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RESUMEN

Numerosas evidencias cientificas indican que una
concentracidén elevada de homocisteina plasmatica (hi-
perhomocisteinemia) seria un factor de riesgo indepen-
diente para las enfermedades vasculares oclusivas, tan-
to o miis importante que el colesterol, el tabaquismo o
la hipertensidén. Surge entonces la necesidad de cono-
cer y determinar los niveles normales de homocisteine-
mia. En nuestro estudio se analizaron las muestras de
151 individuos (3 a 59 afios) aparentemente sanos, obte-
niéndose un valor de homaocisteina total = 12.1 + 3.6
pmol/l (media + DE). Ademis, se evaluaron los datos
registrados para dos grupos etireos extremos, obte-
niéndose 6.4 + 2.6 pmol/l (neonatos) y 13.6 £ 5.9 pmol/
| (> 60 afios). Se encontré que la homocisteinemia se
incrementa con la edad, adn en el grupo de 3 a 59 afios,
y el valor medio es significativamente mayor en los
hombres que en las mujeres. Los datos evaluados mos-
traron que la concentracién de homocisteina total para
el 95% de la poblacién general varia entre 5.0 y 19.2
pmol/l. El valor elevado del limite superior de este ran-
go sugiere que, probablemente han sido incluidos in-
dividuos con niveles vitaminicos subéptimos, consis-
tentes con los hibitos alimentarios de nuestro medio,
Ademis, estudios internacionales proponen valores de
corte para hiperhomocisteinemia notablemente meno-
res (S 12 pmol/l) al que surge de nuestro intervalo (19.2
pmol/l). Por lo tanto los niveles de homocisteina plas-
miltica obtenidos para la poblacién de Buenos Aires no
deben considerarse como valores de referencia o nor-
males, sino por el contrario, deben alertar acerca del
posible riesgo vascular asociado.

Palabras claves: Homocisteinemia, Valores de referen-
cia, Factor de riesgo aterotrombético.

INTRODUCCION

En los tiltimos afos la determinacién de la con-
centracion plasmdtica o sérica de homocisteina
(Hcy) ha cobrado importancia. El interés surgié
porque numerosos estudios epidemioldgicos han
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postulado que niveles elevados de Hey constituyen
un importante factor de riesgo independiente para
la enfermedad aterotrombédtica, afectando el sistema
vascular coronario, cerebral y periférico’.

La Hcy es un aminodcido formado durante la con-
version metabélica de la metionina de origen dietario.
La Hey puede ser metabolizada por dos vias alterna-
tivas de remetilacién a metionina o por el caminao irre-
versible de la transulfuracidn a cisteina. Segtin el ca-
mino metabdlico, las reacciones son catalizadas por las
siguientes enzimas: metionina-sintetasa, betain-homo-
cistein-metiltransferasa y cistationin-fsintetasa. Actian
como cofactores las vitaminas B, y B, v como dado-
res de grupos metilos necesarios para la remetilacion,
intervienen el metiltetrahidrofolato y la betaina’,

En el plasma la Hey puede encontrarse en su for-
ma reducida (alrededor de 1%) u oxidada. En este
ultimo caso la Hey forma dimeros a través de puen-
tes disulfuros, tales como Hey-Hey (homocistina) y
Hey-cisteina (disulfuro mixto) o da lugar a la forma
ciclica denominada Hcey tiolactona. Si bien la Hey
reducida y los dos disulfuros existen en forma libre,
la mayor proporcién de estas especies (aproximada-
mente un 80%) circulan unidas a protefnas, funda-
mentalmente a la albtimina®.

Se define Hey plasmatica total a la suma de todas
las especies de Hcy circulantes. El aumento en circu-
lacién de este aminoacido (hiperhomocisteinemia)
puede ser originado por causas congénitas y /o adqui-
ridas. Entre las primeras se describen las deficiencias
o alteraciones de las enzimas involucradas en el me-
tabolismo 7. Las causas adquiridas incluyen niveles
bajos de dcido f6lico, vitaminas B, y B, ; insuficiencia
renal cronica, psoriasis, cincer, hipotiroidismo y el uso
de ciertas drogas (melotrexate, carbamazepina, hidro-
clorotiazida, teofilina, éxido nitroso, etc)®. Es conoci-
do que el sexo y la edad influyen sobre la homocis-



(W numerosas variables afecta-
sz o= meveles de Hoy drculante, sin embargo la ma-
yoris de los factores mencionados confluyen en un fac-
tor comun: €l nivel vitaminico del individuo.

En 1555 K Mc Cully fue el primero en postular una
sslacen entre la homocistinuria y la enfermedad
stesosclentica’, pero recién a comienzos de 1990 co-
senzsron los estudios epidemioldgicos importanles,
v2 gue == disponia de métodos de dosaje de Hey mis
sccesibles. Actualmente existen varias técnicas anali-
Scas para determinar la homocisteinemia, como la
Cromuatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), la
Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de
Masa el Enzimoinmunoensayo (EIA), Inmunoensayo
con Fluorescencia Polarizada (FPIA) y la Electroforesis
Gapidar =

~ Dadaslas implicancias clinicas asociadas a la
niperhomocisteinemia el objetivo de este trabajo fue
evaluar los niveles plasmalicos de homocisteina to-
tal en la poblacién de Buenos Aires para establecer
los valores de referencia.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién

Los individuos que participaron en este estudio
fueron seleccionados aleatoriamente entre estudian-
tes, docentes, personal administrativo vy de
maestranza de diversas facultades de la Universidad
de Buenos Aires (Argentina). Ademads, se incluyeron
familiares de sujetos pertenecientes a la Institucion
no incorporados en el presente estudio. Durante un
periodo de 6 meses se extrajeron las muestras san-
guineas correspondientes a voluntarios aparente-
mente sanos v en particular se excluyeron del estu-
dio aquellos individuos que declararon el uso de
drogas que afectan los niveles de la Hey; ser porta-
dores de enfermedad vascular sintomdtica, enferme-
dad renal, psoriasis y otras patologias asociadas a
incrementos en los niveles de Hey.

Los individuos fueron clasificados segun la si-
guiente distribucion etarea: Grupo A: neonalos; Gru-
ro B: de 3 a 59 anos y Grupe C, > 60 anos.

En todos los casos se obtuvo el consentimiento
de cada participante del estudio, o el de los padres
en el caso de los individuos menores de edad.

Muestras

Se extrajo sangre a los voluntarios en ayunas, con
EDTA tripofdsico 10%, 50 pL de anticoagulatne + 5
ml de sangre como anticoagulante. Las muestras
fueron enfriadas inmediatamente y centrifugadas
(2.000 x g, 10 minutos) dentro de la primera hora de
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extraccion. Los plasmas obtenidos [ueron congelados
a -70 °C. Se descartaron aquellas muestras que mos-
traron hemdlisis.

Método

Los niveles de Hey fueron determinados utilizan-
do una técnica de enzimoinmunoensayo (EIA, Axis
Biochemicals ASA, Noruega).

Previamente, realizamos la validacién de esla
técnica de EIA", mediante estudios de precision y
comparacidn con el método de referencia para
homaocisteinemia (HPLC). Para un amplio rango de
concentraciones (2-54 pM) los coeficientes de varia-
cién intra e inter-ensayo resultaron < 8.5%. En cuan-
to a la comparacién entre EIA y HPLC se encontré
que la regresion lineal entre ambos métodos presen-
taba un alto coeficiente de correlacién de Pearson
(r = 0.984) y una pendiente igual a 0.952. Ademas,
el procedimiento de Bland-Altman mostré que el
promedio de la diferencia de los valores de cada
muestra obtenidos por las dos lécnicas era 0.5 pM.
Estos resultados sugieren que la técnica de enzimo-
inmunoensayo para la determinacion de los niveles
de homocisteina total, permite obtener datos repro-
ducibles vy confiables.

Este método requiere que las diferentes especies
en que se encuentra la Hcy plasmitica sean conver-
tidas a Hey libre mediante la accidn reductora del
ditiotreitol. La Hcy libre total es transformada en S-
adenosil-L-homocisteina (SAH) con exceso de ade-
nosina y por la accion de la SAH-hidrolasa. Se reali-
za un enzimoinmunoensayo en fase sdlida, basado en
la competicién entre la SAH de la muestra y la SAH
unida al medio soporte, por los sitios de unidon de un
anticuerpo monoclonal anti-SAH. Por el agregado de
un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y un
sustrato que desarrolla color, se mide la actividad
desarrollada espectrofotométricamente a 450 nm y los
valores de absorbancia registrados son inversamente
proporcionales a la concentracion de SAH de la
muestra. Todas las determinaciones fueron realizadas
por el mismo operador y con un tnico aparalo, un
lector de ELISA (Reader 100, Organon Teknica,
EEUU).

Métodos estadisticos

Los datos fueron analizados utilizando el progra-
ma estadistico "Statistix for Windows 2.1", En la eta-
pa de anilisis exploratorio de los datos se realiza-
ron histogramas, box-plots, estudio de “oulliers” y
se evalud normalidad con el test de Shapiro-Wilks.
Las diferencias entre las medias de los distintos gru-
pos fueron comparadas utilizando test de L, lest de



Z o test de la mediana considerando diferencias sig-
nificativas para p < 0.05.

RESULTADOS

Segiin los criterios de seleccién enunciados el
nimero total de muestras analizadas fue 305, con
la siguiente distribucién: Grupe A, 32; Grupe B, 151
y Grupo C, 122.

Los niveles de Hey para la poblacién general o
Grupo B mostraron una distribucién normal (Figu-
ra 1) y los valores hallados se encuentran resumi-
dos en la Tabla I. Cuando al Grupoe B se lo dividié
por sexo, el anilisis estadistico también mosiré una
distribucién normal de frecuencias de la homo-
cisteinemia para cada uno de los sexos. Los datos
indicaron que el valor promedio de Hcy es
significativamente mayor en los hombres que en las
mujeres.

Para evaluar si la concentracién plasmatica de
Hcy estd relacionada con la edad, se ordenaron los

Frecuencia (9%

%

G s,

Coeficiente de Shapiro-Wilks = 0.9914

Fig. 1: Distribucidn de frecuencias de homocistememia para la poblacién
general (3 a 59 afios).
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sujetos del Grupo B en tres subgrupos etiareos. Los
resultados correspondientes para cada subgrupo se
muestran en la Tabla [I. Se observa que el prome-
dio de la concentracién plasmatica de Hcy aumen-
ta con la edad, encontrindose diferencias significa-
tivas solo entre el primer subgrupo y el segundo.

Se analizaron los datos correspondientes a dos
grupos etareos extremos, el de los neonatos (Grupo
A) y el de los sujetos > 60 afios (Grupo C). Los valo-
res estdn resumidos en la Tabla IIl. Los niveles de
Hcy del Grupo A siguieron una curva de distribu-
cién normal, mientras que los correspondientes al
Grupo C mostraron una distribucién no normal,
con valores "outliers” o atipicos a la derecha de la
curva de Gauss. Nuevamente se observé que la con-
centracion plasmdtica de Hey aumenta con la edad
encontrindose diferencias significativas entre los
valores de homocisteinemia del Grupo A vs Grupo
B y entre el Grupo B vs Grupo C.

DISCUSION

Basados en las evidencias de un niimero muy
importante de estudios epidemiolégicos, se ha pos-
tulado que la hiperhomocisteinemia estd asociada a
una mayor incidencia de aterosclerosis y trombosis.
Estos hallazgos han planteado la inquietud y nece-
sidad de establecer un rango de referencia para los
niveles de Hcy plasmitica de nuestra poblacién. Va-
rios investigadores han recomendado que los valo-
res de referencia para la concentracién de Hcy
plasmitica total deben establecerse en poblaciones
aparentemente sanas y ademads, con adecuado nivel
vitaminico.

Se determiné la media y su desvio estindar en
cada uno de los tres grupos etdreos principales: Gru-
po A (neonatos), 64 = 2.6 pmol/l; Grupo B (3 - 59
afios), 12.1 = 3.6 pmol/l y Grupo C (> 60 anos), 13.6
= 59 umol/l, observindose que los valores de

TABLA ]
Homocisteinemia en Buenos Aires. Resumen de resultados para la poblacién general
(3 a 59 afios).
Edad Nivel plasmatico de Hey
{anos) (umol / 1
n Media + DE Mediana Media = DE Mediana
{Rango) (Rango)
Total 151 312+140 30.0(3-59) 121 =36 11.7 (3.1-20.1)
Hombres 58 280140 285(3-59) 12738 12.4 (4.3-20.1)
Mujeres 93 327 £13.1 30.0(4-59) 11.7+34 11.5 (3.1-19.6)

DE: desvio estandar
HeY I-Iry“m" {p = (.0493, test de t)
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TABLA I
Distribucién de Homocisteinemia segin edad y sexo para la poblacién general
(3 a9 anos).

Nivel plasmitico de Hey (pmeol /L)

Edad n Media+ DE  Mediana
(afios) (Rango)
5 19 ;uﬂt.:rllb 0 97236 B9(31-17.0)
- res 17 93%33 85(43-17.0) e
Mujeres 13 103+41 99(31-15.6) e e
P = 0.0001
Total Bl 124 +£33  120(50-197)
20-39 Hombres 31 138230 141(7.3-19.7) p* = 0.0016
Mujeres 50 MNbe+32 115(50-185
p'= 0.108
Total 40 133 +£38  120(68-201)
40-59 Hombres 10 151£32  152(10.6-20.1) pere 00402
Mujeres 30 127+£38  116(68-20.0)

P*" HeY, i, VS Hey,, s (test de 6).
p Hey, .. vs Hey, o (test de ).
p* .t HeyHombres vs
P* Heyy e, V8 Hey, o (test de ).

cyMujeres {test de t).

TABLA 11l
Distribucién de homocisteinemia segun edad. Analisis en grupos etireos extremos.

n Media = DS

Mediana (Rangn) p

Grupo A (neonatos) 32 64=x26
Grupo B (3-59 afios) 151 12.1 £ 36
Grupo C {> 60 aflos) 122 136 £59

5.9 (24-103) pit = 0.0001
11.7 (3.1 - 20.1) =
12.7 (5.0 - 41.0) pret = 0.007

p*" " Hey, vs Hey,, test de t.
p* = Hey, vs Hey,, test de =

homocisteinemia se incrementan con la edad, atin
dentro del Grupo B. También se encontré que los hom-
bres muestran niveles de Icy significativamente
mavores que las mujeres. Esta diferencia entre los
sexos tuvo significacion estadistica atin a pesar de
que la media de las edades de las mujeres fue mayor
que la de los hombres. Todos estos hallazgos coinci-
den con los presentados por otros autores'.

Dado que la homocisteinemia es funcién de los
niveles de folato, vitamina BI2 y posiblemente vita-
mina B, Ubbink et al"* utilizaron los datos obtenidos
en individuos somelidos a suplementacién vitamini-
@ v desarrollaron un modelo matematico para esta-
blecer un rango de valores normales. De esta mane-
ra el intervalo para homocisteinemia propuesto fue
de 49 a 11.7 pmol/l. También Rasmussen y colabo-
radores™ establecicron valores de referencia en una
poblacidn con niveles dptimos de dcido félico, obte-
niendo los siguientes rangos en funcidn del sexo y la
edad: 4.6 a 8.1 umol/1 para hombres y mujeres de 20
a 29 afios; 4.5 a 7.9 umol/l para mujeres y 6.3 a 11.2
umol /] para hombres, de 30 a 59 afios y 5.8 a 11.9
umol /1 para ambos sexos a partir de los 60 afios.

Nuestro estudio mostré que los niveles plas-
maticos de Hey total para el 95% de la poblacién de
Buenos Aires con edad de 3 a 59 afios, estin com-
prendidos entre 5.0 y 19.2 pmol/1 (calculado como
la media + 1.96 DE). Cabe cuestionarse si este ran-
go corresponde al intervalo de referencia para
homocisteinemia en nuestra ciudad. En un sentido,
la respuesta seria afirmativa ya que estos valores
fueron obtenidos del anilisis esladistico propuesto
por Altman", para aquellos datos de una poblacién
aparentemente sana, con una distribucion normal.
5in embargo, como se discutié anteriormente, el
cilculo de los valores de referencia para la concen-
tracién plasmdtica de Hcey requiere de la participa-
cién de individuos no sdlo aparentemente en buen
estado de salud, sino con niveles séricos éptimos de
folatos, vitamina B,, y B,. En el presente trabajo no
se determinaron los niveles de estas vitaminas, pero
dado el valor elevado del percentilo 97.5 = 19.2
umol /1, podria sospecharse la presencia de deficien-
cias vitaminicas subclinicas en algunos de los indi-
viduos estudiados. En particular, este hecho fue con-
firmado en un estudio realizado en 44 sujetos del



Grupo C (> 60 afos) que fueron sometidos a su-
plementacién vitaminica farmacoldgica y/o dieta-
ria". Después del tratamiento, los niveles de Hcy
descendieron mds del 50% en todos los casos, alcan-
zando valores < 9.5 pmol/l. El grado de respuesta
observado sugiere que, al menos en el Grupe C, exis-
ten portadores de déficit vitaminico, en especial de
acido félico. Probablemente el resto de la poblacion
también presente niveles subdptimos de folato, prin-
cipal dador de grupos metilos necesarios para la
remetilacion de la Hcy. La posible deficiencia vita-
minica estaria asociada a los hébitos alimentarios de
nuestro medio, caracterizados por un alto consumo
de proteinas de origen animal y baja ingesta de ali-
mentos con alto contenido de dcido félico. Ademds,
nuestra poblacién presenta una alta prevalencia de
la variante termoldbil de la metilen-tetrahidrofolato-
reductasa (heterocigota 42.8% y homocigota 15.8%),
cuya actividad disminuida se pone de manifiesto
cuando la concentracién de folatos no es la apro-
piada".

Si bien atin no esta esclarecido si existe un valor
umbral por debajo del cual la concentracion de Hey
no confiere riesgo para el desarrollo de evenlos ate-
rotrombiticos, numerosos autores proponen valores
limites superiores para homocisleinemia como pre-
vencion de enfermedades vasculares. En este senli-
do, Malinow ef al." encontraron que el engrosamien-
to de la pared de la cardtida se incrementaba
significativamente cuando los niveles plasmiticos
de Hey eran > 10.5 pmol /1. Selhub et al." mostraron
una fuerte asociacién entre estenosis carotidea y
homocisteinemia a partir de concentraciones de Hey
> 11.4 pmol/l. También se postulé que el riesgo de
enfermedad coronaria se incrementa a parlir de ni-
veles de Hey 2 11.7 pmol/1**#. En 1997 Graham et
al* propusieron un valor de corte de 12 pmol/| para
hipermocisteinemia y su relacién con el riesgo de
enfermedad vascular. Recientemente el estudio
NANHES IlI¥, realizado en 8086 participantes en
EEUU, establecié como niveles elevados de Hey a
aquellos valores mayores al percentilo 95 registra-
dos en una poblacidn sana, joven (edad 20 - 39 afos),
con un adecuado nivel sérico vitaminico y sin insu-
ficiencia renal. Basados en este criterio, se definié
como hiperhomocisteinemia a los niveles superio-
res a 10.4 pmol/l en las mujeres y 11.4 pmol/l en
los hombres. Debe destacarse que en todos los es-
tudios mencionados los valores de corle presenta-
dos son considerablemente mads bajos que el limite
de 15 pmol/| aceptado corrientemente'.

Teniendo en cuenta el crilerio para definir nive-
les elevados de Hey propuesto en NANHES lII,
nuestra poblacién de 3 a 59 anos de edad presentd
un 44.1% y un 50.0% de hiperhomocisteinemia, en

HEMATOLOGIA » Volumen 6 - N* 1, 2002

mujeres y hombres respectivamente (NANHES TII:
12.0 y 20.8%). En el caso de sujetos > 60 anos, la pro-
porcién alcanzé el 63.1% (NANHES III: 48.3%). Se
observa que la prevalencia de hiperhomocisteinemia
en nuestra poblacién es mucho mayor que la de la
poblacidn de Estados Unidos.

En sintesis, la mayoria de los estudios realizados
a nivel internacional coinciden en que los valores de
Hcy superiores a 12 pmol/] e inclusive mayores a
10 pmol/1 se asocian con un aumento significativo
del riesgo de enfermedad vascular. Teniendo en
cuenta estas observaciones, los valores de
homocisteinemia hallados en el presente estudio no
deberian considerarse como valores de referencia;
por el contrario, sugieren que mds del 50% de nues-
tra poblacidn estaria expuesto a un mayor riesgo del
desarrollo de aterotrombosis.
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SUMMARY

Several evidences suggest that high concentrations of
plasmatic homocysteine (hyperhomocysteinemia) are an
independent risk factor for occlusive vascular diseases, as
much as cholesterol, smoking or hypertension. It is,
therefore, vital to determine normal homocysteine levels.
In our study, samples of 151 apparently healthy individuals
(3-59 years old) were analyzed, showing a total homo-
cysteine value of 12.1 + 3.6 pmol/l (mean + SD). Results
obtained from two end-age groups were 6.4 = 2.6 umol/|
(newborns) and 13.6 = 5.9 pmol/l (> 60 years old),
Moreover, it was found that homocysteinemia increases
with age, even in the 3 to 59 year-old group, and that mean
value is significantly higher in men than in women. Total
homocysteine concentration in 95% general population
ranges from 5.0 to 19.2 pmol /1. This increased upper limit
of the range sugfcsu; that the study probably included
individuals with low vitamin status, which are consistent
with our eaﬁng habits. Additionally, international
epude:malu gical studies propose cut-off values (€12 pmol/
1) significantl Inrwn-r than the one obtained in our study
{192 pmol/l). Th lasmatic homocysteine levels
determined in the pﬂpu ation of Buenos Aires could not
be considered normal or reference values. On the contrary,
they alert on the existence of a possible vascular risk.

Key words: Homocysteinemia, Reference values,
Atherothombotic risk factor.
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