um
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La deteccion de Hcy se hizo a una longitud de onda de
excitacién de 338 nm y una longitud de onda de emision de 425

nm.

Procesamiento de la muestra

A una alicuota de 100 pul de plasma se adicionaron 20 pl del
estandar interno, 20ul de DTE como agente reductor, ésta
mezcla se agité y se dejé incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente, se adicionaron 300 ul de &acido iodoacético en acido
perclérico para precipitar las proteinas y carboxilar la Hcy, se
agité nuevamente y se centrifugé a 15000 rpm/ 10 min a 22°C,
se filtr6 la muestra con filtros de 0.05um, a 100 ul del
sobrenadante se le agregaron 30 ul de hidréxido de sodio 3M vy
se mezcl6, se adicionaron 20 ul del derivatizante, utilizando 10

pl de volumen de inyeccion.

Condiciones cromatograficas.

Fase movil:

Disolvente A: Amortiguador de fosfatos 0.02mM (pH 7.0):

tetrahidrofurano: agua; 91:5:4.

Disolvente B: Amortiguador de fosfatos 0.02mM (pH 7.0):

acetonitrilo: agua; 40:5:55
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Condiciones de gradiente:

Tiempo %A %B
(min.)
0 78 22
7.0 70 30
7.5 0 100
13 0 100

Temperatura de la columna: 40°C

Temperatura de la muestra: 4°C

Curva estandar:

Se realiz6 una curva patrén, con las siguientes
concentraciones: 3, 12, 20, 40 y 50 uM de un estandar de L-

Homocisteina en medio plasmatico.
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Analisis estadistico

Se describen las caracteristicas generales del grupo estudiado
mediante pruebas de estadistica descriptiva con medidas de
tendencia central y dispersion de variables cuantitativas y con
frecuencias simples en numeros absolutos y relativos para
variables categdricas. Para la evaluacién de la diferencia entre
géneros se aplicé una prueba no paramétrica , prueba de la

suma de rangos de Wilcoxon 2

, a un nivel de confianza de 0.05;
para evaluar la dependencia entre los valores de Hcyr y la edad
se aplicdé una prueba de Tukey a un nivel de confianza de 0.05.
Para evaluar la dependencia de la Hcy respecto a la

concentracion de los cofactores acido félico y vitamina B,,, se

hizo por determinacion del coeficiente de correlacidn.
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RESULTADOS:

Este estudio se llevo a cabo en una poblacion de adultos sanos
nacidos en México, se estudiaron un total de 145 individuos; 85
mujeres, 60 hombres, en edades comprendidas entre 18 y 77
afios, con una media general de 35.26 afios, para los hombres
la media fue de 34.48 afios con un intervalo de 18 a 72 afios y
para las mujeres la media fue de 35.82 afios con un intervalo de

18 a 77 afios

La cuantificacién de Hcyt se hizo mediante CLAR, en la fig 3 se

muestra un cromatograma obtenido en esta determinacion.

Fig 3. Cromatograma de la determinaciéon de Hcy mediante CLAR
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La curva de calibracion para este aminoacido (Hcy) se muestra
en el grafico 1, la ecuacion de la curva es: y= 874.94x + 18498

con un coeficiente de correlaciéon R?= 0.9931.
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Grafico 1. Curva de calibracion para la cuantificacion de Hcyr plasmatica.

Concentracion de Hcyr basal.

La poblacion estudiada presenté una media de Hcyt plasmatica
basal de 10.89uM con un valor minimo de 1.61 y un maximo de
87.96 uM. Para el género femenino fue de 10.61uM (1.61-87.96
uM), y para el masculino de 12.19 puM, (5.30-84.56 uM). En el

grafico 2 se muestra la distribucién de la concentracion de Hcy+

plasmatica basal, la cual no sigue una distribucion normal

(p=0.05).
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Grafico 2. Distribucion de la concentracion de Hcyt basal plasmatica.

Considerando la clasificaciéon de Kang,’ para la concentracion
de Hcyt basal, el 80% de la poblacion de estudio tiene valores
normales de Hcy: por debajo de 15 uM, el 14% presentan una
HHC leve, el 5.5% presenta una HHC moderada y el 0.5% es

hiperhomocisteinémico grave. En la tabla 1 se presentan estos

datos por género.

Concentracién de Hcy Masculino Femenino
[wM] basal n= 60 n= 85
Normal (<15) 32% 48%
HHC leve (15-30) 7% 7%
HHC moderada (30-100) 2% 3.5%
HHC grave (>100) 0% 0.5%

Tabla 1. Distribucién de la poblaciéon de estudio de acuerdo a la concentracién de

Hcyr basal plasmatica.
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Para analizar la influencia de la edad en los niveles de Hcyt
basal se dividié la poblacibn en 10 grupos etarios, la
distribuciéon de la concentracion de Hcyr por grupos etarios se
muestra en el grafico 3, la concentracion mayor de Hcyts se
observa en el grupo de >60 afios y en el grupo de 40-44 afos,

para los géneros masculino y femenino respectivamente.

Cnheantracian da Hev nar Aariinne atarine

Femenino
g B Masculino

Coneentracidn de Hey [mmoliL]
onNE O B ED D

<20 20-24 25-29 30-34 3539 40-44 4549 50-54 55-59 >60
Edad (afios)

Grafico 3. Media de Hcyr basal de los diferentes grupos etarios, hombres y

mujeres.

El analisis estadistico muestra que para el género femenino
existe diferencia significativa entre el grupo de 40-44 afios y el
grupo de <20 afios (p=0.05), para el género masculino el grupo
de >60 afios presenta diferencia estadisticamente significativa

con el resto de los grupos.

Concentracion COM de Hcyr.

La poblacion en estudio presenta un valor medio de la

concentracién de Hcyr; plasmatica postcarga de metionina de
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38.89 uM, (11.85- 177.82uM), el grafico 4 muestra la

distribuciéon de Hcyt postcarga.
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Grafico 4: Distribucién de la concentracion de Hcyr COM.

En el grafico 5 se muestra la distribucion continua en forma
creciente de la concentracion de Hcy: plasmatica COM, Van
der Griend vy colaboradores (2002), reportan que unha
concentracion de Hcy; plasmatica postcarga de metionina
mayor a 38.00uM, es un factor de riesgo para enfermedades

vasculares ateroscleréticas 2°.
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Grafico 5. Distribuciéon de concentracién de Hcyr COM plasméatica en orden

creciente.
De esta manera en la poblacién tenemos dos grupos, aquellos
en los cuales que después de la COM su concentracién de Hcy+
se encuentra por debajo de 38 puM y que representa el 49% y
los que estan por encima de este valor que constituyen el 51%

de la poblacién (tabla 2).

Concentracion de Hcy Masculino Femenino
[uM] COM n= 60 n= 85
Hcy: COM (<38) 47% 51%
Hcyr COM (>38) 53% 49%
Total 100% 100%

Tabla 2. Distribucién de la poblacién de estudio segun su concentracién de Hcy+

plasméatica COM
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Acido folico y Vitamina Bj.

En cuanto a estos dos cofactores toda la poblacién estudiada
presentd valores dentro del intervalo normal, para la vitamina
Bi, el intervalo normal es de 50-1500pg/mL, en los graficos 6 y
7 se muestra la distribuciéon de este cofactor en funcion de la
concentracién de la Hcyr basal y COM respectivamente, esta
correlacion presenta un coeficiente R?= 0.0007 con la Hcyr
basal y R?= 0.0032 para la Hcyr COM, lo que indica que

estadisticamente no existe correlaciéon entre la vitamina B, Yy

la Hecyr.
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Grafico 6: Distribucion de la concentracion de vitamina B;, y Hcyr basal.
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Grafico 7: Distribucién de la concentraciéon de vitamina B;, y Hcyr COM
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Para el 4cido félico el intervalo de referencia es de 0.5 a 20.0
ng/mL, en las graficas 8 y 9 se muestra la distribucion de este
cofactor en funcion de la concentracion de Hcy: plasmatica
basal y COM, que presentan un R?= 0.0345 y R?= 0.0399
respectivamente, estadisticamente tampoco existe correlacion

entre estos factores.
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Grafico 8: Distribuciéon de la concentracion plasmatica de acido félicoy Hcyr

basal.
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Grafico 9: Distribucién de la concentraciéon plasmatica de acido félicoy Hcyr

COM.
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DISCUSION.

En México no existe un consenso acerca de los valores de la
concentracion de Hcyt plasmatica, usualmente la concentracién
plasmatica de Hcy; es medida en ayuno y puede ademas ser
medida después de una carga oral de metionina, los valores
pueden variar segin el grupo étnico, edad o sexo.'” En este
estudio de sujetos sanos nacidos en México, de edad entre 18 a
77 afios, se obtuvo una concentracion de 10.89umol/L, en la
bibliografia se report6 como valor normal de concentracién de
Hcyr plasméatica basal 10umol/L = 5.0,%%** un estudio
comparativo de sujetos sanos de diferentes paises indica que el
nivel de Hcyr en plasma, varia entre poblaciones, el anéalisis
estadistico comparativo entre estos valores y los obtenidos en
este estudio indica que no existe diferencia significativa entre
ellos, lo que nos muestra que nuestra poblacion presenta un
comportamiento semejante a lo reportado en la literatura para

otras poblaciones, (tabla 3).

En nuestro pais no se habian hecho estudios en cuanto al
comportamiento de este aminoacido, es importante destacar
gue en la poblaciéon en estudio el 20% presenta un tipo de HHC,
la HHC es considerada un factor de riesgo para el desarrollo de

aterosclerosis y sus complicaciones **.

Los niveles de Hcyr plasmética generalmente son mas altos en

1, 12, 14, 27, 28,

hombres que en mujeres en el presente estudio las

mujeres muestran un valor de la media de la concentracion
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Poblacién media [Hcy] [Hcy] (pmol/L) [Hcyl(umol/L)
de estudio (pmol/L) N femenino n Masculino n minimo maximo edad Metodologia
Turquia 8.91 159 7.38 41 9.51 118 4.3 22.6 22-88 CLAR TASKIN
Sudéafrica SD* 120 SD SD 11.3 120 6.9 21.7 23.1 CLAR Ubbink 2003
Iran SD 1214 14.05 786 19.02 428 SD SD 25-64 CLAR Fakhrzadeh
Italia SD SD 8,08-8,17 20 SD SD SD SD 48-61 CLAR Villa
Espafa 13.30 140 13.10 81 13.6 59 3.9 30.7 60-80 CLAR Huerta
Italia 9 140 SD SD 59 SD 5.1 24 SD CLAR Marcucci
México 13.4 1277 SD SD SD SD SD SD SD FPIA Mutchinick
Lima 8,39-8,43 229 7,76/2,39 SD 8,97/2,35 SD SD SD 17-60 FPIA* Kian
Corea del Sur 12.2 50 10.1 19 13.5 31 SD SD SD ADVIA*** Jin Hu
Checoslovaquia 10.27 187 SD SD SD SD SD SD 45-64 CLAR Kuch
Alemania 8.93 147 SD SD SD SD SD SD 45-64 CLAR Kuch
México 10.89 145 10.61 85 12.19 60 1.61 87.96 18-77 CLAR UGN
* SD: Sin dato.
**FPIA: Inmunoensayo de polarizacion fluorescente
*** ADVIA: Inmunoensayo especifico Bayer Corporation.
17, 27, 28, 32, 32, 33, 34, 35.
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plasmatica de Hcyr de 10.61umol/L (1.61-87.96 umol/L), para el
genero masculino encontramos un valor de la media de 12.19
pmol/L, ( 5.30-84.56 umol/L). El anélisis estadistico indica que
para nuestra poblacion existe diferencia significativa en la
concentracion plasmatica de este aminodacido entre géneros tal
como lo reportan Bunot y cols (1998), siendo mayor para el
genero masculino que para el femenino; el valor mas alto en
hombres puede estar relacionado a su mayor cantidad de masa
muscular, cerca del 75% de Hcy es formada en conjuncidén con
la sintesis de creatina-creatinina, el estado hormonal puede
ser otro factor que marque esta diferencia.*’

La edad es otro factor que también influye en los niveles de

14,36

Hcyr plasmaética, algunos investigadores reportaron que la

poblacién chilena de edad entre 22-78 afios no mostré
diferencia significativa en los niveles de este aminoacido.'? 2’
Sin embargo en nuestro estudio; el grupo de mayores de 60
afos del género masculino presenta el valor de Hcyt basal mas
alto, para el genero femenino no se observa la misma
tendencia, el grupo etario de 40-44 afios es el de mayor
concentracién y estadisticamente solo muestra diferencia
significativa con el grupo de <20 afios, sin embargo el tamafio
de muestra (2 individuos) de este grupo es insuficiente para
concluir si existe esta diferencia; el estado hormonal
relacionado con la edad, es un factor importante en el nivel de

Hcyr plasmética, el cual se ve disminuido en mujeres

premenopdausicas, probablemente mediado por los niveles de

44



estrogenos,

la concentracién de Hcyr en mujeres
premenopausicas (edad entre 20-40 afos) manifiestan un
incremento menor en la concentracién de Hcyt que las mujeres
en etapa posmenopausica (>60 afios), después de la
menopausia los niveles de Hecyt se incrementan

2

progresivamente *°, la relacién del incremento de la Hcy con la

menopausia es debida a cambios hormonales que no se

observan en los hombres !’

, en general las personas adultas
mayores presentan wuna disminucion en la produccion o
actividad enzimatica, disfuncion renal, disminucién en la
biodisponibilidad de vitaminas como la Bs, B;, 0 folatos, estos

factores pueden alterar la concentraciéon de Hey. ** %7

El estilo de vida y factores como el héabito del tabaquismo,
influyen en los niveles de Hcyr;. Se ha reportado que el
tabaquismo esta asociado con cambios en el estado redox, lo
que puede influir en el metabolismo de la Hcy. Los fumadores
tienen niveles de folato y vitamina Bg y B;» menores que los no

fumadores, * 7 El

alcoholismo es otro factor que incrementa
los niveles de Hcys, probablemente por alteracién en el
metabolismo de los folatos y por deplecion en las reservas de
vitamina Bs. El elevado consumo de café o té, suplementos
vitaminicos, la ingesta de frutas y verduras y la actividad fisica
estan inversamente relacionados con los niveles de Hcyr en la
circulacion,' todos estos factores no fueron evaluados en el
presente estudio, pero seria de gran interés realizar un estudio

en el cual pudiéramos observar su influencia en los niveles de

HcyT.
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En la evaluacion de los valores de la concentracion de Hcyr
plasmatica COM, obtuvimos un valor promedio de 38.89 uM
(11.85- 177.82uM). La prueba de la Hcy postcarga de metionia
en la actualidad es utilizada para evaluar el metabolismo de
este aminoacido bajo diversas condiciones, por ejemplo; en
enfermedad vascular prematura.?® 32 En estudios de casos y
controles se ha sugerido que la concentracion de la Hcyr
postcarga de metionina que representa un riesgo para presentar
enfermedades vasculares es de 38uM,>2?® es por ello que es de
suma importancia sefialar que mas de la mitad de la poblacién
del presente estudio (51%), exhibe una concentracién de Hcy+
post carga de metionina mayor a este valor, Van der Griend y
col (2002), reportan que una concentracion de Hcyt plasmatica
de 36 uM incrementa el riesgo de presentar trombosis venosa y
una concentracién mayor a 38uM incrementa el factor de

riesgo para enfermedades vasculares ateroscleréticas *°.

Un estudio de casos y controles que incluyé 750 pacientes con
enfermedad cardiovascular, de nueve paises Europeos, definié
como valor normal de Hcyr COM =38 uM, que confiere un
riesgo vascular independiente semejante al de fumar o al de
hipercolesterolemia. También demostraron un efecto
multiplicativo cuando ambas concentraciones eran elevadas,
incrementando el riesgo de enfermedades vasculares de 1.5 a

25

2.5 veces, esta caracteristica la presenté 18% en la

poblacién de estudio (graficol0).
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Grafico 10: Sujetos con valores de Hcyr basal >15 uM y Hcyr COM >38 puM.

Recordemos que el metabolismo de la Hcy;s estda mediado por
dos vias, la remetilacion, la cual es dependiente de vitamina
Bi, y acido fdlico, y la via de la transulfuraciéon que tiene como
cofactor al piridoxal 5 fosfato. En este estudio todos los
sujetos presentan valores de acido félico y de vitamina B,
dentro del intervalo normal, el factor de correlacién entre estos
cofactores y la concentracién de Hcyr nos indica que no existe
correlacion entre los cofactores y el nivel plasmatico de Hcyr
basal y COM, esto significa que la concentracion plasmatica de
estos cofactores no esta influyendo en los valores de este
aminoacido. Es probable que el contenido de &cido folico en
muchos de los alimentos consumidos en México facilite la
disponibilidad de dichos cofactores y que este factor no este

afectando los niveles de Hcyt plasmética.
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Existen otros factores que influyen de manera importante en el
metabolismo de la Hcy, uno de estos factores es el genético, en
la poblacién estudiada encontramos que un alto porcentaje
presenta HHC tanto en la toma basal (20%) como en la COM
(50%) y un 18% en ambas. La presencia de HHC tiene un
franco componente de tipo genético, se sabe que el
polimosrfismo de la MTHFR del gen C677T (sustitucién alanina
por valina), es responsable de la disminucién en un 50% de la
actividad de la MTHFR.' Se ha encontrado una alta prevalencia
de este polimorfismo en la poblacibn mexicana con unha
incidencia cercana al 35%.'*" Seria interesante estudiar la
poblacién que presenté HHC en ambos casos y determinar si es

portador de este polimorfismo en estado homocigoto.

Por otro lado estudios genéticos recientes proveen evidencias
de que también los polimorfismos de la enzima metionina
sintasa (A2756G) y metionina sintasa reductasa (A66G) influyen
significativamente en la concentracién de la Hcy plasmaética,
estos pueden interactuar e incrementar el riesgo de presentar
HHC.®” En México tampoco se han realizado estudios en cuanto
a la presencia de estos polimorfismos, en pacientes que
presentan HHC.

Las enfermedades vasculares son una de las principales causas
de mortalidad en México ', los factores de riesgo
aterosclerdtico convencionales, tabaquismo,

hipercolesterolemia, e hipertension arterial sistémica no

explican totalmente este hecho.
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Recientemente se ha reconocido que la HHC contribuye al
desarrollo de estas enfermedades de manera directa o0 en

1.12,13. 14,33 an afios recientes

asociacion con estos factores,
se ha convertido en uno de los factores de mayor interés,
estudios epidemiolégicos han demostrado que la HHC
moderada es un factor de riesgo independiente en el desarrollo
de pacientes con arteriosclerosis conocida y trombo embolismo

recurrente, ' 7 por lo que el presente estudio prende un foco de

alerta a la poblacién mexicana con HHC.

Las limitaciones del presente estudio incluyen el tamafio de la
poblacién, y la evaluacion de diversos factores no considerados
tal como el factor hormonal, estilo de vida, tipo de alimentacion,
y el factor genético; necesario para determinar el claro efecto
de éstos en los niveles de Hcy: plasmatica en la poblaciéon

estudiada.

49



CONCLUSIONES.

- El valor promedio de Hcyr basal encontrados en el
estudio realizado en adultos sanos nacidos en México

es de 10.89umol/L £ 6.74.

- El género en adultos es un factor que influye en los
niveles de Hcyr plasméatica, los hombres presentan

valores méas elevados que las mujeres.

- Segun la clasificacion de Kang, el 20% de la poblacion

en estudio presenta algun nivel de HHC.

- Las concentraciones plasmaticas de acido folico y de
vitamina B, no influyen en los niveles de Hcys en la

poblacién de estudio.

- Es probable que el 18% de la poblacion esté en riesgo
de presentar enfermedades vasculares por tener valores

de Hcyr basal y COM elevados.
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PERSPECTIVAS.

En el presente trabajo se encontré que 20% de la poblacion en
estudio tiene valores basales de Hcyr elevados, presentando
algun tipo de HHC, en trabajos anteriores se reporté que el
35% de la poblacion presenta la mutacién del gen C677T de la
MTHFR causante de la disminucion en un 50% de la actividad
de la enzima MTHFR, y estudios ma&s recientes proveen
evidencia de que los polimorfismos de la enzima metionina
sintasa (A2756G) y de la metionina sintasa reductasa (A66G)
influyen significativamente en la concentracion de la Hcy

plasmatica.

La presencia de estos polimorfismos en nuestra poblacion
podria ser la causante de esta elevacion, por lo que seria de
gran interés determinar el genotipo de estas enzimas en la

poblacién en estudio.
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