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PRÓLOGO

En los años recientes el término homocisteína ha cobrado gran importancia. Este

hecho se debe a que ha sido ampliamente difundido que los niveles elevados de

homocisteína, hiperhomocisteinemia, estarían asociados a una mayor incidencia del

desarrollo de la aterosclerosis y la trombosis. Por este motivo hoy ya se incluye a la

hiperhomocisteinemiaen la lista de losfactores de riesgo para las enfermedades vasculares

oclusivas, tales como el tabaquismo, dislipidemias, hipertensión, sedentarismo, diabetes,

estrés, etc.

En líneas generales se postula que una concentración elevada de homocisteína

afectaría la calidad del endotelio normal, con la consecuente activación plaquetaria y del

sistemade coagulación y paralelamente, la inhibición del sistemaflbrinolítico. Estos eventos

alterarian el balance procoagulación —anticoagulación, aumentando así el riesgo de

trombosis.

De esta posible relación entre la homocisteínay la hemostasia es que surgió mi interés

por este tema, ya que mi experiencia en el terreno científico siempre tuvo relación con el

estudio de los mecanismos que mantienen lafluidez de la sangre y la integridad vascular.

Junto a mi directora del grupo de investigación, la Dra. Lucía Kordich, nos

planteamos varios interrogantes: ¿Cómo podríamos medir homocisteína en nuestro

laboratorio? ¿Cuáles serían los valores de una población sana y los de individuos con

episodios trombóticos? ¿Qué factores influirian en los niveles plasmáticos del aminoácido?

¿Cómoy por qué la hiperhomocisteinemia se asocia a la trombosis?

Tratar de responder estas preguntas y muchas otras nos enfrentó al gran desafio de

desarrollar una tesis. Hoyya está escrita. Fue una tarea ardua, pero siempre me acompañó

el entusiasmo y las ganas por más. Por supuesto, quedaron muchos aspectos por resolver,

pero entiendo que una tesis no es la culminación de un tema sino el comienzo de lo que

vendrá.

Irene Quintana
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RESUMEN

Numerosos estudios epidemiológicos han postulado que concentraciones plasmáticas elevadas
de homocisteína (Hcy) constituyen un factor de riesgo independiente para la enfermedad
vascular oclusiva, a nivel arterial y venoso. Aún no están esclarecidos los mecanismos
fisiopatológicos involucrados en esta asociación. Los objetivos principales de esta tesis fueron:

- Evaluar los niveles plasmáticos de Hcy en diversos grupos poblacionales, con un
método analítico accesible y confiable.

- Analizar determinantes genéticos y adquiridos de la homocisteinemia.
- Determinar los valores de corte para homocisteinemia.
- Estudiar la asociación de la variante termolábil de la MTHFR con la trombosis.

- Evaluar la relación entre hiperhomocisteinemia y componentes del sistema hemostático.
- Postular mecanismos responsables de la acción trombogénica de la Hcy.

Para la determinación de la homocisteinemia en los estudios epidemiológicos realizados, se
utilizó una técnica de ELISA, cuya validación arrojó resultados precisos y equivalentes a los del
método de referencia (HPLC). Las muestras más apropiadas para ser analizadas fueron los
plasmas en EDTA o los sueros obtenidos con gel separador, comprobándose que los
congelamientos y descongelamientos sucesivos no afectan los resultados. Los valores de
homocisteinemia de la población de Buenos Aires resultaron comprendidos entre 5,0-19,2 uM (3
a 59 años de edad); 1,2-11,6 uM (neonatos) y 6,0-30 uM (>65 años). Estos resultados no deben
considerarse como valores de referencia; por el contrario, en el análisis de valores de corte se
determinó que el nivel plasmático óptimo de I-lcydebe ser S 12 uM.
Se observó una prevalencia elevada de hiperhomocisteinemia (HHcy), sugiriendo que
aproximadamente el 50 °/o de nuestra población estaría expuesta a un mayor riesgo de
enfermedad vascular. Los niveles de Hcy se incrementaron con la edad de los individuos y
resultaron mayores en los hombres que en las mujeres. Se demostró que existe una estrecha
relación entre la homocisteinemia y los niveles de ácido fólico, vitamina B12y creatinina. En
particular, se observó que la restricción dietaria de folatos aumenta significativamente los niveles
de l-lcy,mientras que una dieta que aporte 400 ¡.ig/día de ácido fólico disminuye notablemente la
homocisteinemia.

Entre los factores genéticos que podrían afectar la concentración de Hcy se estudió el
polimorfismo C677T de la metílentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Se observó que sólo la
condición de homocigosis de la mutación se asociaría a niveles aumentados de l-lcy.
La HHcy resultó factor de riesgo independiente para la trombosis venosa, mientras que la
presenciaT677T/MTHFR no se asociaría a esta patología.
En individuos hiperhomocisteinémicos mayores de 65 años se detectaron niveles
significativamenteaumentados de factor von Willebrand y de dermatán sulfato, probablemente
asociados a una disfunción endotelial.

Componentes del sistema hemostático tales como las plaquetas, los factores del sistema de
coagulación y la fibrinolisis no mostraron alteraciones en presencia de altas concentraciones de
Hcy, cuando fueron evaluados mediante pruebas del laboratorio de hemostasia. Sin embargo, en
las experiencias de fibrinoformación se cvidenciaron efectos importantes de la Hcy sobre la
estructura de la red de fibrina. Se obtuvieron redes compactas, gruesas y muy ramificadas, que
gencrarían coágulos más resistentes a la fibrinolisis. En estos resultados estaría involucrado el



grupo tiol de la l-lcy y uno de los componentes afectados en la fibrinoformación sería el factor
XIII.

Los hallazgos enunciados constituyen un nuevo aporte para el esclarecimiento de los
mecanismos implicados en el efecto trombogénico de la hiperhomocisteinemia.

Palabras claves: Homocisteína, sistema hemostático, valores de corte, MTHIÏR, redes dc
fibrina, trombosis.



SUMMARY

Severai clinical and epidemiologicai studies have postulated that a high plasma homocysteine
(Hcy) concentration is an independent risk factor for occlusive vascular diseases. The precise
physiologicmechanisms of Hcy-associated atherothrombosis remain unclear. Main objectives in
the present thesis were:

- To evaluate plasma l-lcy levels with a reliable method in various populations.
- To analyzegenetic and acquired determinants of homocysteinemia.
- To propose homocysteinemia cut-off values.
- To study the relation between the thermolabile MTHFR variant and thrombosis.
- To evaluate hyperbnmn- J ' ' L «mir system interactions.
- To postulate mechanisms involved in the thrombogenic effects associated to I-Icy.

Validationof an ELISA for the determination of plasma Hcy levels was performed. The method
provided reliable data and showed agreement with HPLC.'The most adequate samples were
EDTA plasmas and serum obtained with gels. Frostíng and defrosting procedures did not affect
samples’ stability.
The population of Buenos Aires showed a range of homocysteinemia between 5.0-19.2 uM (ages
3-59 years); 1.2-11.6 pM (newborns) and 6.0-30.0 ].LM(> 65 years old). These results must not be
considered as reference values. On the contrary, homocysteinernia cut-off was 12 uM. Plasma
Hcy concentration increased with age and was higher for male than for female.
Homocysteinernia correlated inversely with folic acid and Vitamin B12levels and positively with
serum creatinine levels. Individuals with dietary restriction of folates showed
hyperhomocysteinemia; meanwhile a diet providing 400 ug folic acid/ day significantly
diminished Hcy concentration.
Polymorphism C677T of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) study showed an
associationof the homozygous mutant genotype with increased plasma I-lcy.
Hyperhomocysteinemia resulted in an independent risk factor for venous thrombosis, but
MTHFR 677TT would not show an enhancement of the thrombotic events.

In elderly hyperhomocysteinernic subjects high factor von Willebrand and dermatan sulphate
levelswere measured. Probably, these results would be associated to an endothelial dysfunction
in this population.
Platelets, coagulation factors and fibrinolysis did not seem to be affected by high l-Icy
concentrations in laboratory tests. Howevcr, fibrinformation in vitro studies showed a significant
Hcy-associated effect. Fibrin networks were different from control, with shorter, thicker and
more branched fibers, resulting in a more compact structure. These changes would make clots
more resistant to fibrinolysis. The thiol group would be involved in this effect and probably,
factor XIII could be altered.

These findings represent a new contribution to the knowledge about mechanisms involved in
the thrombogenic effects associated with hyperhomocysteinemia.

Key words: Homocysteine, haemostatic system, cut-off values, MTHFR, fibrin networks,
thrombosis.
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METABOLISMO DE LA HOMOCISTEÍNA

En los últimos años ha cobrado interés el conocimiento acerca de la homocisteína

(Hcy). Numerosos estudios epidemiológicos postulan que niveles plasmáticos elevados

de Hcy constituyen un importante factor de riesgo independiente para la enfermedad

aterotrombótica, afectando al sistema vascular coronario, cerebral y periféricol'ï’v‘,como

también al venoso“.

La Hcy es un aminoácido de 4 átomos de carbono que contiene un grupo

sulfhidriloo tiol en su molécula. Este aminoácido aparece como producto intermedio en

el metabolismo de la metionina, fuente principal de radicales medios en los mamíferos.

La metionina es un aminoácido esencial que procede del catabolismo de proteínas

dietarias y endógenas. Para activar al grupo metilo, la metionina es convertida a S­

adenosilmetionina (SAM) mediante la incorporación de adenosina trifosfato (ATP),

reacción catalizada por la metionin-adenosil transferasa (MAT)5.

La SAM es la molécula más importante del organismo que actúa como donante

directa de grupos metilos. En la acción de transferencia de estos grupos, la SAM se

transforma en S-adenosilhomocisteína (SAH) y el metilo cedido, altamente reactivo,

puede ser aceptado por una gran variedad de sustratos tales como ácidos nucleicos

(ADN, ARN), proteínas, fosfolípidos, mielina, polisacáridos, catecolaminas, etc“. Estas

reacciones de transmetilación son catalizadas por metiltransferasas y debido a que la

SAH es un inhibidor competitivo de estos procesos, la actividad enzimática depende dc

la relación SAM/SAH. Por lo tanto, para mantener la generación de estos productos

metilados esenciales, es necesario que los niveles intracelulares de SAH sean mínimos.

Esto se logra por la acción de la SAH-hidrolasa que convierte reversiblemcntc la SAI-l en

homocisteína y adenosina. Si bien, termodinámicamente este equilibrio está favorecido

hacia la biosíntesis de SAI-I, en condiciones normales la I-Icy y la adenosina son

removidas rápidamente para evitar la acumulación de SAH.

A su vez la I-Icy puede metabolizarse por la vía irreversible de la Iransulfilración o

por dos vías alternativas de remetilación (Lámina I).
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El camino catabólico o de la lransulfuración de la I-Icy tiene lugar sólo en

determinados tejidos, fundamentalmente higado y riñón. Mediante esta vía la I-Icy se

condensa con serina para formar cistationina. Esta reacción es catalizada por la

cistationin-B-sintetasa, la que a su vez requiere vitamina B6 como‘ coenzima.

Posteriormente la cistationina es hidrolizada a cisteína y a-cetobutirato por acción de la

y-cistationasa, y también utiliza vitamina B6como cofactor7.

Por su parte la cisteína puede convertirse en taurina, utilizarse en la síntesis de

glutation o bien metabolizarse a sulfato y excretarse por orina.

Mediante la remetilación, la Hcy se convierte a metionina por ganancia de un grupo

metilo. Este proceso puede ocurrir a través de dos rutas alternativas:

(a) la que utiliza S-metiltetrahidrofolato (S-metilTHF) como donante del metilo,

metionin sintetasa (MS) y vitamina B12como coenzima; o (b) la que ocurre cuando el

metilo es cedido por la betaína (producto de la oxidación de la colina), por acción de la

betain-homocistein metiltransferasa (BHMT).

Que ocurra una u otra vía de remetilación dependerá de la disponibilidad

enzimática. La MS se distribuye en todas las células mientras que la BHMT se encuentra

principalmente en el hígado. Por lo tanto, la conversión de Hcy a metionina catalizada

por la MS constituye la via de remetilación predominante y además, representa la

intersección del metabolismo de la Hcy con el de la vitamina Bu y el ciclo de los folatos

(ver pág. 30).

La distribución tisular de todas las enzimas involucradas, la afinidad de éstas por

sus sustratos y la concentración de los mismos, regulan las distintas vías metabólicas.

En condiciones normales, aproximadamente la mitad de la Hcy es transformada a

metionina por el camino de la remetilacióna. Cuando se altera la actividad enzimática, ya

sea por niveles disminuidos, alteraciones genéticas o menor disponibilidad de sus

sustratos, se produce un desbalance metabólico.

Un compuesto clave en esta regulación es la SAM, que ejerce una acción

activadora sobre la cistationin-B-sintetasa e inhibitoria sobre la BI-IMT y la
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Inlroducción 23

medlentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), enzima del ciclo del ácido fólico”. Por lo

tanto, la SAM ejerce un efecto modulador sobre las vías metabólicas: Cuando los niveles

de metionina son elevados, y por ende los de SAM, Se favorece el catabolismo de la I-Icy

por el camino de la ttansulfuración; mientras que las concentraciones bajas de SAM

inducen la resíntesis endógena de metionina.

Cuando la concentración intracelular de Hcy alcanza niveles potencialmente

tóxicos,el aminoácido es exportado fuera de la célula y pasa a circulación. Finalmente las

células hepáticas y renales serían las principales responsables de captar la mayor

proporción de Hcy circulante para llevar a cabo su catabolismo y/o remetilación.

Se postula que la salida de I-Icy desde la célula de origen y la entrada hacia las

célulasde los sitios catabólicos, es mediada por carriers específicos: la I-Icy intracelular,

que principalmente se encuentra en forma reducida, sería transportada fuera de la célula

por el denominado carrier de Hcy reducida ‘0.Ya en sangre, el alto contenido de oxígeno

y la presencia de moléculas con grupos tioles inducen 1a oxidación del aminoácido

generando distintos compuestos disulfuros. Además la I-lcy puede intervenir en

reacciones de intercambio con otros compuestos azufrados a través de puentes

disulfurosl.

Oxidación:

Hcy*-SH+ R-SH + 1/2 Oz ——> Hcy*-S-S-R+ HZO

Reacción de intercambio:

Hcy*-SH + Rl-S-S-Rz -—-—> Hcy*-S-S-R¡+ Rz-SH

Hcy*-SH: Homocisteína reducida.

R-SH: Compuesto plasmático con grupo dol (proteínas, cisteína, glutation,

y-glutamilcisteína, cistinilglicina).

En particular, cuando R-SH es otra molécula de Hcy se obtiene el homodímero denominado
homocistina.

9Ilcy: HS -.___(Ill—(‘l la —(“H (NI-l ) —(‘OOH

Hcy
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Por lo tanto, en circulación sólo el 1 %, aproximadamente, de la Hcy total está

presente como I-Icy reducida. La mayor proporción, alrededor del 80%, está unida a

proteínas (principalmente a la albúmina) y el resto se encuentra formando los dímeros

disulfuros o el éster cíclico tiolactona.

Para que la Hcy circulante pueda ser metabolizada, la célula captaría a los distintos

disulfuros de Hcy a través de receptores específicos o carriers de Hcy oxidada. En cl

interior de la célula ocurre la reducción y posterior metabolismo. Se postula que el

hígado captaría una fracción importante de Hcy unida a proteínas, debido a que este

órgano contiene niveles relativamente altos de todas las enzimas necesarias para el

catabolismo del aminoácido. En cambio, la mayoría de los disulfuros de Hcy de bajo

peso molecular (Hcy-I-Icy, I-Icy-cisteína, etc.) serían metabolizados por el riñón, ya que

durante el filtrado de la sangre estos compuestos (pero no la Hcy unida a proteína)

podrían atravesar las células renales“ (Figura 1).

CONDICIONES REDUCTORAS CONDICIONES OXIDANTES
—___ ——_ ———_ —_ _ . __.¡

i\IETI( )NlN.-\ Torrente sanguíneo

SAM \Cl1‘.4 CH,
SAH

lHcy'iH Hcy*-SI-l
Célulaendotelial / R-Sl-lo,

E Células de riñón o hígado

R-S-S-Hcy* C:I—R-s-s_i—1cy*

Hcy*-SH

'I‘ransulfuración Remetilación

Figura 1. Localización de los procesos de óxido-reducción dc la Hcy.
Cl: carrier de Hcy reducida; C2:carrier de Hcy oxidada.
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COENZIMAS DEL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEÍNA

El control del metabolismo de la Hcy también es ejercido por los niveles de ácido

fólico y de las vitaminas B12, Bo y B2, que actúan como cofactores o coenzimas en

diversospasos metabólicos.

El ácido fólico, en sus diversas formas, y la vitamina B12son sustancias indispen­

sablespara la proliferación celular normal.

Estas vitaminas tienen funciones interdependientes en la síntesis de los ácidos

nucleicos y están íntimamente relacionadas con el metabolismo de la I-lcy (en la vía de

remetilación) 13.

ÁCIDOFÓLICO

El ácido fólico o pteroilglutámico es una vitamina cuya molécula está constituida

por tres estructuras características: (1) una pterina sustituida, (2) ácido p-aminobenzoico

y (3) ácido glutámico.

En la naturaleza existen poliglutamatos, derivados del ácido fólico, que difieren de

éste en el número de unidades glutamato.

Las fuentes naturales de folatos son principalmente los vegetales verdes frescos,

hígado, levadura y algunas frutas.

Las uniones y peptídicas presentes en los poliglutamatos son degradadas por

hidrolasas específicas, presentes en el tubo digestivo de los mamíferos. De esta manera

sólo se absorbe monoglutamato, el cual se reduce rápidamente para formar ácido

tetrahidrofólico (THF). Este compuesto actúa como aceptor de diversas unidades de un

átomo de carbono, las que se fijan en la posiciones 5 ó 10 del anillo pteridina”.

Según el radical (R) involucrado en estas reacciones, se sintetizan diversas

moléculas con actividad biológica: S-metiltetrahidrofolato (R = - CH3); 10-formil­
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tetrahidrofolato (R: - CHO); 5,10-metilentetrahidrofolato (R: - CHZ); ácido folínico

(R: - CHO), etc.

En circulación sanguínea el ácido fólico se encuentra como S-meúlTHF y de esta

forma es captado por la célula. Los distintos derivados del ácido fólico tienen una

función específica en el metabolismo intracelular:

5.

N

{w

7k

p.

Q

Conversión de homocisteína en metionina: Esta reacción requiere 5-mctílTl-lli

como donante del grupo metilo y utiliza vitamina B12 como cofactor. El 5­

meúlTl-IF proviene del plasma o se produce intracelularmente por la reducción del

5,10-metilenTl-IF, reacción catalizada por la enzima metilentetrahidrofolato­

reductasa (MTI-lFR).

. Conversión de serina en glicina.‘ El THF es el aceptor de un grupo metilcno de la

serina y utiliza fosfato de piridoxal (vitamina B6) como cofactor. Esta reacción da

como resultado la formación de 5,10-metilen THF.

Síntesis de timidilaloz El 5,10-metilenTl-IF dona un grupo mctileno al

desoxiuridilato para la síntesis de timidílato (paso limitante en la síntesis dc ADN),

produciéndose además dihidrofolato (DHF).

Síntesis de purinas: Intervienen dos derivados del ácido fólico, el 10-formil’l‘l-lF y

cl 5,10-metenilTI-IF.

Catabolismo de histidina: El THF actúa como aceptor del grupo formimino, en la

conversión dc hisúdina en ácido glutámico.

. Utilización 0 generación de formiatoc Esta reacción reversible utiliza T HF y 10­

formilTHF.



¡WA : 5 Metil THF A

Introducción
27

Dentro de la célula, el folato es almacenado como poliglutamatos, conjugados a

partir de THF y glutamatos por acción de la políglutarnato sintetasa14 (Figura 2).

/—\ Glutamatos
Poliglutamatos THFm

® 10FormilTHF

DHF

dTMP 5,10Metilen THF

Pirimídinas

Célula Plasma

Figura 2. Ciclo del ácido fólico.
THF: tetrahidrofolato; DHF: dihídrofolato; dUMP: desoxiuridilato; dTMP: timidílato.
MTI-IFR:metilentetrahidrofolato reductasa; DHFR: dihidrofolato reductasa.

WTAMINA Bu

El término Vitamina B12 o cobalamina se refiere a una família de sustancias que

comparten una estructura común: un anillo tetrapirrólico (corrína) unido a un átomo

central de cobalto, enlazado a un nucleótido 5,6-dimetilbencimídazol. A1 átomo de

cobalto se une, además, un grupo R variable que da lugar a los diferentes compuestos:
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cianocobalamina (R = -CN), hidroxicobalamina (R = -OI-I), metilcobalamina (R =

-CH3) y 5-dcsoxiadenosilcobalamina (R = -5desoxiadenosil).

En la naturaleza, las fuentes primarias de vitamina Bu son ciertas bacterias que

crecen cn el suelo, agua o luz intestinal de animales y que sintetizan la vitamina. La

cobalamina está presente en carnes, pescado y productos lácteos, pero no se encuentra

en los productos vegetales, a menos que estén contaminados con aquellos micro­

organismos.

En el proceso digestivo, la vitamina Bu de la dieta se libera de las proteínas dc

origen animal y se une selectivamente a una glucoproteína gástrica, denominada factor

intrínseco (FI). El complejo vitamina B12-FI interactúa con un receptor específico de las

células cpiteliales del íleon, donde se absorbe la vitamina Bu.

Una vez absorbida, la cobalamina pasa a la circulación sanguínea transportada

inicialmente por la proteína lranscobalamina II. De esta manera cl nuevo complejo es

captado rápidamente por el hígado (órgano de almacenamiento), células hematopoyéticas

y otras células en división. En el plasma existen otras dos lranscobalaminas (I y III), cuyas

concentraciones se relacionan con la tasa de recambio dc granulocitos's.

Dentro de las células, la vitamina B¡2 es convertida en dos especies biólogicas

activas: meti/cobalamina (en el citoplasma) y adenosilcobalamina (en mitocondrias). Estas

sustancias son esenciales para cl crecimiento y replicación celular ya que intervienen

como coenzimas en los siguientes pasos metabólicos:

I. Conversión de homocisteína en metionina.‘ En este proceso, catalizado por la

mctionin sintetasa, la metilcobalamina transfiere cl grupo metilo a la Hcy para

formar mctionina.

Metionin sintetasa
Homocisteína—> Metionina

Meri/cobalamina
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2. Isomerización de L- metilmalonil-Co A a succiniI-Co A: El metilmalonil-Co A se

forma a partir de diversos compuestos, entre ellos aminoácidos y ácidos grasos de

cadena impar. Por isomerización se convierte en un intermediario del ciclo del

ácido cítrico.

Metilmalonil Co A-mutasa
Metilmalonil-Co A > Succinil-Co A

Adenosilcobalamina

VITAMINAS35 y Bz

La vitamina B6 comprende a tres compuestos naturales relacionados, que difieren

en el grupo R unido al carbono 4 del núcleo piridina, pero que poseen las mismas

propiedades biológicas: piridoxina (R = aldohol primario), piridoxal (R = aldehído) y

piridoxamina (R = aminometil). La vitamina Ba se encuentra en carnes, hígado y

numerosos vegetales. Es sensible a la luz ultra violeta, a la oxidación y a altas

temperaturas.

En los mamíferos la forma activa de la vitamina es el fosfato de piridoxal, que

actúacomo coenzima en varias transformaciones metabólicas de aminoácidos, entre ellas

la descarboxilación, transaminación y racemización.

En particular, en dos reacciones secuenciales en las que la Hcy es convertida a

cisteína, transportando grupos aminos. Un déficit de vitamina B6inhibe el catabolismo

de la I-Icy'“.

Estudios recientes han demostrado que la vitamina B2 o riboflavina actúa como

cofactor de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTI-IFR)”.

En el organismo la riboflavina tiene actividad biológica bajo las formas de FMN

(flavina mononucleótido) y FAD (flavina adenina dinucleótido). En general, la flavina

interviene en numerosas reacciones de óxido-reducción. Esta vitamina abunda en la

leche, huevo y vegetales verdes.
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Se ha demostrado que niveles apropiados de FAD y folatos, pueden contrarrestar la

disminución de actividad de la MTI-IFR, en los casos de alteraciones genéticas de la

enzima“.

RELACIÓN ENTRE HOMOCISTEÍNA -Acmo FÓLICO —VITAMINA3,2

Los metabolismos de estos tres compuestos están íntimamente relacionados a

través de la metionin-sintetasa, enzima que cataliza la conversión de homocisteína en

metionina. Este paso de remetilación neCesitagrupos metilos, que son aportados por el

S-metil TI-IF, a través de la cobalamina:

La interacción entre folato y cobalamina es esencial para la síntesis normal de

purinas y pirimidirnas y, por lo tanto, de ADN.

La reacción catalizada por la metionin sintetasa controla el reciclaje de los folatos,

la conservación de la concentración intracelular de los poliglutamatos de depósito, cl

nivel de metionina y de S-adenosilmetionina (metabolitos esenciales para la metilación dc

lípidos, proteínas, ADN, etc).

Como consecuencia de esta interrelación, las deficiencias de folato y/o de

vitamina Bu afectan las reacciones mencionadas. Además, el déficit de vitamina B12

limita la disponibilidad de folato ya que éste queda “atrapado” como

meultetrahidrofolato (“hipótesis de la trampa de folato”)"’.

Por lo tanto, la falta de suficiente cobalamina para aceptar grupos mctilos y

transferirlos, inhibe los pasos subsecuentes del metabolismo del folato, causando una

deficiencia de las otras formas intracelulares del ácido fólico.

La integración de los metabolismos descriptos se esquematiza en la Figura 3.
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Metionína Met'l'Blz ®\
5,10Metilen

R R THF

-CH, -CHJ

Homocisteína 5 Metil-THF

Cisteína

Figura 3. Interrelación entre los metabolismos de la homocisteína, vitamina Blz y ácido fólico.
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HOMOCISTEINEMIA

La concentración de homocisteína total en sangre, homocisteinemia,refleja el nivel

intracelular del aminoácido y la integridad de los pasos metabólicos involucrados.

Los niveles plasmáticos de Hcy están determinados por el efecto directo o la

interacción de factores genéticos y adquiridos, como así también por el sexo y la edad de

los individuos. El aumento de la concentración de I-Icy plasmática se denomina

hiperhomocisteinemia(HHcy).Se han definido tres niveles de hiperhomocisteinemia:

- Leve (15 - 24 pM).

- Moderada (25 - 100 pM).

- Severa (> 100 uM).

FACTORES GENÉTICOS

Se han descripto alteraciones moleculares en las enzimas involucradas en el

metabolismo de la Hcy que conducen a una actividad enzimática disminuida,

incrementando los niveles plasmáticos y urinarios del aminoácido.

o Cistaa'om'n ,B-sintetasa (CBS)

Se han descripto más de 90 mutaciones en el gen de la CBS, asociadas a

homocistinuria (error congénito de herencia autosómica recesiva en el cual se observan

niveles muy elevados de Hcy en plasma, > 400 uM, y en orina). Las mutaciones más

comúnmente halladas son G919A y T833C, que causan las sustituciones de los

aminoácidos G307S y 1278T respectivamente. La primera (conocida como mutación

céltica) corresponde al fenotipo más severo observado en individuos no respondedores

al tratamiento con vitamina B6, mientras que los individuos portadores de la sustitución

1278T responden al tratamiento con piridoxinaZO’Z‘.Si bien estas alteraciones genéticas

son la causa principal de homocistinuria, su prevalencia es muy baja.
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En los individuos heterocigotas para alguna de las mutaciones del gen de la CBS se

observangrados ligeros de hiperhomocisteinemia o incluso valores de I-Icybasal normal,

de forma tal que la alteración sólo se pone de manifiesto con la prueba de sobrecarga de

metionina.

o Meu’lentettahidrofolatoreductasa (MTHFR)

La sustitución nucleou'dica C677T en el gen de la MTI-IFR da como resultado una

variante termolábil de la enzima. Los individuos homocigotas T/T presentan una

actividad enzimática del 50 0/ode la molécula normal, que se relaciona con una hiper­

homocisteinemia leve o moderada”. Sin embargo, esta asociación sólo se expresaría

cuando los niveles de folato son muy bajos. La variante termolábil de la MTHFR es

altamentefrecuente en la mayoría de las poblaciones. En particular, la prevalencia de este

polimorfismo en la Argentina es 15,8 °/o y 42,8 °/o para los portadores homocigotas y

heterocigotas,respectivamente”.

Se han descripto al menos 14 mutaciones muy poco frecuentes en el gen de la

MTHFR causantes de una reducción severa de su actividad enzimática“. Recientemente

se han caracterizado las mutaciones A1298C y T1317C, pero aún no se ha encontrado

una asociación entre estas alteraciones genéticas y los niveles de Hcyï’s.

o Mca'onin sxhtetasa (MS)

Se ha identificado un polimorfismo frecuente que consiste en la transición

A27SGG,pero no se asociaría con el aumento de la concentración plasmática de Hcyz".

Sin embargo, se han detectado defectos genéticos infrecuentes que afectarían el

metabolismo de la cobalamina, a nivel de la absorción, transporte, utilización celular y

formación de metilcobalamina”. Estas alteraciones asociadas a la metil-Bu influyen

indirectamente en la actividad de la MS, con la consecuente acumulación de Hcy.
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FACTORES ADQUIRIDOS

El nivel vitamínico, algunas patologías, el uso de ciertas drogas y los hábitos de

vida son los principales factores adquiridos que regulan los niveles de homocisteína.

o Mvel vitamínico

Principalmente influyen los niveles de folatos y de las vitaminas 3,2, Bó y B). Las

deficiencias de la concentración plasmática de estos cofactores, involucrados en el

metabolismo de la I-Icy,conducen a hiperhomocisteinemia.

En particular, los déficits de folatos y cobalarnina (vitamina Bu) son las causas

más comunes de I-II-Icymoderada a severa detectada en ayunas”. La deficiencia aislada

de vitamina B(, no es frecuente y refleja I-II-lcy sólo con el test de sobrecarga de

metioninaz".

También se ha descripto que la vitamina B2 (riboflovina) modula la actividad de la

MTI-IFR, lo que sugiere que esta vitamina sería otro factor nutricional con influencia

sobre la homocisteinemia”.

o Patologías

Se ha encontrado que ciertas enfermedades provocan un aumento en los niveles de

Hcy, siendo la más frecuente la falla renal 3°. Si bien se han propuestos varios

mecanismos fisiopatológicos por los cuales la insuficiencia renal provocaría

hiperhomocisteinemia,_ aún no se han obtenido resultados concluyentes. Se postula que

la HHcy se debería a una excreción renal disminuida3| o a una inhibición de las enzimas

claves del metabolismo de la I-Icy,mediada por las toxinas urémicas-‘Z.Otra de las causas

propuestas, sería la deficiencia de ácido fólico, vitamina Ba y/o vitamina Blz, frecuentes

en los pacientes con enfermedad renal. A su vez, estos déficits serían consecuencia de

absorción disminuida, inhibición urémica del metabolismo vitamínico y de clearance

aumentado”.
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También, la l-II-lcyes común en ciertas enfermedades autoinmunes, tales como la

artritis reumatoidea, en la que la alteración de la función gástrica y renal serían

responsablesdel aumento de la Hcy“.

Algunasenfermedades malignas provocan HHcy. Esta relación fue descripta en la

leucemialinfoblástica aguda y en el cáncer de mama, ovario y páncreas. Se ha sugerido que

las células tumorales serían incapaces de metabolizar la Hcy35.Además, la proliferación

celularexacerbada incrementa el consumo de folato, lo que induciría el estado de HHcy.

Este efecto también se encontró en pacientes con hemólisis crónica. desórdenes

mieloproliferativosy alteraciones dermatológicas con descamación importante, como la

psoriasis 3°.

Las enfermedades gastrointestinales también pueden ser causa de la elevación de

los niveles plasmáticos de Hcy. Los diversos síndromes de mala absorción serían los

responsablesde deficiencias de vitamina Bu y/o folato, por lo tanto pacientes con colitis

ulcerosa,enfermedad de Crohn o enfermedad celíaca, suelen mostrar HHcyZH.

Ciertas alteraciones endocrinas también se asocian con aumento de la

concentración plasmática de l-Icy. En el caso de diabetes tipo I, sólo se ha descripto l-lI-Icy

en estados avanzados, probablemente atribuida a una función renal alterada o a la

deficienciade folato y cobalamina. Tanto en la diabetes tipo I y tipo II la I-IHcy se asoció

con la macroangiopatía de los pacientes”. Por otra parte, se han detectado niveles

plasmáticos elevados de Hcy en pacientes con hipotiroidismo, debido a que estos

individuossuelen presentar niveles inadecuados de folato y riboflavina y una velocidad

de filtraciónglomerular disminuida”.

o Drogas

Una variedad de drogas utilizadas con fines terapéuticos, alteran los niveles de

Hcy. Este efecto se debe a la interferencia en la absorción o en el metabolismo del

folato, cobalamina o vitamina B6. Por ejemplo, el metotrexale inhibe a la dihidrofolato­

reductasay de esta manera disminuye el nivel de tetrahidrofolato indispensable para cl

proceso de remetilación de la l-Icy39.Algunos anticonvulsivantes, como la feniloína,
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provocan un consumo de los depósitos de folatos que afectaría al metabolismo de la

Hcy‘“. También los anticonceptivos orales se asocian con déficit de folato3".

La teofilina, niacina e isoniazida son antagonistas en la síntesis del fosfato dc

piridoxal (vitamina B6)“. Los pacientes que reciben como anestesia óxido nitrato

muestran un rápido incremento de los niveles de I-Icy,ya que el fármaco oxida el cobalto

presente en la molécula de cobalamina (Co+1 —) Co”), inactivando a la vitamina e

inhibiendo a la metionin sintetasa‘z.

o Hábitos de vida

Varios factores asociados a los hábitos de vida influyen sobre los valores de

homocisteinemia. Algunos de estos factores ejercen un efecto directo sobre los niveles

de l-lcy pero otros pueden ser variables confundidoras, que enmascaran la verdadera

causa responsable del incremento de la Hcy circulante.

Dieta: La ingesta dietaria es el condicionante principal del estado nutricional o

vitamínico de un individuo y por ende, de la concentración plasmática de l-Icy (ya

descripto).

Los hábitos alimentarios basados en el consumo de alimentos de origen animal,

proveen una dosis importante de metionina. Si este tipo de dieta no es acompañada por

frutas y vegetales frescos (fuente natural de ácido fólico) probablemente el nivel de

folatos sea insuficiente para contrarrestar la síntesis aumentada de Hey, generando un

estado de HI-lcy.

Por otro lado, los vegetarianos estrictos pueden desarrollar deficiencia nutricional

de vitamina B12,ya que sólo los alimentos de origen animal contienen esta vitamina“. En

este caso también estará alterado el metabolismo de la Hcy.

Otro factor relacionado a la dieta es el procesamiento de los alimentos. Las

temperaturas elevadas en la cocción pueden afectar la actividad del folato y de las

vitaminas BIZy Ba.
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Alcohol: El consumo elevado de alcohol está asociado al aumento de los niveles de

l-lcy.Los individuos alcohólicos crónicos suelen presentar alteraciones gastrointestinales

que pueden disminuir la absorción vitamínica e inducir hiperhomocisteinemia‘“.

También se ha postulado un efecto directo del alcohol sobre el metabolismo de la I-Icy,

yaque el acetaldehído (producto de la degradación del etanol) podría ser un inhibidor de

laenzimametionin-sintetasa, involucrada en el proceso de remetilación del aminoácido“.

Cigarrillo: Varios estudios epidemiológicos han demostrado que el hábito de

fumaraumenta la concentración plasmática de Hcy y que ese aumento está directamente

relacionado con el número de cigarrillos consumidos46v47. Diversos mecanismos

explicaríanestos hallazgos.

El tabaquismo suele asociarse a una ingesta dietaria inapropiada, con bajo

contenido de folatos y de vitaminas B¡2y B6. Además, se ha descripto que los fumadores

muestranniveles bajos de estos cofactores, independientemente de la dieta y por causas

aún no esclarecidas43-4".

Por otro lado, el humo del tabaco contiene una alta concentración de radicales

libres,afectando así el estado redox de los tioles, en particular el de la Hcy5". Se encontró

que en fumadores, la fracción de I-Icyreducida (principal especie responsable del efecto

perjudicial)es significativamente mayor que en individuos no fumadores“.

Café: Se ha reportado que el consumo de café sería uno de los determinantes

relacionados al estilo de vida de mayor influencia sobre la homocisteinemiasz. Aún el

consumo moderado, provocaría HHcy53.

Similarmente al hábito de fumar, beber café se ha asociado a una nutrición

inadecuada,con el consecuente déficit vitamínico. Además, la cafeína estaría involucrada

en el aumento de la I-Icyplasmática, porque afectaría la función renal y la actividad de la

vitamina B6“.
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Actividad fisica: Este factor ejercería un efecto leve sobre los niveles de Hcy. Se

observó que los individuos con estilo de vida sedentaria muestran valores de

homocisteinemia significativamente más altos que los que practican diariamente ejercicio

físico (especialmente sujetos mayores de 65 años)“.

EDAD - SEXO

Los niveles plasmáticos de Hcy aumentan con la edad de los individuos5“. En

particular, se observó que en sujetos mayores de 65 años aumenta la prevalencia de

hiperhomocisteinernia. Este incremento se atribuye al deterioro de la función renal, a

niveles vitamínicos subóptimos generalmente asociados a una mala absorción intestinal,

y a una mayor incidencia de condiciones crónicas, como enfermedades reumáticas y

malignas (descripto anteriormente)“.

El sexo también influye sobre la l-Icy plasmática. En numerosas poblaciones se ha

detectado que el valor promedio de homocisteinemia de los hombres es mayor que el de

las mujeres“, aunque después de la menopausia los valores son semejantes en ambos

sexos“. Estos hallazgos se deberían al efecto de hormonas sexuales, aunque aún no se

han esclarecido los mecanismos involucrados.

Durante el embarazo se observa una reducción importante (alrededor del 50%) de

los valores de Hcy57. Esta disminución se debería no sólo al nivel de folatos

(generalmente elevado por la suplementación de ácido fólico a las mujeres embarazadas)

sino también a una absorción fetal de la Hcy materna”.

En conclusión, el valor de homocisteinemia es la resultante del efecto directo de

diversos factores y de la interacción entre los mismos. En algunos casos, parámetros

asociados con los niveles de I-lcy no constituyen factores determinantes de los mismos,

sino variables aparentes o “confundidoras” que enmascaran las causas verdaderas

(Figura 4).



Se

de

cio

En

de

l, a

nal,

Isy

Introducción
39

Figura 4. Factores determinantes de los niveles de homocisteína plasmática.
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DETERMINACIÓN DE HOMOCISTEÍNA

o Muestras

La homocisteína puede determinarse en los diferentes fluidos biológicos, siendo de

interés clínico el dosaje en sangre y en orina.

La determinación en sangre puede realizarse a partir de plasma o suero. El

anticoagulante recomendado y utilizado en la mayoría de los estudios clínicos y

epidemiológicos es el EDTA. Una vez extraída la sangre, las diferentes células

sanguíneas y en particular los eritrocitos, siguen produciendo y liberando l-lcy al medio-5".

A temperatura ambiente, este incremento artificial de la concentración de Hcy es

aproximadamente de 1 pmol/l por hora. Por lo tanto la muestra de plasma o suero debe

ser separada del paquete globular inmediatamente o colocarla en hielo por un lapso

menor a 4 horas, hasta su posterior procesamiento. Luego de la centrifugación, la

estabilidad de la I-lcy plasmática o sérica es de cuatro días a temperatura ambiente; de

varias semanas, entre 0 °C y 2 °C y por años a —20°C 6“.

Otros anticoagulantes propuestos son la heparina con el agregado de NaF o el

citrato ácido. Si bien estos sistemas inhibirían la liberación de I-lcy desde los glóbulos

rojos“, aún no se han obtenido resultados concluyentesúz'“.

Existen diversas fuentes de variación preanalítica en la determinación dc Hcy.

Entre ellas, condiciones inherentes a la muestra tales como el efecto postprandial y

ortostático, el anticoagulante utilizado y las condiciones de procesamiento, influyen en cl

resultado final“. Para minimizar estos efectos es necesario estandarizar el procedimiento

de muestreo.

Prueba en ayunas: Se recomienda un ayuno mínimo de 8 horas y evitar los alimentos de

alto contenido proteico en la última ingesta. En condiciones óptimas, la concentración

plasmática de homocisteína oscila entre 5 y 15 pM 6Ü;sin embargo estudios recientes

postulan que el valor normal debe ser S 12 p.M e incluso S 10 ¡1M65-“.
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Prueba de sobrecarga con meriom'na: A través de varios estudios epidemiológicos se ha

observadoque un porcentaje importante de individuos (25 al 40%) muestran valores de

homocisteinemia elevados cuando son sometidos a la prueba de sobrecarga de

metioninaóóv‘”.Esta prueba muestra los cambios fisiológicos postprandiales de los niveles

de Hcy plasmática y pone de manifiesto, principalmente, alteraciones genéticas o

adquiridasde los componentes de la vía de la transulfuración. En cambio, defectos en la

remetílaciónpueden detectarse aún con el análisis en ayunas. La prueba de sobrecarga

consisteen la administración oral de 100 mg de metionina/ kg de peso corporal después

de 8 horas de ayuno y la determinación de la homocisteína antes y después de 4 ó 6

horas de la sobrecarga“.

En condiciones normales se encuentra que los valores de Hcy son dos o tres veces

mayoresque los que se obtienen en ayunas“.

La prueba de sobrecarga con metionina se recomienda en pacientes con

complicacionesobstétricas previas o en individuos con episodios aterotrombóticos que

presentenvalores normales de homocisteinemia en ayunas.

También la Hcy puede determinarse en orina. Generalmente, esta determinación se

utilizapara el diagnóstico de homocistinuria70. Se ha encontrado que los niveles de orina

reflejanlos cambios observados en la concentración plasmática. Presenta la ventaja que

la toma de muestra es una técnica no invasiva, útil especialmente en niños.

La concentración de I-Icy en orina se expresa como umol/mmolcrcmnma.Si bien

existenpocos estudios epidemiológicos que evalúen la concentración urinaria de Hcy, se

ha determinado que el valor promedio para individuos sanos sería 1,26 y 1,95

pmol/mmolcmmnn,para mujeres y hombres respectivamente”.
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o Métodos

Las técnicas para la cuantificación de los niveles de I-lcy se han desarrollado

principalmente para la determinación en sangre (plasma o suero), aunque la mayoría

también pueden utilizarse para el dosaje en orina.

En el plasma humano la Hcy se encuentra en formas diferentes. Aproximadamente

el 80% de la Hcy está ligada covalentemente por uniones disulfuros a proteínas

plasmáticas; un poco menos del 20% se une a tioles de bajo peso molecular, formando

dímeros y una fracción muy baja se encuentra como Hcy libre o reducidaS". Si bien

existen equilibrios dinámicos entre todas las distintas estructuras, la sumatoria de las

mismas es constante y representa a la I-Icy total (tHcy), cuya concentración es la que

interesa conocer. Para obtener resultados reproducibles, la tI-Icydebe determinarse bajo

la forma de Hcy reducida. Por lo tanto en la mayoría de los casos, el dosaje dc

homocisteinemia requiere un tratamiento previo al análisis propiamente dicho:

Reducción de los puentes disulfuros que unen a la Hcy con otros tioles o con

albúmina. De esta manera, todas las formas en que se encuentra la I-Icyson convertidas

en Hcy libre y el valor hallado será el correspondiente a la Hcy total. Algunos agentes

reductores utilizados son: 2-mercaptoetanol, ditioeritritol, didotteitol y borohidruro dc

sodio o potasio.

Precipitación de las proteínas plasmáticas mediante los ácidos tricloroacético,

sulfosalicílico, perclórico, etc.

Centrifugación y filtración. De esta manera se obtiene un sobrenadante

correspondiente a la fracción a analizar. En la mayoría de los casos, con la solución

obtenida se procede a la derivatización. Este es un procedimiento mediante el cual los

analitos son convertidos en sustancias más estables y con mejores propiedades de

separación y sensibilidad.

Sc han desarrollado varios métodos para proceder al análisis cuantitativo dc la I-lcy

presente cn plasma, suero u orina:
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Ensayosradioenzimáticos: Las primeras determinaciones de Hcy en fluidos biológicos se

realizaronmediante ensayos radioenzimáticos, basados en la conversión de Hcy a S­

adenosilhomocisteínaen presencia de l“C adenosina y S-adenosilhomocisteína hidrolasa.

El compuesto radioactivo obtenido fue separado por cromatografía líquida de alta

resolución (HPLC: High Performance Liquid Chromatography) y cuantificado por

centelleo.Este ensayo también puede llevarse a cabo con adenosina no marcada y

detecciónultravioleta a 254 nm.

Esta técnica es sensible y específica. Su principal desventaja es que requiere un

procesomanual muy laborioso”.

Cromatografíagaseosa - espectrometría de masa (GC-MS: Gas Chromatography - Mass

Spectrometry):Este método se desarrolla en varios pasos. La reducción se realiza por

medio de didotreitol y la derivatízación con N-metil-n-trifuoroacetamida; además se

debenincorporar patrones de referencia deuterados. Los compuestos derivadzados son

separados por cromatografía gaseosa capilar y la detección se realiza mediante

espectrometríade masa. Es una técnica de alta sensibilidad y especificidad. Permite dosar

varioscompuestos simultáneamente: cisteína, metionina, cistatíonina, N,N-dimetilglicina

y N-metilglicina”.

Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC: High Performance Liquid

Chromatography): Esta técnica ha sido la más difundida y desarrollada internacional­

mente; es de alta sensibilidad y selectividad. Para la cuantificación de la muestra, es

necesarioacoplar la detección por fluorescencia, por ultravioleta o electroquímica.

Detecciónpor fluorescencia

Las sustancias que se usan comúnmente para derivatizar a la Hcy y obtener

compuestos fluorescentes son: monobromobimano (mBrB) y amonio 7-fluoro-2,1,3­

benzoxadiazol-4-sulfonato (SBD-F). La inyección en la columna del aparato de HPLC

puede realizarse en forma manual o automática. La separación de los componentes de
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la muestra se realiza, generalmente, mediante un gradiente de concentraciones de los

solventes utilizados. Esta también es una técnica de alta sensibilidad y especificidad”.

Detecciónpor ultravioleta

En esta metodología la separación se lleva a cabo isocráticamente (concentración

constante del solvente de elución). La derivatización se realiza con 4,4-ditiodipiridina

y, a diferencia del método anterior, la conjugación se produce después del pasaje por

la columna. La detección es por luz ultravioleta".

Detección electroquímica

Con esta metodología no es necesario derivatizar la muestra. El eluido de la columna

es detectado por un electrodo de oro-mercurio, el que muestra gran especificidad por

los tioles. Este método electroquímico presenta varias características importantes:

procesamiento simple de la muestra, especificidad, autoinyección, tiempos cortos de

corrida y la posibilidad de determinar otros tioles además de la Hcy. La desventaja de

esta técnica es la fácil contaminación y deterioro del electrodo, por lo tanto la

reproducibilidad del método dependerá del mantenimiento del sistema de detección“.

Analizador de aminoácidos: La determinación de Hcy por un analizador de aminoácidos

convencional ha sido optimizada, usando ditiotreitol como agente reductor. De esta

manera no es necesario realizar una derivatización previa. La detección se realiza por

medio de una reacción con ninhidrina. Este método también mide metionina y

cistationina. El tiempo de retención de la Hey y el de regeneración de la columna son

prolongados, lo que limita la capacidad de análisis. Es una técnica de baja selectividad y

sensibilidad.

Inmunoensayos: La I-Icyes convertida enzirnáticamente a S-adenosilhomocisteína (SAI-l).

Con el agregado de un anticuerpo monoclonal anti-SAI-I se mide la cantidad de SAI-I

mediante un enzimoinmunoensayo(EIA) competitivo entre la SAH de la muestra y la SAI-I
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unida al medio soporte”. Basado en estos principios se desarrolló el inmunoensayo de

fluorescenciapolarizada (FPIA), en el que la SAH compite con el compuesto análogo

fluoresceinado de SAI-I, por la unión al anticuerpo monoclonal. Es una técnica

totalmenteautomatizada, de alta precisión”.

Electroforesíscapilar: Es un método de gran poder de separación. Para el estudio de

aminotiolesse utiliza con detección de fluoresceína inducida por láser. La I-lcy reacciona

con 5-bromemetil fluoresceína, generando un compuesto fácilmente detectable. Se

utilizanvolúmenes muy pequeños de muestra y solvente”.

Si bien existe una buena correlación entre los distintos métodos, aún no se han

obtenidoresultados completamente equivalentes entre los mismos.



46 Introducción

EVIDENCIAS CLÍNICAS ASOCIADAS CON

HIPERHOMOCISTEINEMIA

En 1969, Kilmer Mc Cully fue el primer científico que postuló la relación entre los

niveles elevados de Hey y la enfermedad vascular aterosclerótica, en pacientes con

homocistinuriafl". En 1976, D. Wilcken reportó el primer estudio caso-control que

demostró la asociación entre HHcy moderada y la enfermedad arterial coronaria“.

Recién a principios de 1990 comenzaron los estudios epidemiológicos a gran escala,

debido a la introducción de métodos analíticos para el dosaje de homocisteinemia,

reproducibles y accesibles para el laboratorio de rutina.

Durante la última década se han realizado más de 100 estudios transversales, caso­

control y de cohorte prospectivos para evaluar las implicancias clínicas de la HHcy. Se ha

demostrado que aún la HHcy leve y moderada (15 - 100 pM) están asociadas a enfer­

medades vasculares (arterial y venosa), alteraciones neurosiquiátricas, complicaciones

obstétricas y a efectos teratogénicos.

o Enfiermedad vascular

A continuación se resumen los estudios más importantes que han investigado la

relación entre HHcy y la enfermedad vascular oclusiva, a nivel arterial (Tabla 1) y venoso

(Tabla 2).

De los estudios epidemiológicos relacionados con la enfermedad arterial oclusiva,

cabe destacar el trabajo de Boushey y colaboradores“. Se trata de un meta-análisis de 27

estudios observacionales, que incluyó aproximadamente 4.000 pacientes. Los resultados

mostraron que los niveles elevados de Hcy constituyen un importante factor de riesgo

independiente para la enfermedad vascular aterosclerótica, a nivel coronario, cerebral y

periférico. La magnitud del riesgo resultó similar a la de otros factores tales como

hipercolesterolcmia, tabaquismo, hipertensión y diabetes. Además se calculó que un
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incrementode 5 pM en la concentración plasmática de Hcy confiere el mismo aumento

deriesgocoronario (E 40%) que un incremento de 0,5 mM en los niveles de colesterol.

Otro estudio relevante es el de Graham et al. 6°.Se trata de un trabajo mulúcéntrico

en nueve países de Europa. Se evaluaron 750 pacientes con enfermedad vascular y 800

controles. Este estudio confirmó que la HI-Icy confiere un riesgo elevado de sufrir

enfermedadvascular y factores tales como la hipertensión y el tabaquismo ejercen un

efectomultiplicativo cuando se combinan con la I-II-Icy.Además, demostró que con la

prueba de sobrecarga con metionina pueden detectarse entre 20% y 30% de casos

adicionalesde HHcy.

Tabla 1. Estudios Epidemiológicos. Enfermedad arterial oclusiva.

Año Autores Diseño n, Asociación

1992 Stampfer e! al.l Prospectivo 542 + IM
1993 Malinow el al.33 Transversal 574 + Est.Car.

1994 Alfthan e! al.84 Prospectivo 134 - IM/ ACV
1995 Perry el al.“5 Prospectivo 107 + ACV
1995 Arnesen et al.86 Prospectivo 122 + EC
I995 Boushey el al.82 Meta-Análisis 4.000 + EV
1995 Hopkins e! al.87 Retrospectivo 317 + EV
1995 Selhub el al.“a Transversal ¡.041 + EV

1996 Chasan-Taber e! al.” Prospectivo 333 - IM
1996 Malinow e! al.90 Retrospecúvo 94] + IM
[997 Verhoef el a1.91 Prospectivo 149 - EC
1997 Graham et al."ó Caso-Control 1.550 + EV

1997 Nygard el al.92 Prospectivo ¡.174 + IM/ Mortalidad
1997 Evans el al.93 Caso-Control 712 - IM

1998 Folsom emi."4 Prospectivo 769 - EC
¡998 Wald et al.” Prospectivo 1.355 + IM/ Mortalidad
1999 Bots el al.96 Prospectivo 757 + IM/ACV
2000 Voutilainen et al.” Prospectivo 326 - EC
2000 Morris el al.98 Prospectivo 2.204 + IM/ ACV
2001 Fallon el al.” Prospectivo 3.538 - EC
2001 Vollset el al.'°° Prospectivo 4.766 + Muerte EC

IM:infarto de miocardio; ACV: accidente cerebro-vascular; EC: enfermedad coronaria;
EV: enfermedad vascular; Est.Car: estenosis carotídea.
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En cuanto a los trabajos que relacionan la concentración plasmática de I-Icycon la

enfermedad venosa oclusiva, la mayoría han demostrado una asociación positiva. Esta

relación fue confirmada por el meta-análisis llevado a cabo por Ray y colaboradoresl‘“,

que incluyó a 9 estudios de caso-control.

Tabla 2. Estudios Epidemiológicos. Enfermedad venosa oclusiva.

Año Autores Diseño n, Asociación

1994 Falcon el al.luz Caso-Control l l9 + TV*/ + TEP
1995 Fermo e!al.'°3 Caso-Control l 18 + TV*/ + TEP
1995 Den Heijer e!al.'°4 Caso-Control 405 + TVPm
1996 Den Heijer et al.‘°5 Caso-Control S38 + TVPm
1996 Petri et al. '06 Prospectivo 337 - TV
1997 Ridker er al.'07 Prospectivo 79l + TEV
1998 Eichinger e! al.‘03 Prospectívo 264 + TEV“)
1998 Ray et al.¡0‘ Meta-Análisis 2.268 + TEV
2000 Langman e! 01.109 Caso-Control 280 + TEV
2001 Hsu e! al.“0 Caso-Control 202 + TVP

TV*: Todo tipo de trombosis venosa; TEP: Tromboembolismo pulmonar ; I Vl’mz
Trombosis venosa profunda (primer episodio); I VP“ : Trombosis venosa profunda
(recurrente); TEV: Tromboembolismo venoso.

Si bien existen numerosos trabajos que demuestran la relación entre niveles

elevados de l-Icy y el infarto de miocardio, accidente cerebro vascular, engrosamiento de

la carótida, trombosis venosa, etc.; se reportan otros estudios que no encuentran

asociación significativa entre la Hcy y la enfermedad vascular. Sin embargo, estos últimos

estudios son menos numerosos y evalúan menor número de individuos que los primeros.

.Además, es probable que en algunos casos las conclusiones sean sólo aparentemente

opuestas. Es decir, para realizar una comparación válida entre los diferentes trabajos y

arribar a conclusiones consistentes, deberían evaluarse estudios que analicen poblaciones

similares, con métodos analíticos para homocisteinemia iguales y el mismo tipo de

desenlace. Además, también debe tenerse en cuenta el diseño metodológico del trabajo,

ya que estudios retrospectivos o transversales son menos rigurosos que, por ejemplo, los

de cohorte.
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Por lo tanto, las consideraciones enunciadas advierten acerca de la validez de

algunas conclusiones contradictorias que surgen de los diferentes estudios

epidemiológicos. De todas maneras, queda planteado el interrogante de que si la

hiperhomocisteinemia es agente responsable del incremento en el riesgo dc la

enfermedadvascular oclusiva o si sólo es un marcador de otro factor asociado a dicho

riesgo.

Para resolver esta disyuntiva es necesario disponer de los datos que surjan de

estudiosclínicos prospectivos y randomizados, que demuestren que el descenso de los

nivelesplasmáticos de I-Icy disminuye la incidencia de la enfermedad vascular. Con este

objetivo,actualmente están en curso varios estudios de intervención terapéutica. Se trata

de trabajos clínicos a gran escala, que proveen un tratamiento adecuado (generalmente

basados en ácido fólico combinado con vitamina B12y/o vitamina B6), durante un

período suficiente.

Los estudios más importantes'” se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Estudios de intervención terapéutica en curso.

Estudio País n

VISP Vitamin lntervention for Stroke Prevention Estados Unidos 3_6()()

WACS Women's Antioxidant and Cardiovasculardisease Estados Unidos

study 6.000 —8.000

SEARCH Studyof the Effectivenessof Additional Reductions Inglaterra

in Cholesterol and Homocysteine 12'000

CHAOSJ CambridgeHeart AntiOxidantStudy—2 Inglaterra 4000

NORVIT Norwegian Study of Homocysteine Lowering with B- Noruega

Vitamins in myocardial infarction 3 "000

WENBIT WesternNorwayB VitaminTrial Noruega 1000
PACIFIC Prevention with A Combined lnhibitor and Folaled in Australia

Coronaryheart disease ¡0'000

HOPE.2 HeartOutcomes Prevention Evaluation-2Study Canada 5'000

VITRO Vitamins and Thrombosis Holanda-Austria-ltalia 620
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La mayoría de estos trabajos evalúan sujetos con enfermedad coronaria previa o

con alto riesgo de enfermedad cardiaca, con excepción de los estudios VISP y VITRO.

En el caso del VISP, se trata de pacientes que padecieron, al menos, un episodio de

accidente cerebrovascular (ACV) y en el estudio VITRO, están incluidos aquellos

individuos que sufrieron trombosis venosa profunda (TVP) o tromboembolismo

pulmonar (TEP).

Los pacientes de cada proyecto serán evaluados con el mismo punto final. Por lo

tanto, según el estudio a que pertenezcan, se analizará:

— Evolución de la enfermedad coronaria o muerte por enfermedad cardíaca.

— Nuevos episodios de ACV.

— Nuevos episodios de TVP o TEP.

Cuando estos trabajos finalicen se podrá disponer de evidencia confiable para

determinar si el descenso de los niveles de homocisteinemia reduce el riesgo de

aterotrombosis y por ende dilucidar la verdadera asociación entre Hcy y la enfermedad

vascular.

o Alteraciones neutosiquiátn'cas

También se ha encontrado que una concentración elevada de Hcy plasmática

estaría relacionada con alteraciones neurosiquiátricas tales como depresión, demencia

(en particular la enfermedad de Alzheimer), esquizofrenia, síndrome de fatiga crónica y

enfermedad de Parkinson'ÚM-‘JW‘S.

La asociación entre la hiperhomocisteinemia y las patologías mencionadas,

apoyaría la hipótesis de que la enfermedad vascular es un factor que contribuye en las

patogénesis de algunas de aquellas afecciones“".

En el caso de la enfermedad de Parkinson, aún se desconoce si el aumento de los

niveles de Hcy se debe a una alteración metabólica endógena o por el tratamiento con L­

dopa'”.
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o Embarazoy complicaciones obstéra'cas

A través de numerosos ensayos clínicos se ha estudiado la posible asociación entre

los niveles plasmáticos de Hcy y la evolución del embarazo. Uno de los trabajos más

relevantes es el de Vollset y colaboradores, que evaluaron 5.883 mujeres y 14.492

embarazos (en la misma población). Se encontró que la hiperhomocisteinemia

incrementada el riesgo de desarrollar preeclampsia, anormalidades placenrarias y sufrir

pérdidasfetales recurrentesl'“ '9.

Además, se ha descripto que la concentración plasmática elevada de Hcy se asocia

con malformaciones congénitas, principalmente con defectos del tubo neural. Sin

embargo, aún no se ha esclarecido si la HHcy es causa de esas deformaciones, o si se

tratade un marcador sensible de las deficiencias de folatos o vitamina B12,involucrados

en los procesos de metilación, y probablemente, verdaderos responsables de los efectos

teratogénicos‘zo.
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MECANISMOS FISIOPATOLÓGICOS

ASOCIADOS A LA HIPERHOMOCISTEINEMIA

Los estudios clínicos y epidemiológicos descriptos muestran la relación entre una

concentración elevada de I-lcy plasmática y la enfermedad vascular, las alteraciones

neurosiquiátricas, los efectos teratogénicos y/o las complicaciones obstétricas. Con el fm

de dilucidar los mecanismos fisiopatológicos involucrados en estas asociaciones, se ha

realizado un número importante de estudios in vitro, ex vivo y en modelos animales,

aunque aún no se han obtenido resultados concluyentes.

La mayoría de estas experiencias han utilizado concentraciones de I-Icy muy

elevadas (1 a 10 mM), las que representan valores muy superiores a los fisiopatológicos,

aún a los detectados en pacientes con l-II-lcysevera. Además, no se ha esclarecido si los

efectos observados son específicos de la I-Icy o si también podrían ser ejercidos por

otros compuestos sulfurados. Si bien deben considerarse estas observaciones, los

estudios coinciden en postular que la I-IHcy induciría directa o indirectamente efectos

aterogénicos y protrombóticos, responsables de la mayoría de las evidencias clínicas

reportadas.

MECANISMOSATEROGÉNICOS

Las evidencias experimentales sugieren que los efectos aterogénicos asociados con

la HHcy resultarían de la disfunción e injuria endotelial, mediada fundamentalmente por

el daño oxidativo ’2’. La I-Icy ejercería una acción tóxica directa sobre el endotelio o a

través de la generación de otras moléculas.

Se ha demostrado que la Hcy sufre auto- oxidación uniéndosc a proteínas o

convirtiéndose en los dímeros Hcy-l-Icy y Hcy-Cys o en l-Icy-tiolactona (éstcr cíclico).

En este proceso se generan especies oxigenadas altamente reactivas, tales como peróxido

de hidrógeno y radicales hidroxilos y superóxidosm.

En condiciones normales, la glutation peroxidasa es la enzima convertídora de las

moléculas oxigenadas en el alcohol correspondiente. En presencia de niveles elevados de
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Hcy se ha demostrado que disminuye la actividad enzimática, con la consecuente

acumulación de las especies tóxicasm. Otra enzima afectada por la Hcy sería la

superóxidodismutasa (SOD), secretada por las células de músculo liso y cuya función es

lade proteger la pared vascular del estrés oxidativo. Reportes recientes han demostrado

que la Hcy reduce la secreción y expresión de la SOD, contribuyendo al daño

oxidativo‘z".

Los radicales hidroxilos y superóxidos serían responsables de la peroxidación

lipídicay oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL), involucradas en la

patogénesis de la aterosclerosis‘25. Además, cuando se produce un exceso d'e Hcy­

tiolactonase formarían aductos con las partículas de LDL, los que son fagocitados por

losmacrófagos e incorporados a las células espumosas, favoreciendo la aparición de las

placasde ateroma”. Estudios recientes han demostrado que la Hcy incrementaría la

actividadde la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, estimulando la produc­

cióny secreción de colesterol'z".

También se ha propuesto que una concentración elevada de I-Icy afectaría la

vasodilatacióndel endotelio, mediada por el óxido nítrico (NO) o Factor Relajante

Derivado del Endotelio. El NO ejerce un importante efecto vasodilatador y

antiagreganteplaquetario. Además, neutraliza la acción potencialmente tóxica de la I-Icy,

por la formación de S-nitroso-homocisteína (SNI-Icy), también de acción vasodilatadora.

Sin embargo, cuando la concentración de I-Icy excede los valores normales, se postula

que disminuiría la biodisponibilidad del NO, probablemente por un consumo

exacerbadom. Estudios recientes han reportado que en condiciones de hiper­

homocisteinemia, se incrementaría la actividad de las metaloproteinasas de la matriz

extracelular,asociada con una disminución en la producción de NOW.

Otro de los efectos de la Hcy relacionados con la aterosclerosis es su acción

mitagém'ca.Experiencias con cultivos celulares han mostrado que la Hcy induce la

proliferación y migración de las células musculares lisas de la pared vascular. Se ha

postulado que la Hcy estimularía directamente la proliferación de estas células mediante

un incremento en la síntesis de ADN o en la expresión del ARN mensajero de la ciclina



54 Introducción

A. Además, el efecto mitogénico también se ejercería indirectamente, ya que la Hcy

induciría la activación de la transcripción del factor nuclear KB (NF-KB), esencial para el

crecimiento de las células de músculo liso. Otra acción indirecta es la que resulta cuando

la Hcy satura la actividad del NO, ya que este compuesto no sólo es vasodilatador sino

que también inhibe la proliferación de células musculares lisas‘z".

Se ha planteado que la Hcy también podría afectar las propiedades elásticas de la

pared arterial por el aumento en la síntesis de las fibras de colágeno y la alteración del

entrecruzamiento de las mismas‘30.

Otro de los procesos involucrados en la patogénesis del daño vascular es la

hipometilación resultante en condiciones de hiperhomocísteinemia. En esta situación

aumenta la concentración de SAI-I (S-adenosilhomocisteína), inhibidor competitivo de

metiltransferasas. Este grupo de enzimas cataliza la transferencia del grupo metilo de la

SAM (S-adenosilmetionina) a varios sustratos aceptores tales como proteínas, lípidos,

mielina, DNA, etc. Por lo tanto, la inhibición de estas reacciones puede alterar el

crecimiento normal de la célula endotelial, la reparación de proteínas dañadas y otras

funciones celulares importantes'“.

MECANISMOSTROMBOGÉNICOS

Varios de los efectos sobre el endotelio, ejercidos por niveles elevados de I-Icy,

contribuyen al desarrollo de un estado protrombótico. En particular, cuando se altera la

regulación vasomotora del endotelio y se exponen los componentes de la matriz

subendotelial por injuria vascular, se induce la activación plaquetaria, desencadenándose

eventos que conducen a la formación del trombo.

En condiciones normales, el organismo mantiene la fluidez de la sangre y la

integridad vascular, a través del mecanismo hemostático. Para llevar a cabo su función,

intervienen diversos componentes: pared vascular, plaquetas, sistema de coagulación,

sistema fibrinolítico e inhibidores fisiológicos (tanto de la coagulación como de la

fibrinolisis). Además, en la función hemostática también intervienen indirectamente

otros sistemas enzimáticos plasmáticos (complemento, calicreína-quininas y renina­
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angiotensina); factores reológicos (velocidad y viscocidad de la sangre) y células

sanguíneas(hematíes y leucocitos).

Existen factores genéticos y adquiridos que pueden alterar el delicado equilibrio de

lahemostasia,conduciendo a episodios trombóticos o hemorrágicos.

Según lo descripto, los niveles elevados de Hcy afectarían el sistema hemostático,

generandoun estado protrombótico.

o Plaquetas

La injuria endotelial inducida por la HHcy sería responsable de una activación de

lasplaquetas, aunque los resultados de los estudios in vitro y ex vivo son contradictorios

respectoa las funciones plaquetarias tales como adhesividad y agregación.

Estudios en pacientes homocistinúricos han demostrado un incremento en la

biosíntesis del tromboxano A2 (TXAZ), reflejado por los valores elevados de los

metabolitosurinarios 11-dehidro-tromboxanoB2 y 2,3-dinor-tromboxanoB2. Dado que

el TXAZ es un potente agonista plaquetario y vasoconstrictor, un incremento en su

síntesispostularía uno de los probables mecanismos trombogénicos asociados a la

hiperhomocisteinemiam.

o Coagulación/ Fibaholisis

Los estudios ex vivo en pacientes con homocistinuria han demostrado varias

alteracionesen el sistema de coagulación, sugiriendo un estado hipercoagulable en estos

individuos:Se ha reportado un aumento significativo en la concentración de marcadores

de activación, como los complejos trombina-antitrombina (FAT) y fragmento de

protrombina1+2 1+2). En cambio, se registraron niveles disminuidos de inhibidores

fisiológicosde la coagulación, tales como antitrombina (AT) y proteína C (PC)'”.

Además, se han realizado numerosos estudios in vitro que confirmarían que el

aumentode las concentraciones de Hcy en plasma favorece un estado protrombótico.

Principalmente, se llevaron a cabo experiencias con cultivos celulares, demostrando un

aumento de la actividad del Factor XII y Factor V del sistema de coagulación'34“35.
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También se reportó un aumento de la actividad del factor tisular (TF), mediante un

efecto dosis-dependiente de la Hcy sobre el RNA mensajero de la proteína‘“.

Se encontró que una concentración elevada de I-Icy inhibe la síntesis de heparán

sulfato (HS), principal activador de la antitrombina (AT). Además, el peróxido de

hidrógeno generado por la auto-oxidación de la I-Icy,afectaría la unión del complejo AT­

I-IS,disminuyendo su capacidad anticoagulantem. Otro de los sistemas de inhibición de

la coagulación que mostró alteraciones es el de la proteína C. Se reportó que la I-Icy

ejerce un efecto inhibitorio sobre el complejo trombomodulina-trombina, necesario para

activar a la proteína C. Esta inhibición se debería a un descenso de los niveles de la

trombomodulina nativa (por reducción de puentes disulfuros de la molécula) y de la

capacidad de unión de la trombomodulina reducida a la trombina'”.

Respecto a la interferencia de la Hcy con los componentes del sistema fibrinolítico

se ha demostrado una disminución importante en la actividad del activador tisular del

plasrninógeno (t-PA).

Se reportó que la anexina II, involucrada en la unión del t-PA a la célula endotelial,

también es ligando para la I-Icya través del mismo dominio de unión, bloqueando así la

acción del activador y probablemente la conversión de plasminógeno a plasmina'”.

Otro efecto potencial de la Hcy sobre la fibrinolisis involucra a la lipoproteína(a)

[Lp(a)]. Debido a la homología que presenta esta proteína con el kringle IV del

plasminógeno, la Lp(a) compite con el Plg por los sitios de unión a la fibrina, inhibiendo

el proceso fibrinolítico. Se postuló que la I-Icy reduciría las uniones disulfuros de la

molécula de Lp(a), lo que induciría un aumento en su capacidad de unión a la fibrina‘40.

En conclusión, los estudios experimentales realizados hasta el momento muestran

que la Hcy estaría involucrada en una serie de mecanismos potencialmente reponsables

de un aumento de la activación plaquetaria y del sistema de coagulación, alterando

además, funciones antitrombóticas del endotelio, de los inhibidores fisiológicos y del

sistema fibrinolítico. Estos hallazgos conducirían a un estado hipercoagulable, apoyando

los resultados de los estudios clínicos.
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El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar la acción de la homocisteína sobre

componentesdel sistema hemostático, a través de dos líneas principales de investigación:

estudiosexperimentales in vitro y estudios epidemiológicos.

Objetivosespecíficos

0 Optimizar las fases pre-analítica y analítica para el dosaje de homocisteína plasmática.

Determinarlos niveles de homocisteína plasmática en una población normal.

Evaluarfactores adquiridos y genéticos, determinantes de la homocisteinemia.

Estudiar las asociaciones entre los niveles de homocisteína y otros analitos

fisiológicos.

Determinar los valores de corte para homocisteinemia.

Estudiar la asociación del polimorfismo C677T de la MTHFR con episodios

trombóticos.

Evaluarla acción de la homocisteína sobre componentes de sistema hemostático.

Postular mecanismos fisiopatológicos responsables de la acción trombogénica de la

homocisteína.



IMATERIALES Y MÉTODOS



Materiales y Métodos 63

MUESTRAS

Para el desarrollo de la presente tesis se utilizaron diferentes muestras obtenidas a

partirde sangre venosa. En todos los casos se extrajo sangre a voluntarios humanos con

8 o 12 horas de ayuno, según correspondiera. Para la evaluación de los parámetros

fibrinolíticos las extracciones de sangre se realizaron, estrictamente, a individuos en

reposo,entre las 8 y 9 hs. de la mañana, con el menor estasis venoso posible.

A continuación se describe la obtención de las muestras sanguíneas utilizadas:

o Plasma en EDTA: Se recolectaron 2,5 ml de sangre en tubos plásticos conteniendo

como anticoagulante 61 |.Llde una solución 7,5 °/ode KaEDTA (sal tripotásica del ácido

elilendiamintetraacétíco). Las muestras se centrifugaron a 2.000 g durante 10 minutos.

Parala determinación de homocisteinemia, los plasmas se separaron inmediatamente del

paquetecelular o, en su defecto, las muestras de sangre se mantuvieron en baño de hielo

por un lapso menor a 4 horas.

o Plasma en citrato de sodio: Se recolectó la sangre en tubos plásticos conteniendo

citrato trisódico 3,8 °/o en una relación de nueve partes de sangre y una parte de

anticoagulante.

Para la determinación de pruebas de coagulación y fibrinolisis las muestras se

sometieron a doble centrifugación (2.500 x g, 10 minutos).

o Suero: Se colocaron 5 ml de sangre en tubos de vidrio y se incubaron en baño

termostatizado a 37°C, hasta completar el proceso de coagulación (aproximadamente 4

horas).Se procedió a la centrifugación durante 10 minutos a 1.500 g. Se recolectaron los

SUCI'OScorrespondientes.

o Suero obtenido con gel separador: Se colocaron 5 ml de sangre en tubos de plástico

conteniendo gel acelerador (mezcla de siliconas y aceites vegetales; TAPVAL,
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Argentina). La coagulación se completó en 1 hora a 37 °C. Por ccntrifugación, estos

sistemas producen un tapón biológico que separa la muestra en tres capas: suero-gel­

coágulo, evitando, principalmente, el contacto del suero con los glóbulos rojos y blancos.

Las muestras descriptas fueron fraccionadas y conservadas a - 20°C ó -70°C,

según los requerimientos de las determinaciones a realizar.

o Plasma rico en plaquetas (PRP): Se recolectó la sangre en tubos plásticos

conteniendo citrato trisódico 3,8 °/o en una relación de nueve partes de sangre y una

parte de anticoagulante. Las muestras se ccntrifugaron durante 10 minutos a baja

velocidad (200 g) y los plasmas obtenidos se separaron con pipetas de plástico y sc

colocaron en tubos plásticos. Para los estudios de agregación plaquetaria, los I’RP se

utilizaron dentro de las dos horas de extraída la sangre.

o Hemolizaa'o.’ Se obtuvo por lisis de glóbulos rojos: A 50 pl de sangre entera

anticoagulada con K3EDTA se agregó 1 ml de solución de ácido ascórbico (1% m/v). La

mezcla se homogeneizó suavemente y se dejó actuar durante 90 minutos, a temperatura

ambiente y protegida de la luz. Para la determinación de ácido fólico intraeritrocitario,

los hemolizados se almacenaron a -70°C y se procesaron estrictamente, en un período S

30 días.

DROGAS Y REACTIVOS QUÍMICOS

Para el desarrollo de los ensayos in vitro se utilizaron soluciones de: DL­

homocisteína (Aldrich Chemical, EEUU), L-cisteína, DL-homocistinaé y 2­

mercaptoetanol (SigmaChemical, EEUU).

ñLa solución de homocistina requiere la disolución previa con un volumen mínimo de ácido llCl 0,1
N; agregado de l’BS o SF y ajuste a pH = 7,2 con NaOH 0,5 N.
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Según el ensayo, los reactivos se disolvicron en solución fisiológica (SF) o en buffer

fosfatosalino (PBS: NaCl 137 mM, KC] 3mM, Nazi-IPO4 15 mM y KH2P04 1,5 mM; pI-I

7,2).

Además, se prepararon soluciones de fibrinógeno humano (Sigma Chemical),

trombinabovina (Sigma Chemical) y concentrado de factor XIII humano (Fibrogammin

P, Aventis Behring, Alemania).

El resto de los reactivos utilizados se encuentran detallados en cada experiencia y

fuerondel mayor grado de pureza analítica disponible.

POBLACIÓN

Dada la diversidad de grupos poblacionales evaluados, los mismos se describen en

cada estudio en la sección de Resultados. En todos los casos se contó con el

consentimiento de los participantes.

DETERMINACIÓN DE HOMOCISTEINEMIA

La determinación de los niveles de I-Icy en los diferentes grupos poblacionales

estudiados, se realizó con una técnica de ELISA (Enzyme Lynked Immuno Sorbent

Assay) disponible comercialmente (Axis Biochemical A.S.A., Oslo, Noruega). En el

inicio de esta tesis no se disponía de resultados internacionales obtenidos por este

método. Por lo tanto, se realizó la validación del ELISA, mediante estudios de precisión

y de comparación con el método de referencia HPLC (High Performance Liquid

Chromatography).

MUESTRAS

Se utilizaron plasmas en K3EDTA, obtenidos según las condiciones ya descriptas.
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MÉTODOS

o ELISA

En sangre, la homocisteína existe en varias formas: Unida a proteínas, como

disulfuros Hcy-Cisteína y Hcy-Hcy, como éster cíclico tiolactona y una pequeña fracción

se encuentra como Hcy libre y reducida. Si bien existen equilibrios dinámicos entre todas

estas estructuras, la sumatoria de las mismas es constante y representa a la Hcy total

(tI-Icy), cuya concentración es la que interesa conocer. Además, la Hcy reducida es la

única especie que proporciona resultados reproducibles.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, las muestras deben recibir un

procesamiento adecuado, previo al ensayo inmunológico:

a) Reducción. Se utiliza ditiotreitol (D I'I) como agente reductor para convertir la I-Icy

total a Hcy libre:

Prot-SS-Hcy
R-SS-I-Icy
Hcy-Tiolactona

D” Hcy

R = Residuo cisteína u Hcy

b) Conversión enzimática. La Hcy reducida se convierte en S-adenosil-Hcy (SAI-I)

(especie detectable por ELISA):

Hcy+AdenosinaM. SAH+Hzo

A continuación se realiza el ensayo inmunológico en fase sólida, de tipo

competitivo. La SAI-I de la muestra compite con la SAH unida al medio soporte

(policubetas de poliestireno), por los sitios de unión de un anticuerpo monoclonal anti­

SAH. Por el agregado de un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y un sustrato

cromogénico, se desarrolla color en función de la actividad enzimática. Las absorbancias

registradas espectrofotométricamente a 450 nm, son inversamente proporcionales a las
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concentracionesde Hcy total de las muestras. Con los datos obtenidos de soluciones

patronesse realiza una curva de calibración (Absorbancia vs. log [tl-Icy])y se recomienda

el ajustede la misma a una curva logística de 4 parámetros o sigmoidea dosis-respuesta

de pendiente variable.

La técnica se desarrolló según las especificaciones del equipo comercial y los

registrosde absorbancia se realizaron con un lector de ELISA (Reader 100, Organon

Teknica,Miami, EE.UU.).

0 HPLC

El método de referencia para el dosaje de homocisteinemia es la cromatografía

líquida de alta resolución o HPLC. (High Performance Liquid Chromatogtaphy).

Alícuotasde las muestras dosadas por ELISA también fueron analizadas por el método

cromatográfico,con detección de fluorescencia.

Las determinaciones se realizaron según el método de D. Jacobsen et al", con

algunasmodificaciones. Para el pretratamiento de las muestras se utilizó borohidruro de

sodio (Fluka, Buchs, Suiza) como agente reductor y para la derivatización se usó

monobromobimano (Calbiochem-Behring Diagnostícs, La jolla, EE.UU.), fluorocromó­

foro específico de tíoles. El desarrollo cromatográfico se llevó a cabo en un equipo

HewlettPackard 1090 y con un detector de fluorescencia Shimadzu RF-53O (Shimadzu,

Kyoto,japón). Las longitudes de onda de exitación y emisión fueron de 390 nm y 480

nm respectivamente. Se utilizó una columna C18, 4 um de 5 cm x 3,9 mm (Novapak) y

como fase móvil se preparó una solución de acetonitrilo (3 "/o),buffer KH2P04 (10 mM)

y trietilamina(400 pM/ 500 ml), ajustando el pH final a 3,0 con ácido ortofosfórico. El

volumen de muestra inyectado fue de 10 pl y la velocidad de flujo se reguló a 0,5

ml/min.

Todos los reactivos utilizados para el desarrollo cromatográfico fueron de calidad

analítica (HPLC).
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DETERMINACIONES DE OTROS ANALITOS FISIOLÓGICOS

o Ácido fólico sén'co

Esta vitamina se dosó en sueros, por un sistema combinado de inmunoensayo

competitivo y de quimioluminiscencia (Access-Sanofi-Pasteur, Chaska, EE.UU.).

A 55 pl de la muestra se agregan caseína, un anticuerpo monoclonal anti-proteína

unida a folato, ácido fólico conjugado con fosfatasa alcalina y partículas paramagnéticas

recubiertas con anticuerpos anti-IgG. Esta mezcla de reacción se incuba 20 minutos a

37°C. El folato de la muestra compite con el ácido fólico conjugado con fosfatasa

alcalina, por los sitios de unión a la caseína. Los complejos resultantes se unen a la fase

sólida a través del anticuerpo monoclonal anti-proteína unida a folato. Por aplicación de

un campo magnético y lavados sucesivos se descartan los compuestos no unidos a la fase

sólida. Se agrega un sustrato quimioluminiscente, sobre el que actúa la fosfatasa alcalina.

La luz producida es inversamente proporcional a la concentración de ácido fólico.

o Ácido fólico intmea'trocitado

En los hemolizados de cada individuo se dosó la concentración de ácido fólico

(AF), de manera idéntica a la determinación de ácido fólico sérico.

Con los valores del hematocrito y teniendo en cuenta la dilución (1:21) realizada en

la preparación del hemolizado, se calculó el ácido fólico intraeritrocitario AFM:an de la

siguiente manera:

AFHcmohzadax

AFInImem. =

(Hematocrito/ 100)

o Vitamitm 3,2

Se determinó en suero, por un método de quimioluminiscencia. Previamente la

muestra es tratada con cianuro de potasio y ditiotreitol para convertir todas las formas en

que se encuentra la cobalamina en cianocobalamina. Se agregan factor intrínseco

conjugado con fosfatasa alcalina y particulas paramagnéticas recubiertas con anticuerpo
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monoclonal anti-factor intrínseco. La vitamina Bm de la muestra se une al factor

intrínseco conjugado compitiendo por la unión de este conjugado al anti-factor

intrínsecode la fase sólida. Los compuestos no unidos se descartan por separación en un

campo magnético y por sucesivos lavados. Se agrega un sustrato quimioluminiscente

sobreel que actúa la fosfatasa alcalina. La luz generada es inversamente proporcional a la

concentración de vitamina B12.

o Dermata'n sulfato

Los niveles de DS en plasma se dosaron por un método amidolítico indirecto en

dosetapas (Stachrom DS, Diagnostica Stago). En la primera etapa el plasma se adsorbe

con una suspensión de bentonita para eliminar el cofactor II de la heparina (I-ICII), la

antitrombina III y el fibrinógeno. El sobrenadante se incuba con I-ICII purificado y

excesode trombina. La trombina residual se determina por su actividad anúdolíúca

sobre el sustrato cromogénico CBS 61.50. La liberación de p-nitroanilina se registra

espectro-fotométricamente a 405 nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la

concentraciónde DS. Se procedió según las especificaciones del equipo comercial.

Para el desarrollo de esta tesis también fueron requeridos datos de determinaciones

habitualesen el laboratorio clínico, tales como: Hemograma (equipo automatizado Cell

Dyn3500, Abbott, EE.UU.); Colesterol total (método colorimétrico, Sera PAK Plus,

Bayer,Alemania); HDL-Colesterol (método colorimétrico de punto final, precipitante:

ácidofosfotúngstico, Wiener Lab, Argentina); Tn'glícéddos (método colorimétrico, Sera

PAKPlus, Bayer); Creatím'na (método cinético de Jaffe, sin desproteinizar, Bio-System,

España);Fenia'na (quimioluminiscencia, Immulite, EEUU).
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PRUEBAS DE EVALUACIÓN DEL SISTEMA HEMOSTÁTICO

PLAQUETAS

o Estudios de agregaciónplaquetaria

Esta técnica evalúa la funcionalidad de las plaquetas. La agregación plaquetaria es la

interacción plaqueta-plaqueta, que requiere la integridad metabólica de las mismas. La

prueba se basa en inducir la agregación in vitro, por la adición de un agonista o inductor.

La respuesta plaquetaria se midió por el método turbidimétrico‘“, que mide los

cambios de transmitancia de la luz como resultado de la formación de agregados. A

medida que las plaquetas se agregan y permiten el mayor pasaje de luz, disminuyendo la

DO, se grafican las curvas de agregación en función del tiempo. La temperatura del

ensayo debe mantenerse en 37°C, con agitación constante y en presencia de fibrinógeno.

Se utilizó plasma rico en plaquetas (PRP), obtenido a partir de sangre de

voluntarios con 8 hs. de ayuno y que no hubiesen tomado aspirina en los 12 días previos

a la extracción. Las pruebas se realizaron con un agregómetro Dual Aggro-Meter

(Chrono-Log, EEUU). Los inductores utilizados fueron:

— Trombina bovina (Abbot, EE.UU.). Concentración final = 0,2 - 0,5 UI/ml (en

solución fisiológica).

— ADP (Adenosín difosfato, Sigma Chemical): Concentración final = 3,3 x 10'“ M (en

solución fisiológica).

— Colágeno (de tendón; Meditech, EE.UU.): Concentración final = 1 —2 ug/ml (en

agua).

SISTEAIA DE COAGULACIÓN

Se utilizaron plasmas obtenidos en citrato de sodio 3,8 °/o.Todas las pruebas de

coagulación se realizaron con un coagulómetro semiautomátíco ST4 (Diagnostica Stago,

Francia). En todos los casos se utilizó como plasma de referencia un pool de plasmas

normales comercial (Unicalibrator, Diagnostica Stago, Francia).
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o Tiempodeprotombina (1'P) o Método de Quick “2

La técnica consiste en determinar el tiempo de coagulación del plasma en presencia

de un exceso de tromboplastina (factor tisular) e iones Ca”. El TP involucra a los

factoresdela via extrínseca del sistema de coagulación: VII, X, V, II y I.

Se preparan diluciones a partir del plasma de referencia y se realiza una curva de

calibración:Tiempo de Coagulación versus °/oProtrombina. El tiempo de coagulación de

la muestra se interpola en la curva y se obtiene el porcentaje de protrombina

correspondiente.

En particular, en este estudio se utilizó tromboplastina cálcica comercial

(Neoplastine, Diagnostica Stago). La técnica se realizó según las instrucciones del

fabricantepara su utilización en un coagulómetro semiautomático.

o RelaciónInternacional Normalizada (RIN)

El control de la terapia con anticoagulantes orales (compuestos dicumarínicos o

warfarina) se realiza con el Tiempo de Protrombina. Dada la diversidad de

tromboplastinas existentes y la variación en los métodos de dosaje del TP, se ha

propuesto estandarizar la expresión de los resultados del TP. Por lo tanto, para el

monitoreode la anticoagulación oral se recomienda el uso de RIN‘“:

T ucs raRIN = R151 R= _PM__'_
T P Plasmanormal

ISI (Índice de Sensibilidad Internacional): Este índice lo provee el fabricante de la

trombo-plasúna e indica la sensibilidad de esta última respecto a una tromboplastina

patrónproporcionada por la Organización Mundial de la Salud.
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o Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)

Es una prueba global para estudiar la vía intrínseca de la coagulación. Se basa en

medir el tiempo de coagulación de un plasma con el agregado de una cantidad estándar

de cefalina (fosfolípidos), un activador del sistema de contacto e iones Ca2+ ‘44.

Se utilizó el reactivo comercial CK. Prest (Diagnostica Stago), que contiene

cefalina y caolín como activador. Se procedió según el protocolo del equipo y con el

agregado de una solución de CaClz 0,025 M se registraron los tiempos de coagulación

correspondientes al plasma de referencia y a las muestras.

o Tiempo de trombina (77')

Esta técnica evalúa el proceso de fibrinoformación. Se mide el tiempo de

coagulación del plasma en presencia de una cantidad determinada de trombina‘45.

Se utilizó el reactivo comercial Thrombin Prest (Diagnostica Stago), con una

concentración de trombina de 1,5 unidades NII-I/ ml. Se procedió según las indicaciones

del equipo y se determinaron los tiempos de coagulación del plasma de referencia y de

cada muestra.

o Fíbrinógeno

El dosaje se realizó con el método funcional de Clauss‘“, en el que el tiempo de

coagulación con trombina de plasma diluido es inversamente proporcional a la

concentración de fibrinógeno del plasma. Con un plasma patrón equivalente a un pool de

plasmas normales (Unicalibrator, Diagnostica Stago), se realiza una curva de calibración

con diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80. Se procedió según las indicaciones del equipo

comercial utilizado (Fibri-Prest, Diagnostica Stago). Los resultados se expresaron en

mg/ dl.
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o Factores II, V, VIIyX

En todos los casos se realizó el método en una etapa. Mediante esta técnica se

determinafuncionalmente el porcentaje de actividad del factor presente en la muestra en

estudiorespecto a un plasma de referencia o pool de plasmas normales. El plasma a

estudiarse diluye 1:10 con solución fisiológica o con un buffer apropiado, considerando a

estadilución como el 100% de actividad del factor. Se mezcla un volumen del plasma

diluidocon un volumen de plasma deficitario del factor en estudio y se mide el tiempo

decoagulaciónen presencia de tromboplastina e iones Ca“.

Para la determinación de cada factor se utilizó tromboplastina cálcica (Neoplastine)

yplasmasdeficitarios comerciales (Diagnostica Stago).

Con el plasma de referencia se realizaron diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 y se

graficó una curva de calibración: Tiempo de Coagulación versus Concentración del

Factor.Interpolando el tiempo de coagulación de la muestra se obtuvo el °/ode actividad

respectoal plasma normal.

o Factores VIII, IX, XI y XII

Todas las determinaciones se realizaron mediante la técnica en una etapa. El

plasmaa estudiar se diluye 1:10 con solución fisiológica o con un bufler apropiado,

considerando a esta dilución como el 100% de actividad del factor. Se mezcla un

volumendel plasma diluido con un volumen de plasma deficitario del factor en estudio y

semideel tiempo de coagulación en presencia de cefalina, de un activador e iones Caz“.

Seutilizaron plasmas deficitarios comerciales (Diagnostica Stago) y el reactivo CK.

Prest,que contiene cefalina y caolín como activador. Se procedió según el protocolo del

equipoy con el agregado de una solución de CaClz 0,025 M se registraron los tiempos de

coagulación.

Con el plasma de referencia se realizaron diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 y se

graficó una curva de calibración: Tiempo de Coagulación versus Concentración del

Factor.Interpolando el tiempo de coagulación de la muestra se obtuvo el % de actividad

respectoal plasma normal.
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o Factor XIII

La actividad del factor XIII se determinó por dos métodos:

a) Espectrofotométrico ‘47:El FXIII contenido en la muestra es activado a FXIIIa por

trombina. En la reacción también se produce fibrina, la que se mantiene en solución por

el agregado de un péptido inhibidor de la agregación. El FXIIIa acopla un sustrato

peptídico específico al éster glicinoetílico, liberando amoniaco. Este último se determina

simultáneamente en una reacción enzimática en la que intervienen NH3, NADH y 0.­

cetoglutarato. Se mide el consumo de NADH (proporcional a la actividad del factor

XIII), registrando el descenso de absorbancia a 340 nm.

Esta determinación se realizó con un coagulómetro automático BCT (Dade­

Bchring M.G., Alemania) y se utilizaron los reactivos Berichrom FXIII (Dade-Bchiing),

siguiendo las indicaciones del equipo.

b) Prueba de solubilidad en urea '48: Esta prueba permite evaluar la actividad del FXIII

en función dc la solubilidad de la red de fibrina en una solución de urea 5 M. El tiempo

de disolución es directamente proporcional a la concentración de FXIII presente cn el

plasma.

En tubos de vidrio se agregaron 200 pl de cada muestra, 100 pl dc CaClz (0,025 M)

y 100 pl de trombina bovina 1,5 NII-I (Sigma Chemical). Los tubos se incubaron a 37 “C

durante 30 minutos. Se obtuvieron los coágulos correspondientes, los que fueron

despegados del vidrio cuidadosamente. A cada tubo se agregaron 3 ml de solución de

urea 5 M. Periódicamente los sistemas se mezclaron por inversión y se registraron la

consistencia de los coágulos a las 24, 30, 40, 50 y 65 horas.

o Factor von Willebtand

Se detcrminó por elcctro-inmunodifusión (Assera-Plate VWF, Diagnostica Stago,

Francia). Bajo la aplicación de un campo eléctrico, el factor von Willebrand ('FVW)
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contenido en la muestra rnigra sobre un gel de agarosa que contiene anticuerpos

específicosanti-FvW. Durante la migración electroforética el FVW precipita cuando el

complejo antígeno-anticuerpo alcanza la relación óptima. La altura del pico de

precipitación(o rocket) es directamente proporcional a la concentración de FVW de la

muestra.Simultáneamente se realiza la experiencia con una curva de calibración.

La corrida electroforética se desarrolló durante 24 hs, a 75 mA de intensidad de

corriente.Se procedió según las especificaciones del equipo comercial.

FIBRINOLISIS

o Tiempode lisis de sangre entera diluida

La técnica consiste en diluir la sangre en bufler fosfato y luego determinar el tiempo

de lisis del coágulo, formado por el agregado de trombina. La dilución de la sangre

entera,en la cual se mantiene la proporción normal de los componentes del sistema

fibrinolítico,facilita la acción de los activadores fibrinolíticos y acorta el tiempo de lisis

delos coágulos.

La prueba se realizó dentro de los 20 minutos de la obtención de la muestra. En

tubos de vidrio se agregaron 1,7 ml de bufi'er fosfato (NazHPO4 9,47 g; JCI-{21’043,02 g; Hzo

destiladac.s.p. 1250 ml; pH 7,4); 0,1 ml de solución de trombina 50 UI/ml y 0,2 ml de

sangre entera extraída en citrato de sodio 3,8 °/o. Inmediatamente se mezcló por

inversióny los tubos se dejaron 30 minutos a 4°C. Se verificó que la coagulación fuese

completaen todos los tubos, los que se llevaron a 37°C (tiempo cero). Periódicamente se

investigóla lisis del coágulo formado. Se registró el momento de su lisis completa y se

asignócomo tiempo de lisis de sangre entera diluida.

o Tiempode lisis de cuglobulinas

La técnica consiste en precipitar en medio ácido la fracción de euglobulinas del

plasma (contiene principalmente plasminógeno, fibrinógeno y los activadores del
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plasminógeno) y luego redisolverla en medio alcalino, registrando el tiempo de lisis del

coágulo, formado por agregado de cloruro de calcio o trombina.

La prueba se realizó dentro de los 20 minutos de la obtención de la muestra. En

tubos cónicos de vidrio se agregaron 0,5 ml de muestra, 9 ml de agua destilada y 0,1 ml

de ácido acético 1%. Se dejaron 30 minutos a 4 °C para que se complete la precipitación

de las euglobulinas. Luego se procedió a la centrifugación a 3.000 g, durante 5 minutos.

Se descartaron los sobrenadantes. A cada tubo se agregaron 0,5 ml de bufler borato (NaCl

0,15 M, borato de sodio 2,6 pM, pH 9) para la disolución del precipitado (a 37 °C). Por el

agregado de 0,5 ml de CaClz 0,025 M, se obtuvieron los coágulos correspondientes

(tiempo cero). Los tubos se mantuvieron a 37 °C y se registró el momento de la lisis

completa (tiempode lisis de euglobulinas) en cada uno.

FORMACIÓN DE REDES DE FIBRINA

Se evaluó el efecto de la homocisteína en la fibrinoformación y se comparó con la

acción de otros compuestos azufrados.

MUESTRAS

Alícuotas de un pool de plasmas normales citratados se incubaron separadamente

(a 37 °C, 1 hora) con soluciones de homocisteína, cisteína y homocistina con una

concentración final (c.f.) = 0,3 mM. La muestra control se obtuvo reemplazando los

compuestos azufrados por bufler PBS (NaCl 137 mM, KC] 3mM, Nazl‘lPO415 mM y KHzPO.

1,5 mM, pH 7,2).

Se utilizaron soluciones frescas de homocisteína, cisteína y homocistina, en PBS.

FIBRINOFORMACIÓN

A cada una de las muestras plasmáticas modificadas se agregó trombina bovina

(c.f.= 0,05 U/ ml) y CaClz (c.f.= 33 mM), obteniéndose los coágulos correspondientes.

Los ensayos se realizaron por triplicado, en policubetas de poliestireno.
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La fibrinoformación y las redes de fibrina fueron evaluadas mediante estudios

cinéticosy por microscopía electrónica, respectivamente.

o Estudios cinéticos.

Durante el proceso de coagulación de cada uno de los plasmas ensayados, se

registróla densidad óptica (DO) a 450 nm, cada 2 minutos hasta valor constanteM9

(Reader100, Organon Teknica, EE.UU.).

o Microscopía electrónica.

Los geles plasmáticos finales se dejaron estabilizar 18 horas a 4 °C. Los pasos

subsiguientes se realizaron a temperatura ambiente. Las muestras se fijaron con

glutaraldehído(30°/o)-paraformaldehído (2,5%) durante 2 horas y luego con tetróxido de

osmio (1%). Luego fueron deshidratadas con soluciones de acetona en agua en

concentraciones crecientes (50, 70, 85 y 100 °/o).Todos los reactivos utilizados fueron

provistospor Sigma Chemical. Las muestras se secaron por punto crítico (Baltec CPD

030,Balzers, Alemania) y fueron metalizadas para su observación en un microscopio

electrónico de barrido (Carl Zeiss DMS 940 A, Oberkochen, Alemania)‘5". Las

observacionesse realizaron a 5 kvolts y se obtuvieron las fotografías correspondientes a

3.000aumentos.

Para realizar mediciones sobre las fotos se utilizó un sistema analizador de

imágenes(Q520 Leica, Cambridge, Inglaterra). Se evaluaron 12 campos de igual área,

aleatoriamenteseleccionados y se caracterizó cada red determinando el número de fibras

porcampo, el porcentaje de red, el ancho y largo de las fibras.
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PERFILES ELECTROFORÉTICOS

Se analizaron los perfiles electroforéticos de muestras (soluciones de fibrinógeno y

factor XIII) incubadas in vitro con homocisteína. Las proporciones y condiciones se

detallan en la sección de Resultados.

o Electroforesís en gel de políacn'lamída con dodccüsulfáto de sodio (SDS-PAGE)

Se realizaron las corridas electroforéticas según el método descripto por

Laemmli‘5‘. Se prepararon mini-geles de poliacrilamida de 4 °/o (gel concentrador) y 7,5

°/o (gel separador). Las muestras se diluyeron en buffiarTris-I-ICl pH 6,8 y SDS (4%)­

glicerol (1 gota), a una concentración de 0,6 mg proteínas/ ml. Luego de un

calentamiento a 100°C durante 2 minutos, se sembraron 10 pl de cada una de cllas. Una

de las muestras recibió tratamiento reductor con 2-mercaptoetanol (10 %). El bufferpara

el desarrollo electro-forético fue Tris-glicina-SDS, pH 8,3.

Las corridas electroforéticas se realizaron a 25 mA, con un voltaje máximo de 140

volts, durante 1 hora (Equipo Pharmacia Biotech EPS 600, Suecia). Los geles se tiñeron

con solución 0,1 °/ode Azul Brillante de Coomasie (Sigma Chemical) durante 30 minutos

y se decoloraron con solución 7 °/ode ácido acético. Los geles se deshidrataron al aire, en

papel celofán.
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ESTUDIO DEL POLIMORFISMO C677T DE LA MTHFR

El estudio de la sustitución C677T en la MTHFR se llevó a cabo por amplificación

por PCR (Polymerase Chain Reaction) del fragmento 198-pb ADN y digestión posterior

del mismo con la enzima de restricción Hinf I, según la técnica descripta por Frosst y

colaboradores”.

MUESTRAS

Sangre entera anticoagulada con KsEDTA (7,5 0/o). Las muestras fueron

congeladasa —7O°C hasta el momento de su procesamiento.

MÉTODO

El estudio de la sustitución se realizó en tres etapas.

1. Extracciónde ADN conproteinasa K

Se trataron 0,5 ml de sangre con bufferTE hasta obtener un peIIet claro. Luego de

centrifugar a 14.000 g (centrífuga I-Iermle Z 200 M/ H, Alemania) durante 2 minutos, se

eliminó el sobrenadante y se agregaron 270 ul de buffer de incubación y 30 ul de

proteinasa K (Sigma Chemical). Las muestras se incubaron toda la noche a 56°C.

Posteriormente se inactivó la proteinasa K a 100°C durante 10 minutos.

Verificaciónde la extracción: Se realizó por electroforesis en gel de agarosa (Promega,

EEUU.) 1 % en bufler TBE, conteniendo de bromuro de eddio. Se sembraron 3 pl de la

muestra de ADN, coloreado con azul de bromofenol. La corrida electroforética se

realizó a 100 volts durante 60 minutos. La calidad de la banda se observó con un

transiluminadorHoefer Macro Vue UV-20 (UV Transilluminator, California, EEUU).
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Soluciones utilizadas:

-Proteinasa K: 1 mg/ ml en buffer Tris 50 mM, acetato de calcio 3 mM, pH 8.

-Buffer TE de lavado: Tris 1,21 g/l, EDTA 0,37 g/l, pH 8.

-Buffer incubación: KCl 50 mM, Tris 10 mM, MgClz 2,5 mM, Tween 20 0,5 °/ov/v, pH 9.

2. Reacción en cadena de la polímerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction)

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificat una

secuencia específica de ADN, con alta especificidad y sensibilidad. Esencialmente la PCR

consiste en someter una mezcla de reacción a una secuencia de ciclos térmicos, para

g permitir la síntesis de una secuencia de ADN específica.

La mezcla de reacción contiene el ADN de partida, dos oligonucleótidos que

señalarán los puntos de inicio de la síntesis (primers) (Biodynamics, Argentina), la enzima

ADN polimerasa termoestable (Promega, EE.UU.), iones Mg2+ y una mezcla de los

cuatro desoxinucleótidos trifosfato precursores (dNTPs: A, G, C, T) (Promega).

Los tubos conteniendo 50 pl de la mezcla de reacción se sometieron a ciclos

térmicos en un equipo Mastercycler Gradient (Eppendorf, Alemania). El proceso

completo para cada muestra fue de 2 horas, según el siguiente programa:

Temperatura Tiempo Proceso

94 °C 3 minutos Inicio

94 °C 45 segundos Desnaturalización del ADN

56 °C 1 minuto 30 ciclos Unión de los primers

72 0C 45 segundos Síntesis de fragmentos de ADN

4 °C Final

Además de las muestras se procesaron un control de diagnóstico y un control

negativo.
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Verificaciónde la PCR: Se realizó por electroforesis en gel de agarosa (Promega,

EEUU.) 1% en bufler TBE, conteniendo 5 ul de bromuro de etidio. Se sembraron 20 ul

delproducto de PCR del control negativo y 5 pl del producto de PCR de cada muestra,

coloreados con xilene. La corrida electroforética se realizó a 100 volts durante 30

minutos. Las bandas se observaron con el transiluminador. Si el proceso de PCR se

realizó correctamente debe verificarse ausencia de producto de amplificación en la

siembra del control negativo y una sola banda en el caso de las muestras. De lo

contrario,se sospecha una contaminación o amplificación inadecuada.

Soluciones utilizadas:

-Buffer TBE: Tris 10,8 g/l, Ac.bórico 5,5 g/l, EDTA (0,5 mM pH 8) 4 ml/l

-Bromuro de etidio: 5p.](1Omg/ml de bromuro de etidio en buffer TBE) en 100 ml gel

-Colorante: Xilene 0,1 °/op/v, glicerol 40 °/ov/v, bufier TBE 60% v/v

3. Estudio delproducto de amplificación

En esta etapa el producto de amplificación se incuba con una enzima de restricción

específicaque produce un corte en el fragmento amplificado si el mismo presenta la

sustitución C677T.

Se incubaron 10 pl de los productos de PCR con 15 til de la enzima Hinf I

(10.000U/ml) (New England Biolabs, EEUU), a 37 °C durante toda la noche.

El diagnóstico final se realizó mediante una electroforesis en gel de agarosa 2,5%

en bufl'erTBE con bromuro de etidio. Se sembraron 25 ul de la mezcla de incubación

coloreada con xilene. La corrida se realizó a 100 volts durante 3 horas. Las bandas se

observaron con el transiluminador.

La sustitución C677T genera un sitio de corte para Hinfl. El fragmento de 198 pb

es entonces cortado en dos fragmentos de 175 y 23 pb. El genotipo de cada individuo se

establecesegún el patrón de bandas obtenido (Figura 5).
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Normal I-Ictcrocigota Homocigom Siembra

198 pb

175 pb

23 pb

Figura 5. Esquema del perfil elcctroforético de los [res gcnotipos posibles para la
variante termolábil de la MTHFR. Los fragmentos de 23 pb no suelen observarse en
el gel.
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MÉTODOS ESTADÍSTICOS

Para el análisis estadístico y presentación de los datos se utilizaron los programas

StatisúxV 2.1 y GraphPad Prism V 2.0. A continuación se enumeran los parámetros y

pruebas realizadas'52-153.

o Análisisdc datos cuantitativos

Para evaluar la distribución de las variables analizadas se realizaron histogramas y

gráficosde tipo Box & Whiskerplols. Se probó normalidad con el test de Shapiro-Wilk.

Se calcularon medidas de posición y dispersión. Los resultados fueron

expresados como media i DE (distribuciones sirnétricas) o mediana y rango

(distribuciones asimétricas).

Medidasde posición

- Media: Promedio aritméúco de las observaciones. Es una medida muy sensible a la

presencia de datos anómalos (outliers).

—Mediana: Dato central, divide a la muestra ordenada en dos partes de igual

tamaño. Es una medida resistente a la presencia de datos atípicos.

Medidasde dispersión

- Desvío eslándar (DE): Dispersión de los datos alrededor de su media.

- Rango: Diferencia entre el dato mayor y el menor. También se expresó mostrando

el valor máximo y el mínimo de los datos.

- Coeficiente de variación (C. V.): Desvío estándar dividido la media, por 100 (°/o).

Es el modo de expresión del DE como porcentaje de la media.

—Percenriles (a %): dato de la muestra ordenada que deja a % de valores debajo de

sí mismo. Los percentiles 2,5 °/oy 97,5 °/ose utilizaron para determinar los límites del

rango de homocisteinemia. Cuando los datos mostraron una distribución normal,
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esos límites coinciden con los valores dc la media i 1,96 DE, conteniendo el 95 %

central de los resultados.

Comparación de poblaciones

Según las características de los datos a evaluar se utilizaron pruebas parámetricas y

no paramétricas: les! de Student, test de z, test del signo y test de Mann-Whitney­

Wilcoxon. En todos los casos se consideró significación estadística cuando el valor dep

resultó menor a 0,05.

Pruebas de asociación

Para evaluar la relación entre dos variables numéricas se utilizaron diagramas de

dispersión (Scalter Plot). Se realizaron análisis de regresión lineal y para describir el grado

de asociación entre las variables se calcularon los coeficientes de correlación de Pearson

(cuando los datos presentaron distribución normal) o de Spearman (cuando los datos no

presentaron distribución normal).

Comparación de métodos analíticos

Para comparar las técnicas de determinación de homocisteína (ELISA vs. HPLC)y

establecer la equivalencia entre ambos métodos se realizó la prueba de Bland-Altman'“.

o Análisis de datos categóficos

Para evaluar la relación o asociación entre dos variables catcgóricas cn los estudios

retrospectivos se calcularon los Odds ratios y sus intervalos de confianza (IC 95 o/o).

Para comparar proporciones sc utilizó la prueba de chi cuadrado con la corrección

de Yates.



RESULTADOS



NIVELES PLASMATIqos
DE HOMOCISTEINA

Para llevar a cabo la determinación de homocisteinemía

en diferentes grupos poblacionales fue prioritario elegir

un método confiable y accesible. Con este fin se optó

por una técnica de ELISA (Enzyme Lynked Immuno

Sorbent Assay), disponible comercialmente. Si bien se

trata de una metodología rápida y de equipamiento

simple, en el comienzo de nuestros estudios en el tema

no se contaba con reportes internacionales que avalaran

los resultados de esta técnica. Por lo tanto, el primer

objetivo fue realizar la validación y estandarización del

ELISA para la medición de Hcy.

Con el fin de optimizar los resultados de homocisteine­

mia se evaluaron condiciones inherentes a las muestras:

tipo de muestras sanguíneas, estabilidad ante congela­

rnientos y descongelamientos sucesivos y efectos de la

variabilidad biológica.
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VALIDACIÓNDEL MÉTODO DE ELISA

La validación de la técnica de ELISA para la determinación de los niveles de Hcy,

se llevó a cabo mediante estudios de precisión y de comparación con el método de

referencia(HPLC: High Performance Liquid Chromatography).

Se obtuvieron plasmas en KgEDTA de 97 individuos con 8 horas de ayuno. Las

muestras se alicuotaron y congelaron inmediatamente a -70 °C hasta el momento de su

procesamiento. Se determinó la concentración de Hcy en cada una de las muestras.

o Precisión

Se determinaron los coeficientes de variación del intra e inter-ensayo. Para el intra­

ensayo se analizaron tres muestras (de baja, media y alta concentración de Hcy). Cada

uno de los plasmas fueron dosados 12 veces en el mismo análisis.

La precisión del inter-ensayo se determinó estudiando las mismas muestras, por

duplicado, 12 días diferentes durante 6 semanas. En todos los casos se determinaron los

coeficientes de variación (C.V.). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Coeficientes de variación (C.V.) del método de ELISA.

[Hey] C. V.Inlra-ensayo C. V.Inter-ensayo
uM % %

4,0 —10,0 7,9 8,5

1¡,0 - 20,0 6,8 7,0

> 20,0 8,4 8,2

[Hcy]: concentración de Hcy plasmática total.

o Comparación de métodos

Se realizó la comparación del método de ELISA versus HPLC. Entre los 97

plasmas analizados por la técnica de ELISA (rango de Hcy = 4,0 -54,0 pM), se

seleccionaron 50 muestras (de niveles bajos, medios y altos de I-Icy):18 muestras entre 4­
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10 pM; 20 muestras entre 11-20 pM y 12 muestras > 20 HM. Además, estos plasmas

fueron analizados por HPLC (rango de l-lcy = 4,8 —52,0 pM).

Los datos obtenidos por ambos métodos, para las mismas 50 muestras, fueron

comparados por: (a)Análisis dc regresión lineal y Prueba de Bland-Altman‘“.

(a) La Figura 6 muestra la curva de la regresión lineal entre los datos obtenidos

por ELISA vs. HPLC. Este análisis estadístico dio como resultado:

y = 0,952 x + 1,242; coeficiente de correlación, r = 0,984; r2 = 0,968 y error

estándar de la estimación, Sy/x= 1,483.

(b) La Figura 7 representa la distribución de los puntos obtenidos cuando se

grafica la diferencia entre las determinaciones de Hcy para cada muestra por liLISA _\'

HPLC versus el promedio de los resultados obtenidos con las mismas muestras, por las

dos técnicas. Bland y D. Altman proponen este análisis como método alternativo y de

mayor información para comparar valores obtenidos por un método nuevo respecto dc

otro ya establecido. En el caso en que las dos técnicas no difieran significativamente, cl

método tradicional puede reemplazarse por el nuevo.

¡”CYELISA(PM)

10r

¡“CY ¡|ch (HM)

Figura 6. Curva de regresión lineal entre los resultados de Hey determinados por ELISA y
HPLC.
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Figura 7. Prueba de Bland-Altman. DE: Desvío estándar.

Para las 50 muestras utilizadas en la comparación de los dos métodos se

obtuvieron los resultados expresados en la Tabla 5.

Tabla 5. Diferencia y promedio de los resultados obtenidos por ELISA y HPLC.

Hey ELISA- Hey HPLC (Hey ELISA- Hcy HPLC)/ 2

Promedio 0,5 l5,0

Desvío estándar 1,5 8,4

Mínimo - 3,0 5,4

Máximo 3,2 53,0

n = 50; Hcy: Concentración de homocisteina plasmática total expresada en pM.
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DISCUSIÓN

La técnica de ELISA (Axis®) para la cuantificación de los niveles de

homocisteinemia utiliza un volumen muy pequeño de muestra (25 pl), permite procesar

por duplicado 39 muestras, tres controles y la curva de calibración en 4 horas y requiere

un equipamiento simple. Estas características resultaron importantes para realizar las

determinaciones en esta tesis.

Los resultados muestran que para un amplio rango de concentraciones (4,0 —54,0

tiM) los coeficientes de variación del intra-ensayo y del inter-ensayo son S 8.5 °/o,lo que

permite obtener datos reproducibles y confiables.

La comparación entre el ELISA y el método de referencia (HPLC) demostró que

los resultados registrados por ambos métodos son equivalentes. El análisis de la

regresión lineal muestra un alto coeficiente de correlación (r = 0,984) y un valor de la

pendiente cercano a 1 (0,952). Si bien la ordenada al origen de la regresión dio un valor

distinto de cero, este dato no resultó estadísticamente significativo (p = 0,50).

Por otra parte, la prueba de Bland-Altman muestra que el promedio de la

diferencia de los resultados entre los dos métodos es 0,5 uM, sugiriendo una buena

correspondencia.

En la Figura 7 no sc observa sesgo entre los datos obtenidos por ELISA respecto a

los de HPLC. Además, dos veces el desvío estándar de esa diferencia (DE = 1,5) indica

que los datos obtenidos por ambos métodos podrían diferir, como máximo, en 3 uM

con 95 °/ode confianza.

'55 realizaron la comparación entre el ELISA (Axis®)y la cromato­j. Pietzch et al.

grafía gaseosa/espectrometría de masa (CG/ EM). Este grupo determinó la

concentración de I-Icyin 104 muestras plasmáticas por ambos métodos (rango dc l-lcy =

1,60 —82,34 pM). Los coeficientes de variación del ELISA para el intra- e inter-ensayo

fueron < 6,2 °/o y < 8,0 °/o, respectivamente. Además, el ELISA mostró concordancia

con CG/EM (r = 0,993;pendiente = 1,056; ordenada = -0,133 tiM y S“. = 0,768).
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Por otra parte, el método de ELISA (no comercial) desarrollado por Frantzen et

al., mostró buena correlación con HPLC”. El análisis de la regresión lineal de los datos

presentó la siguiente ecuación: y = 0,933 x + 0,184 (n = 44; r = 0,986; Sy/Jr= 2,357).

También con este método se obtuvo buena precisión (C.V. < 6-8 °/o).

Los resultados de estos trabajos internacionales avalan nuestras conclusiones, si

bien los sistemas analizados no son completamente coincidentes.

Por lo tanto, la técnica de ELISApara la determinación de homocisteína plasmática

provee datos equivalentes a los de HPLC, reproducibles y confiables.
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CONDICIONES DE LAS MUESTRAS

Con el fin de optimizar algunos aspectos de la fase pre-analítica, se evaluaron los

niveles de homocisteína en muestras obtenidas en distintas condiciones.

o Plasmas/Suelos

Se extrajo sangre venosa a 20 individuos en ayunas, obteniendo 4 muestras de cada

uno:

Muestra A: Plasma en K3EDTA (2,5 ml de sangre con 61 ul de una solución de

K3EDTA 7,5 °/o).

Muestra B: Plasma en citrato trisódico (9 partes de sangre y l parte de solución de

citrato trisódico 3,8 °/o).

Muestra C: Suero obtenido según el procedimiento convencional.

Muestra D: Suero obtenido con gel separador.

Los procedimientos para la obtención de plasmas y sueros se describen en la

sección de Materiales y Métodos. En todos los casos las muestras fueron alicuotadas y

conservadas a —70 °C, hasta el momento de ser utilizadas.

Para evitar los errores inter-ensayo se determinaron los niveles de Hcy en cada una

de las muestras, con un mismo equipo de ELISA.

Teniendo en cuenta que el volumen de anticoagulante utilizado ejerce un efecto de

dilución (principalmente en el caso del citrato trisódico), deben corregirse las

concentraciones de I-Icy, por el factor correspondiente. Debido a que las soluciones

anticoagulantes permanecen en la fase extracelular, debe considerarse sólo el volumen de

plasma centrifugado y no el volumen de sangre entera.



Por lo tanto:

[Hcleorrcgida = F X [I'lcleclcrminada

Ol l ¡una + VOL n ¡cm an I:F: M VOIPInm:=VOISangIc - I‘lto)
VOII’lasmz

[l-lcy]:Concentración de Hcy total

Vol: Volumen

Hto: Hematocrito

Asumiendo que el hematocrito promedio es 0,42 l/l y 0,46 l/l para mujeres y

hombres respectivamente, resultan los siguientes factores de corrección:

o Muestras de sangre extraídas en K3EDTA

F Muiurcs= F Hombres=

o Muestras de sangre extraídas en citrato trisódico

F Mujeres= F Hombres=

Los valores de l-lcy de todas las muestras plasmáticas (A y B) fueron corregidos

por el factor de dilución correspondiente. En la Tabla 6 se resumen los valores de Hcy

para todas las muestras.

Tabla 6. Niveles de homocistcína en plasmas y sueros.

Hey (pM) H Cycorreglda(ll M)

Muestras A (n = 20) 11,5 (7,0 - 47,2) 12,0 (7,3 —49,2)

Muestras B (n = 20) 8,3 (4,8 —35,5) 9,9 (5,7 - 42,3)

Muestras C (n = 20) 14,2 (8,9 —54,5)

Muesíras D (n = 20) l 1,8 (7,2 —48,1)

Los datos están expresados como mediana y rango.
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Se calcularon las diferencias entre los valores de Hcy determinados en los distintos

tipos de muestras, para cada individuo. Para este análisis, las muestras de referencia

fueron los plasmas en KsEDTA (Tabla 7). En la evaluación de los datos obtenidos con

las Muestras A y B, se utilizaron los valores corregidos por el factor de dilución

correspondiente.

Tabla 7. Diferencias de la Hcy en las muestras B, C y D respecto a la muestra A.

A (pM) A (%) P

Muestras A vs. B 1,9 [0,3 —7,1] 15,4 [7.2 —27,6] 0.000.

Muestra“ v5.C -2.5 [(-5,3)—(-0,8)] -¡4,4 [(-24.3)—(-6,9)] 0,0001

MuestrasA vs-D 0,5 [(-1,9)—2,3)] 3,3 [(-7,7)—(l6,6)] NS

A: Diferencia entre los datos dc Hcy de cada tipo de muestra para cada individuo. Los resultados
están expresados como mediana y rango. El análisis estadístico se realizó con el les! de W/ilcoxon
para muestras apareadas.

o Congelamientos/Descongelamíentos sucesivos

Alícuotas de las 20 muestras plasmáticas en KsEDTA obtenidas para la sección

anterior se sometieron a cuatro congelamientos (a -70°C) y descongelamientos cada 45

días, en un período de seis meses (Procesos 1, 2, 3 y 4). En cada proceso, las muestras

descongeladas se dejaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Luego de cada

procedimiento, se determinaron los niveles de Hcy. Debido a que el factor de dilución

para las muestras en KaEDTA es prácticamente 1 y que, además, en cada proceso se

dosaron las mismas muestras, los datos obtenidos no fueron corregidos por el efecto de

la dilución (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto del congelamiento en los niveles de Hcy.

n HGM/1M)

Muestras Proceso I 20 l ¡,5 (7,0 - 47,2)

Muestras Proceso 2 20 12,5 (6,4 —50.0)

Muestras Proceso 3 20 10,3 (6,0 - 43,5)

Muestras Proceso 4 20 10,8 (8,] —45,!)

Los datos están expresados como mediana y rango.

Se calculó la diferencia entre los datos de Hcy determinados luego de cada proceso

respecto a la determinación inicial (Proceso 1). Los resultados se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Diferencias de la I-Icyen las muestras post-congelamientos.

A (,uM) A (%) p

Proceso 1 vs. 2 -o,5 [(-2,8) —(2,0] -2,2 [( -9,4) —(17,7)1 Ns

Proceso ¡ vs. 3 1,1 [(-0,3) —(3,7)] 8,8 [( -7,3) —(14,0)1 0.0003

Proceso 1 vs. 4 -o,1 [(4,3) - (3,4)] 3,1 [(-15,7) —(14,2)1 Ns

Los resultados están expresados como mediana y rango. El análisis estadístico se
realizó con el tes! de Wilcoxon para muestras apareadas.

o Vafiabílidsd biológica

Se extrajo sangre a 23 individuos (rango de edades = 35 a 72 años) en ayunas y se

obtuvieron las respectivas muestras plasmáticas con KsEDTA. Se repitió la experiencia

con los mismos sujetos 7 días después, sin indicaciones respecto a la ingesta dietaria. Los

plasmas obtenidos de cada individuo en las dos extracciones fueron congelados a —

20°C. La determinación de homocisteinemia para las 46 muestras se realizó en el mismo

día, con el mismo equipo de ELISA.



Los valores de Hcy correspondientes a la primera extracción fueron 13,7 uM (6,0 —

40,4 uM), expresados como mediana y rango. Los niveles plasmáticos a los siete días

resultaron 12,4 uM (4,9 —50,0 uM). Los valores entre los dos grupos no mostraron

diferencias significativas (test de Wilcoxon para muestras apareadas). Los valores

(mediana y rango) se expresan a continuación: A (uM) = 0,3 [(-9,6) —(5,3)] y A (%) = 4

[(-23,7) —(24,6)].

DISCUSIÓN

Los estudios epidemiológicos que asocian a la hiperhomocisteinemia con el riesgo

de enfermedad vascular oclusiva, muestran que pequeñas diferencias en los niveles de

I-Icyplasmática pueden tener importancia clínica. Por lo tanto, con el fin de disminuir la

variabilidad de los resultados obtenidos para una muestra, se han realizado numerosas

experiencias para la optimización de las fases pre-analítica y analítica (los errores

inherentes a la fase post-analítica son similares a los dc otras determinaciones del

laboratorio clínico).

Respecto al tipo de muestra sanguínea, la mayoría de los trabajos internacionales

utilizan plasmas en EDTA (obtenidos según lo descripto en Materialesy Métodos).Por lo

tanto, la validación del método de ELISA se realizó con estas muestras. A partir de la

confiabilidad y estandarización de esta técnica, se evaluaron los resultados obtenidos en

distintas condiciones.

Los datos resumidos en la Tabla 6 muestran que para cada individuo, los niveles de

Hcy determinados en plasmas con EDTA (Muestras A) resultan mayores que los

obtenidos en citrato (Muestras B). Este efecto se mantiene aún cuando los valores se

corrigen por el factor de dilución correspondiente, siendo el valor de la mediana de las

diferencias igual a 15,4 °/o (p = 0,0001). Otros autores también han reportado que los

datos de homocisteinemia obtenidos en muestras citratadas son inferiores a los

correspondientes plasmas en EDTA'S". Estos resultados se deberían no sólo a diferencias

4

i

'l

'i
l

J

i

l

il

I

4

í



Resultados 99

de dilución sino también a efectos osmóticos e interacciones específicas con los analitos.

Por el contrario, Palmer-Toy et a1. encontraron concordancia entre los niveles de Hcy

determinados en estas muestras, con el método de FPIA'57.

En los sueros obtenidos convencionalmente (Muestras C), la concentración de

Hcy resultó mayor que la de los plasmas en EDTA (mediana delas diferencias =

-14,4 °/o;p = 0,0001). En cambio, los sueros obtenidos con gel separador (Muesrras D)

mostraron valores de Hcy similares a los de las Muestras A (mediana de las diferencias

= 3,3 °/o;p no significativa).

Los resultados de las muestras séricas coinciden con los reportes internacionales

que sugieren que, aún in vitro, los eritrocitos continúan generando I-Icy, liberándola al

compartimiento extracelular59-'53.De esta manera se produciría un incremento artificial

de la concentración de I-Icy cuando los elementos particulados de la sangre no son

separados inmediatamente. Estos hallazgos explicarían los valores aumentados de Hcy

en las Muestras C, ya que las mismas fueron obtenidas a partir de sangre entera,

mantenida 4 hs a 37 °C y posterior centrifugación. En cambio, los niveles determinados

en las Muestras D resultaron similares a los de las Muestras A, debido a que el gel

separador contenido en los tubos evita el contacto del suero con los glóbulos rojos y

blancos.

Las diferencias obtenidas entre los valores de Hcy en los sistemas analizados

sugieren que los mismos no son comparables. Por lo tanto, considerando que la mayoría

de los estudios (inclusive los que determinan valores de referencia) utilizan plasmas en

EDTA, es conveniente realizar la determinación de I-Icycon este tipo de muestra.

En este trabajo también se evaluó el efecto de congelamientos y

descongelamientos sucesivos. La Tabla 9 muestra que las diferencias entre los valores de

Hcy determinados en los Procesos 1 y 2 y en los Procesos 1 y 4 no resultaron

estadísticamente significativas. Estos hallazgos coinciden con los reportes

internacionales”? Si bien la diferencia entre los Procesos I y 3 fue 8,8 °/o (p = 0,0003),

este valor es semejante al coeficiente de variación intra-ensayo (8,4%) e inter-ensayo
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(8,2%), lo que permite asumir que una variación de 8,8 °/oentre las dos series de datos

sería un valor aceptable (del orden del error del método).

Otro de los objetivos del trabajo fue evaluar si variaciones inherentes al individuo

(variabilidad biológica) podrían reflejar cambios en los niveles de Hcy. Los resultados

obtenidos muestran que en un período de siete días no se observaron diferencias

significativas. Sin embargo, en algunos individuos la variación de su nivel de

homocisteinemia alcanzó el 24,6 °/o. Esta diferencia estaría asociada principalmente a

cambios en la ingesta alimentaria“). Además, deben considerarse posibles variaciones en

la obtención de las muestras y el error inherente al método (para evitar las diferencias

por el inter-ensayo se dosaron las 46 muestras simultáneamente con el mismo lote de

reactivos).

Se concluyó que las muestras más apropiadas para la determinación de

homocisteinemia son los plasmas en EDTA o sueros obtenidos con gel separador. Los

valores determinados en las muestras conservadas a -70 °C no se ven afectados por los

congelamientos y descongelamientos sucesivos. Respecto a la variabilidad biológica,

podemos concluir que en períodos cortos de tiempo, no se observan cambios significativos

en los niveles de Hey de cada individuo.



FACTORES DE TERMINANTES
DE LA HOMOCISTEINEMIA

La concentración de homocisteína total en sangre

refleja el nivel intracelular del aminoácido y la

integridad de los pasos metabólicos involucrados. El

valor de homocisteinemia es la resultante del efecto

directo y de la interacción de factores genéticos y

adquiridos. El aumento de los niveles plasmáticos de

homocisteína está asociado con las enfermedades

vasculares oclusivas (a nivel arterial y venoso), por lo

que el estudio de aquellos factores y de condiciones que

provoquen un estado de hiperhomocisteinemia fueron

los objetivos de esta parte de la tesis. Los determinantes

evaluados fueron la edad, el sexo, los niveles de

vitamina B12y ácido fólico y la variante termolábil de la

metilentetrahidrofolato reductasa.
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HOMOCISTEINEMIA DE LA POBLACIÓN DE BUENOS AIRES

En el comienzo del desarrollo de esta tesis no se disponía de reportes referidos al

estudio de la homocisteinemia en Argentina. Por lo tanto, una de las líneas de la

investigación tuvo como objetivo realizar estudios que evaluaran los niveles de

homocisteína plasmática en diversos grupos poblacionales de nuestro país.

Los niveles de Hcy plasmática se determinaron mediante la técnica de ELISA. En

todos los casos Se extrajo sangre por punción venosa a voluntarios con 8 horas de

ayuno. Se obtuvieron los correspondientes plasmas en K3EDTA, según el procedimiento

descripto en la sección de Materiales y Métodos.

Durante un período de 6 meses se extrajeron las muestras sanguíneas

correspondientes a individuos aparentemente sanos y en particular se excluycron del

estudio aquellos sujetos que declararon el uso de drogas que afectan los niveles de la

Hcy; ser portadores de enfermedad vascular sintomática, enfermedad renal, psoriasis y

otras patologías asociadas a incrementos en los niveles de Hcy.

Se evaluaron 305 individuos y fueron clasificados según la siguiente distribución

etárea:

Grupo A: neonatos (n = 32).

Grupo B: 3 a 59 años (n = 151).

Grupo C: 2 60 años (n = 122).

Los niveles de Hcy para la población general o Grupo B mostraron una distri­

bución normal (Figura 8) y los valores hallados se encuentran resumidos en la Tabla 10.
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Frecuencia(0/0)

Hey (“mol/l)

Figura 8. Distribución de frecuencias de homocisteinemia para la población general.
Coeficiente de Shapiro-Wilks = 0,9914.

Tabla 10. Homocisteinemia en Buenos Aires. Resultados para la población general (3 a 59 años).

Edad Nivelplasmático de Hcy
(años) (,umol/ l)

n Media1LDE i232: MediaÏDE 15:32:;

Total 151 31,2 i 14,0 30,0 (3-59) 12,1 i 3,6 11,7 (3,1-20,l)

Hombres 58 28,0 i- 14,0 28,5 (3-59) 12,7 i 3,8 12,4 (4,3-20,l)

Mujeres 93 32,7 i 13,1 30,0 (4-59) 11,7 i 3,4 11,5 (3,1-19,6)

DE: Desvío estándar. HcyHomimas> I-IcyMu¡efes(p = 0,0493; test de t).

Cuando al Grupo B se lo dividió por sexo, el análisis estadístico también mostró

una distribución normal de frecuencias de la homocisteinemia 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 concentración plasmática de Hcy está relacionada con la edad, se

ordenaron los sujetos del Grupo B en tres subgrupos etáreos. Los resultados

correspondientes para cada subgrupo se muestran en la Tabla 11. Se observa que el
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promedio de la concentración plasmática de I-Icy aumenta con la edad, encontrándose

diferencias significativas sólo entre el primer subgrupo y el segundo.

Tabla 11. Distribución de homocisteinemia según edad y sexo para la población general (3 a
59 años).

Nivelplasmática de Hcy
(,wnol /l)

Edad . .
(años) n Media i- DE Mediana (Rango)

Total 30 9,7 i 3,6 8,9 (3,1 —17,0)

3 —19 Hombres 17 9,3 i 3,3 8,5 (4,3 —17,0) il _
Mujeres 13 10,3 i 4,1 9,9 (3,1 —15,6) p (0) ’ 0’0654

p' m = 0,0001
Total 8| 12,4 i 3,3 12,0 (5,0 —19,7)

20 —39 Hombres 3| 13,8 i 3,0 14,] (7,3 —19,7) 1' = o OOIÓ
Mujeres 50 11,6 i 3,2 11,5 (5,0 —18,5) p "l ’

p"(l)=
Total 40 13,3 i- 3,8 12,0 (6,8 —20,1)

40-59 Hombres 10 15,1 «¿3,2 15,2(10,6—20,1) * _
Mujeres 30 12,7 i 3,8 11,6 (6,8 —20,0) p "’ ' 0’0402

P": HC)’llombrwsIII- HCyMumt-s; pl: Hcy3.19 años III- Hcy20.39 añm; P"! Hcy20.39 años W. HCymsv amm.

(G):Test dc 6; (t): Test de t.

Se analizaron los datos correspondientes a dos grupos etáreos extremos, el de los

neonatos (Grupo A) y el de los sujetos > 60 años (Grupo Los valores están resumidos

en la Tabla 12. Los niveles de Hcy del Grupo A siguieron una curva de distribución

normal, mientras que los correspondientes al Grupo C mostraron una distribución no

normal, con valores outliers o au'picos a la derecha de la curva de Gauss. Nuevamente se

observó que la concentración plasmática de I-Icy aumenta con la edad encontrándose

diferencias significativas entre los valores de homocisteinemia del Grupo A vs. Grupo B y

entre el Grupo B vs. Grupo C.
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Tabla 12. Distribución de homocisteinemia según edad. Análisis en grupos etáreos
extremos.

n Media i- DS Mediana (Rango) p

Grupo A (neonatos) 32 6,4 i 2,6 5,9 (2,4 - 10,3)
pAB(l)=

GrupoB(3-59años) l5| l2,l i3,6 ll,7 (3,] —20,I)
p“C (z, = 0,007

Grupo C (> 60 años) 122 13,6 i 5,9 12,7 (5,0 —41,0)

p“) m: HcyA vs. Hcyu, ¡es! de t ; pBC (z):Hcyn vs. Hcyc, ¡es! de z.

DISCUSIÓN

Basados en las evidencias de un número muy importante de estudios

epidemiológicos, se ha postulado que la hiperhomocisteinemia está asociada a una mayor

incidencia de aterosclerosis y trombosis. Estos hallazgos han planteado la necesidad de

establecer un rango de referencia para los niveles de I-lcy plasmática. Varios

investigadores han recomendado que los valores de referencia para la concentración de

I-lcy plasmática total deben establecerse en poblaciones aparentemente sanas y además,

con adecuado nivel vitamínico.

Se determinó la media y su desvío estándar en cada uno de los tres grupos ctáreos

principales: Grupo A (neonatos); 6,4 i 2,6 umol/l; Grupo B (3 —59 años), 12,1 i 3,6

pmol/l y Grupo C (> 60 años), 13,6 i- 5,9 pmol/l, observándose que los valores de

homocisteinemia aumentan con la edad, aún dentro del Grupo B. También se encontró

que los hombres muestran niveles de Hcy significativamente mayores que las mujeres.

Esta diferencia entre los sexos tuvo significación estadística aún a pesar de que la media

de las edades de las mujeres fue mayor que la de los hombres. Todos estos hallazgos

coinciden con los presentados por otros autores“.

Dado que la homocisteinemia es función de los niveles de folato, vitamina B12y
¡60

posiblemente vitamina Ba, Ubbink el al. utilizaron los datos obtenidos en individuos

sometidos a suplementación vitamínica y desarrollaron un modelo matemático para
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establecer un rango de valores normales. De esta manera el intervalo para

homocisteinemia propuesto fue de 4,9 a 11,7 pmol/ 1.. También Rasmusscn y

colaboradores‘m establecieron valores de referencia en una población con niveles

óptimos de ácido fólico, obteniendo los siguientes rangos en función del sexo y la edad:

4,6 a 8,1 pmol/l para hombres y mujeres de 20 a 29 años; 4,5 a 7,9 pmol/l para mujeres

y 6,3 a 11,2 umol/l para hombres, de 30 a 59 años y 5,8 a 11,9 pmol/l para ambos sexos

a partir de los 60 años.

Nuestro estudio mostró que el 95 °/o de los niveles plasmáticos de I-Icy para la

población de Buenos Aires con edad de 3 a 59 años, están comprendidos entre 5,0 y 19,2

pmol/l (calculado como la media i 1,96 DE). Cabe cuesúonarse si este rango

corresponde al intervalo de referencia para homocisteinemia en nuestra ciudad. En un

sentido, la respuesta sería afirmativa ya que estos valores fueron obtenidos del análisis

estadístico propuesto por Altman'Sz,para aquellos datos de una población sana, con una

distribución normal. Sin embargo, se ha propuesto que para determinar los valores de

referencia para homocisteinemia se requiere la participación de individuos no sólo

aparentemente en buen estado de salud, sino con niveles séricos óptimos de folatos,

vitamina B12y B6. En nuestro estudio no se determinaron los niveles de estas vitaminas,

pero dado el valor elevado del percenlílorns = 19,2 pmol/l, podría sospecharse la

presencia de deficiencias vitamínicas subclínicas en algunos de los individuos estudiados.

En particular, es probable el déficit de folatos asociado a los hábitos alimentarios de

nuestro medio (elevado consumo de proteínas de origen animal y baja ingesta de

alimentos con alto contenido de ácido fólico). Además, nuestra población presenta una

alta prevalencia de la variante termolábil de la metilentetrahidrofolato-reductasa

(heterocigota 42,8 °/o y homocigota 15,8 °/o), cuya actividad disminuida se pone de

manifiesto cuando la concentración de folatos no es la apropiada”.

Uno de los trabajos más relevantes para establecer Valores Normales para

homocisteinemia es el estudio NHANES III65(n =8.086 participantes). Estableció como

niveles elevados de l-lcy a aquellos valores mayores al percentiloos registrados en una
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población sana, joven (edad 20-39 años), con un adecuado nivel serico vitamínico y sin

insuficiencia renal. Basados en este criterio, se definió como hiperhomocísteinemia a los

niveles superiores a 10,4 umol/l en las mujeres y 11,4 pmol/l en los hombres. Teniendo

en cuenta este criterio, nuestra población de 3 a 59 años de edad presentó 44,1 °/oy 50,0

°/ode hiperhomocisteinemia, en mujeres y hombres respectivamente (NI-IANES III: 12,0

0/o y 20,8 0/o).

Los valores de homocisteinemia de Ia población de Buenos Aires, entre 3 y 59 años de

edad, están comprendidos entre 5,0 y 19,2 pM. Este intervalo no debería considerarse como

Rango de Referencia; por el contrario. sugiere que aproximadamente el 50% de nuestra

población estaría expuesto a un mayor riesgo del desarrollo de aterotrombosis.
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HOMOCISTEINEMIA Y RELACIÓN CON OTROS ANALITOS

FISIOLÓGICOS EN INDIVIDUOS MAYORES DE 65 AÑOS

El estudio fue realizado en 196 individuos (62 hombres y 134 mujeres) con una

edad de 75 años (66 a 93 años), expresada como mediana y rango. Todos los

participantes fueron evaluados por personal médico, a través de una encuesta de

síntomas, en relación con enfermedad coronaria, cerebral y periférica. Se completaron

los datos mediante examen físico, electrocardiograma, e interrogatorio referido a factores

de riesgo (tabaquismo, alcohol, estrés, sedentarismo), hábitos alimentarios, ingesta de

suplementos vitamínicos y drogas. En los casos con antecedentes de enfermedad

vascular, se recabaron datos objetivos del diagnóstico previo.

Se consideró portador de enfermedad vascular oclusiva a los pacientes con las

siguientes patologías:

Arteríoparía periférica: Individuos con antecedentes de cirugía de by-pass

aortofemoral o femoropoplíteo y aquellos con historia de claudicación intermitente y

estudios que demostraron disminución de flujo arterial en miembros inferiores (ecografía

Doppler, arteriografía o pletismografía).

Enfermedad cerebral isquémica: Individuos con antecedentes de déficit

neurológico focal motor y/o sensitivo transitorio o con secuela y tomografía axial

computada cerebral sin signos de hemorragia y pacientes con o sin síntomas con

ecografía Doppler de vasos carotídeos con obstrucciones mayores al 20%.

Coronariopatía: Individuos con antecedentes de cirugía de revascularízación

miocárdica y/o angioplasu'as, pacientes con o sin antecedentes de dolor torácico y

necrosis secuelar en el electrocardiograma, pacientes con antecedentes de dolor torácico

con estudios complementarios positivos para isquemia (ergometría, ventriculograma) y

aquellos con historia de dolor torácico y medicación antiangínosa, en ausencia de

estudios complementarios.

Se obtuvieron los plasmas en KaEDTA y sueros correspondientes de todos los

participantes. Se determinaron los niveles de Hey, ácido fólico sérico y vitamina B¡2.



Además, se dosaron los niveles de colesterol total, HDL-colesterol, triglicéridos y

creatinina.

Como resultado de la evaluación clínica y de las pruebas de laboratorio, la

población mostró las siguientes características (Tabla 13):

Tabla 13. Características de la población.

% Media (DE)

Diabéticos 17,0 IMC (kg/m2) 27,3 (4,7)

Hipertensos 70,6 Colesterolymd (mg/dl) 234,1 (39.9)

Sedemarios 64,3 HDL (mg/dl) 48,8( 7,8)

Fumadores 8,5 Triglicéridos (mg/dl) 125,2 (60,6)

Pacientes con EVO 17,3 Creatim'na (mg/dl) l,l ( 0,2)

EVO: Enfermedad vascular oclusiva; IMC: Índice de masa corporal; HDL: Lipoproteínas de alta
densidad.

l

Los resultados de la determinación de homocisteinemia se resumen en la 'l'abla 14. l

Tabla 14. Niveles de Hcy plasmática.

n Edad (años) Hcy (,uM)

Población total 196 75 (66 —93) 12,8 (5,5 - 48,9)

Hombres 62 72 (66 - 88) ¡4,0 (6,5 —42,l)
p = 0,005

Mujeres l34 79 (68 —93) 12,0 (5,5 — 48,9)

Datos expresados como mediana y rango.

En la Tabla 15 figuran los valores de Hcy de los individuos con y sin enfermedad

vascular (según los criterios descriptos).
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Tabla 15. Niveles de Hcy plasmática.

n Hcy (uM)

Población total 196 12,8 (5,0 —48,9)

Población sin EVO 162 12,6 (5.0 - 42,1) = NS
Población con E V0 34 13,9 (6,9 - 48,9)

Datos expresados como mediana y rango.

Respecto a los niveles de vitaminas que afectan la concentración plasmática dc

Hcy, se encontraron los siguientes valores (expresados como mediana y rango):

- Vitamina Bu = 292 (48 —1.500) pg/ ml

- Ácido fólico sérico = 4,44 (1,82 —20,00) ng/ ml

Se analizó la asociación entre la homocisteinemia y los parámetros dc laboratorio:

vitamina B12,ácido fólico, creatinina, triglicéridos, colesterol total y HDL-colesterol. El

estudio de correlación de cada una de estas variables con los niveles de l-Icy se realizó

separadamente, evaluando en cada caso sólo aquellos individuos que mostraran valores

normales de las variables restantes. La homocisteinemia correlacionó con los niveles de

vitamina B12,ácido fólico y creatinina (Tabla 16); mientras que no se encontró asociación

con la concentración de triglicéridos, colesterol total ni de HDL-colesterol.

Tabla 16. Correlación entre los niveles de vitamina B12,ácido
fólico y creatinina y los niveles de Hcy.

Hey (#M)

r P

Vitamina B” (pg/ml) - 0,387 < 0,001

Ácido fólico (ng/ml) - 0,428 < 0,001

Creatinina (mg/dl) 0,537 < 0,001

r: Coeficiente de correlación de Spearman.



o Hpethomocisteinemia y niveles vitamínicos

Si se considera que el valor de corte para homocisteinemia es 15 HM,la proporción

de individuos hiperhomocisteinémicos en la población evaluada resulta 34,4 °/o (IC95%

27,7 —41,6 0/o).En la Figura 9 se muestra la prevalencia del déficit de vitamina B12 y de

ácido fólico en el grupo con hiperhomocisteinemia. Se observó que ningún individuo

presentó las dos deficiencias simultáneamente.

fi 38,1%B121 (<180pg/ml)34,4 %

% 33,3%Ác.fólico1 (<3,00ng/rnl)

- HcyS15¡1M
Hcy>15 uM

Figura 9. Deficiencias de Vitamina B12y ácido fólico en el grupo con hiperhomocisteinemia
(Hey > 15 HM).

Al analizar la concentración sérica Vitamínica en toda la población, se observó que

el 17,7 0/opresenta niveles subóptimos de Vitamina B12y el 24,2 0/omuestra déficit de

ácido fólico. Los niveles de Hcy, expresados como mediana y rango, en ambos grupos

resultaron 17,2 (9,5 —40,4) uM y 17,0 (10,1 —41,0) HM, respectivamente. La Figura 10

representa la proporción de sujetos hiperhomocisteinémicos en los grupos deficitarios de

las vitaminas mencionadas.
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Vitamina B12 Ácido fólico

- B12> 180pg/ml - Ác.fólico> 3ng/ml

B12S 180 pg/rnl Ác. fólico S 3 ng/ml

I 177% 242%il
72,7% HHcy 53.3% HHcv

Figura 10. Prevalencia de hiperhomocisteinemia (HHcy), a partir de 15 uM, en individuos
con deficiencias de vitamina B12o ácido fólico.

DISCUSIÓN

Varios trabajos han reportado que los niveles plasmáticos de Hcy aumentan con la

edad, dependiendo de factores nutricionales, metabólicos, alteraciones de la absorción de

vitamina B12y de la excreción renal. En el presente estudio la homocisteinemia de una

población > 65 años resultó 12,8 uM (valor de la mediana), valor similar al hallado en

nuestro estudio previo (12,7 uM; pág. 104). Además, en este grupo también resultó que

los niveles de Hcy de los hombres (mediana = 14,0 uM) fueron significativamente más

altos que los de las mujeres (mediana = 12,0 uM), coincidiendo con los resultados en la

población de 3 a 59 años.

Si se considera el rango de valores normales como 5 —15 “M60,la prevalencia de

hiperhomocisteinemia de la población añosa de Buenos Aires resulta 34,4 °/o.Este valor

aumenta significativamente si se establece como valor de corte al propuesto por estudios

más recientes. El estudio NHANES definió hiperhomo-cisteinemia (HHcy) a valores

mayores de 11,4 ¡4M en hombres y 10,4 uM en mujeres“. Teniendo en cuenta estos
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niveles, la HHcy en la población estudiada alcanza valores muy altos (76,2 0/0y 66,4 "lo

para los hombres y mujeres respectivamente).

Respecto a la concentración plasmática de Hcy en aquellos sujetos portadores de

enfermedad vascular oclusiva (según los criterios enunciados) se observa que en estos

individuos los valores de homocisteinemia resultaron más altos, aunque sin significación

estadística, que en el resto de la población evaluada. Debe tenerse en cuenta que el

diagnóstico de enfermedad vascular alude a la historia clínica de los individuos

incorporados al estudio, pero no pretende tener relación directa con los niveles de Hcy

de cada uno de ellos en el momento del estudio. Para establecer esta asociación deben

realizarse estudios epidemiológicos prospecdvos. Existen numerosos reportes interna­

cionales que muestran esta relación: el estudio Rotterdam (n = 7.983) encontró que en

sujetos > 55 años el incremento en 1 uM de los niveles de Hcy aumentó entre el 5 °/oy

10 °/ola ocurrencia de diversos eventos vasculares“. En un seguimiento de 4 años, los

participantes con niveles mayores a 18 ¡4Mmostraron un aumento significativo del riesgo

de infarto de miocardio y accidente cerebro-vascular comparado con los que tenían

niveles inferiores a 12 uM. Un análisis del estudio Framingham (n = 1.933) relacionó la

homocisteinemia con muerte por enfermedad cardiovascular en población anciana,

durante 10 años“. Se encontró que con valores de Hcy mayores a 14,3 uM el riesgo

relativo de mortalidad fue 2,2 (IC950..1,7 —2,8) respecto a valores más bajos. El Proyecto

Multicéntrico Europeo estudió la interacción entre la concentración plasmática de I-lcyy

factores de riesgo cardiovascular establecidos“. Se reportaron efectos multiplicativos y

aún mayores, para las interacciones Hcy-hipertensión (oddsratio = 11) y Hcy-tabaquismo

(oddsratio = 4,6). Entre los sujetos del presente estudio se observó un alto porcentaje de

casos con hipertensión arterial (70,6 °/o) y 8,5 °/o de fumadores. Por lo tanto, la

proporción de individuos con hiperhomocisteinemia e hipertensión sugiere que la

población > 65 años sería un grupo con riesgo moderado a elevado de sufrir enfermedad

vascular.

Respecto al estudio de la relación entre la homocisteinemia y otros analitos

fisiológicos, se encontró que los niveles de Hcy correlacionaron significativamente con
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los de vitamina B12(r = - 0,387), ácido fólico (r = - 0,428) y creatinina (r = 0,537). Estos

resultados concuerdan con lo reportados internacionalmente, que muestran una

correlación positiva con la concentración de creatinina e inversa con cobalamina y

folatosS5-7“.Entre las vitaminas involucradas en el metabolismo de la Hcy, se ha descripto

que el ácido fólico presentaría la correlación con la homocisteinemia de mayor

significación estadísdca36-‘Ó3.

En la población analizada se encontró que entre los sujetos con niveles de Hcy

mayores a 15 pM, el 38,1 °/o mostró niveles disminuidos de vitamina B12 y el 33,3 °/o,

valores bajos de ácido fólico sérico (ningún individuo presentó las dos deficiencias

simultáneamente). Podríamos inferir que el 71, 4 °/o (sumatoria de ambos déficits) de la

población con HI-Icy estan'a relacionado con las deficiencias vitamínicas. El resto podría

asociarse a factores tales como función renal alterada, presencia de ciertas patologías,

estilos de vida, etc. Un análisis inverso indica que los individuos con niveles séricos

subóptimos de vitamina Bu o de ácido fólico presentaron valores aumentados de Hcy.

Con un valor de corte para I-Icy = 15 uM, se encontró que la proporción de hiper­

homocisteinémicos fue 72,7 °/o y 53,3 °/o respectivamente. Estos porcentajes se incre­

mentan notablemente si se considera el valor de corte propuesto por el estudio

NHANES.

Algunos trabajos han reportado que más del 90 °/o de pacientes con déficits de

cobalamina o folatos han presentado niveles de Hcy elevados'“. El aumento de

homocisteinemia refleja la pérdida funcional de vitamina Bu y/o ácido fólico a nivel

tisular, aún cuando los niveles séricos vitamínicos correspondan a valores normalcs'Óí'“.

Se ha observado una alta prevalencia de niveles séricos bajos de vitamina B12y folatos en

individuos sanos mayores de 65 años, sin evidencia clínica de déficits de estas

vitaminas‘mJÓ“.Además, se ha planteado que algunos métodos de rutina para el dosaje

de vitamina B12y ácido fólico muestran baja exactitud y precisión, limitando el valor

diagnóstico de los mismos‘Ó". Por lo tanto, se ha recomendado la determinación de

homocisteinemia para detectar deficiencias vitamínicas en poblaciones de riesgo,

especialmente en ancianos'70J7'.



En conclusión, la concentración plasmática de homocisteína en una población > 65

años mostró una estrecha relación con los niveles séricos de vitamina B¡2_ácido fólico y

creatinina. Se observó una alta prevalencia de hiperhomocisteinemia, asociada

principalmente a niveles vitamínicos subóptimos.
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EFECTO DE LA RESTRICCIÓN DE ÁCIDO FÓLICO SOBRE LOS

NIVELES DE HOMOCISTEÍNA PLASMÁTICA

A los pacientes bajo tratamiento crónico de anticoagulación oral (ACO) se suele

limitar la ingesta de vitamina K, con el objetivo de optimizar la estabilidad del rango

terapéutico; por lo que se recomienda evitar el consumo de hígado y vegetales verdes.

Estos alimentos también tienen un alto contenido de ácido fólico, coenzima clave en la

regulación metabólica de la homocisteína. Por lo tanto, nuestra hipótesis fue que tales

conductas terapéuticas podrían provocar deficiencia de folatos y consecuentemente

aumento en los niveles de I-Icyplasmática.

Para este estudio se seleccionaron 91 sujetos según los siguientes criterios de

selección:

Inclusión: Pacientes con valvulopatías (con o sin reemplazo valvular), bajo

tratamiento crónico de ACO con acenocumarol o warfarina, por un período mayor a 6

meses. Pacientes que presentaran las cuatro últimas determinaciones del RIN (Relación

Internacional Normalizada) dentro del rango terapéutico.

Exclusión: Pacientes con insuficiencia renal crónica, psoriasis, hipotiroidismo o

neoplasias. Sujetos con suplementación farmacológica de vitaminas y/o pacientes bajo

tratamiento con drogas que afecten el metabolismo de la Hcy.

Los participantes fueron clasificados en:

- Grupo l (con restricción dietaria): 45 sujetos (16 M/ 29 H); de 66 años (21 —89 años)
(Mediana, rango)

- Grupo ll (sin restricción dietaria): 46 sujetos (20 M/ 26 H); de 63 años (34 - 79 años)
(Mediana, rango)

A cada paciente se extrajo sangre para la obtención de suero, plasma citratado,

plasma en K3EDTA y lisado de glóbulos rojos (ver sección Materiales y Métodos).



Se determinaron los valores de homocisteína, hematocrito, volumen corpuscular

medio (VCM), ferritina, creatinina sérica, vitamina B12, ácido fólico sérico (AFSÜMO)y

ácido fólico intraeritrocitario (AF/mmm).

Los parámetros evaluados se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Parámetros evaluados en los grupos bajo tratamiento de
anticoagulación oral.

Grupo Í
(n = 45)

Hemalocrilo (%) 42,6 (37,3 - 51,9)

VCM 01) 90,9 (82,2 —98,4)

Ferrilina * Normal

VÍI.B¡2(pg/ml) 3 l8,5 (123 - 1.500)

Crealinina (mg/dl) l,l (0,7 - l,6)

Ac.fólico (ng/ml) 3,7 (¡,0 —20,0)

AC- Inlracrllrm‘llarm l l _

Homocisleína (¡lA/0 ¡5.8 (7,6 —50,0)

Grupo II
(n = 46)

43,0 (37.0 - 49,0)

92,0 (8|,0 —100,0)

Normal

359,5 (48 —730)

1,1 (0,6 —2.1)

3,7 (1,5 —8,5)

248 (178 - 437)

14,8 (5,6 —42,l)

Los parámetros están expresados como mediana y rango.
* En la evaluación de los resultados se consideró el sexo y la condición hormonal
para las mujeres.

Dado que el objetivo del trabajo fue evaluar el impacto de las pautas alimentarias

sobre los niveles de folatos y I-Icycn pacientes bajo ACO, debieron excluirsc del estudio

aquellos individuos con factores que potencialmente podrían provocar hiper­

homocistcinemia (fundamentalmente déficit de B12y función renal alterada). Según los

valores de referencia del método utilizado, se considera deficiencia estricta de B12 a

niveles séricos S 145 pg/ml; sin embargo los valores normales corresponden a una

concentración 2 180 pg/ml. Teniendo en cuenta estos valores de corte para la vitamina
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B12y niveles S 1,4 mg/ dl para la creatinina, debieron excluirse del estudio algunos

pacientes. Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 18 y 19.

Tabla 18. Homocisteinemia y niveles de ácido fólico en pacientes con valores de B122
145 pg/ ml.

Grupo I Grupo II
m=30 m=3a P

Homocisleinemia (¡l/W 16,8 (10,4 - 50,0) 13,6 (5,6 —22,6) < 0,001

ÁCidOfóliCOSénL-o(ng/m1) 3,7 (1,0 - 6,1) 3,6 (1,5 —8,3) NS

Ácido fálico,,,,,ae,,,_(ng/ml) 138 (61 —538) 242 (178 - 437) < 0,0001

Todos los pacientes incluidos presentaron concentración sérica de creatinina S 1,4 (mg/ dl).
Los parámetros están expresados como mediana y rango. La comparación estadística se realizó
con el les! de Mann- Whitney.

Tabla 19. Homocisteinemia y niveles de ácido fólico en pacientes con valores de B122 180
pg/nfl­

Grupo I Grupo II
m=2a m=2w P

Homocisteinemia (,uM) 15,8 (10,4 - 26,5) 12,4 (5,6 —22,6) 0,0025

Ácidofólicosénm (ng/ml) 3,7 (2,0 —6,1) 3,5 (1,5 - 8,3) NS

Ácido fólico,,,,,a¿.,,,_(ng/m1) 136 (85 - 538) 240 (178 - 437) < 0,0001

Todos los pacientes incluidos presentaron concentración sénca de creatinina S 1,4 (mg/ dl).
Los parámetros están expresados como mediana y rango. La comparación estadística se realizó con el
les! de Mann- Whitney.



p = 0.0025

Hcy(PM)

Grupo I Grupo Il

Figura 11. Box & Whisker Plors para los valores dc homocisteincmia.
La comparación estadística se realizó con el test de Mann- Whitnev.

Las Figuras 11, 12 y 13 representan los valores de Homocisteinemia, Acido Fólico

Sérico y Ácido Fólico Intraeritrocitario, en los dos grupos evaluados, considerando el

criten'o de inclusión más riguroso: Niveles de vitamina B12Z 180 pg/ml y creatinina

sérica S 1,4 mg/dl.

.-\Fgm.,(ng/ml)

Grupo I Grupo II

Figura 12. Box & Whisker Plors de ácido fólico sérico (Alis-¿”voyLa
comparación estadística se realizó con el (es!dc Mann- Whitney.
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Figura 13. Box & Whisker Plols de ácido fólico intraen'trocitario (AF,,,,,a¿.,,,.).
La comparación estadística se realizó con el (es!de Mann- Whitney.

La evaluación de la encuesta alimentaria confirmó que el consumo de vegetales

verdes en los pacientes del Grupo I fue significativamente menor que en el Grupo II.

Paralelamente, en el Grupo I se observó una proporción elevada de sujetos con

valores de ácido fólico intraeritrocitario (AF,,,,,ae,,-,.)menores al valor de referencia (164

ng/ ml). Por el contrario, todos los sujetos del Grupo II mostraron niveles de AF,,,,,ae,,-,_

superiores al valor de corte (Figura 13). Excluyendo a aquellos pacientes con niveles

subóptimos de vitamina B12,el porcentaje de pacientes con déficit de AF¡,,,,ae,,-,.resultó

77,3 % (IC95% 56,6 — 91,2) y O °/o (IC95% 0 — 14,2) en el Grupo I y Grupo II,

respectivamente (Figura 14). Ninguno de los deficitarios de AF,,,,,ae,,»,.del Grupo I

presentó macrocitosis.
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Grupo I Grupo II

- AFlmraymS 164ng/ml

E AFlmraerll>

Figura 14. Proporción de pacientes con valores normales y subóptimos de ácido fólico
intraeritrocitario (AF/Mmm). Diferencia entre grupos altamente significativa ('I'es!
asintótico,p < 0,0001).

DISCUSIÓN

En este estudio se evaluó el efecto que podría provocar una dieta restringida en

vegetales verdes sobre los niveles plasmáticos de Hcy. Con este fin se determinó la

homocisteinemia en pacientes bajo tratamiento anticoagulante oral (como modelo de

población con restricción dietaria). En este tipo de terapéutica se administran

compuestos cumarínicos (warfarina, acenocumarol y otros) que interfieren en el

metabolismo de la vitamina K, disminuyendo los niveles de vitamina K reducida

indispensable, junto al 02 y C02, para la gamma carboxilación de los residuos glutámicos

de ciertos factores e inhibidores del sistema de coagulación (FII, FVII, FIX, FX,

proteína C y proteína S). La interferencia de la y carboxilación de los factores K

dependientes resulta en una actividad coagulante disminuida de las proteínas

mencionadas.

Para conferir estabilidad en los niveles de anticoagulación oral (ACO), en

numerosos centros hematológicos se recomienda a los pacientes reducir la ingesta de

alimentos ricos en vitamina K. Una de las fuentes naturales de esta vitamina son los
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vegetales verdes, que además tienen alto contenido de ácido fólico; por lo tanto esta

restricción dietaria podría inducir deficiencia de folatos y secundariamente hiperhomo­

cisteinemia.

Un primer análisis de los datos obtenidos en los Grupos I y II (Tabla 17) muestra

que los niveles de ácido fólico sérico (AFS¿,,-co)fueron similares en cada uno de los

grupos, en cambio los de ácido fólico intraeritrocitario (AF/mmm) resultaron muy

diferentes: el valor de la mediana en el Grupo I (145 ng/ ml) fue menor al límite inferior

normal (164 ng/ml); mientras que todos los sujetos del grupo sin restricción dietaria

mostraron niveles superiores al valor de corte.

La concentración plasmática de Hcy fue mayor en el Grupo I respecto al Grupo 11,

aunque sin significación estadística.

Como el objetivo del estudio fue evaluar la incidencia de la dieta sobre los niveles

de folatos y de Hcy, se realizó un nuevo análisis de los datos, excluyendo los

correspondientes a pacientes que presentaran factores asociados a hiperhomo­

cisteinemia, principalmente función renal alterada y/o deficiencias de vitamina B12.Para

esta evaluación se analizaron los datos de ácido fólico y Hcy de aquellos sujetos con

concentración sérica de creatinina S 1,4 mg/ dl y de vitamina B122 145 pg/ ml (Tabla 18).

Las observaciones respecto a los niveles de ácido fólico sérico e intraeritrocitario

resultaron similares a las ya enunciadas; no así para la homocisteinemia que resultó

significativamente más elevada en el Grupo I que en el Grupo II.

Con un criterio de selección aún más riguroso, se evaluaron sólo los pacientes con

concentración sérica de vitamina B12 superior al valor normal, 180 pg/ml, según

referencia del método utilizado (Tabla 19). En este análisis también los niveles de Hcy

fueron significativamente mayores en los sujetos con restricción dietaria que en los

pacientes sin dieta condicionada. Respecto a los niveles de folatos se mantuvieron las

conclusiones de los análisis previos.

Todos los pacientes incluidos en este estudio estuvieron bajo tratamiento crónico

de ACO por un período Z 6 meses, alcanzando en algunos casos a 5 años. Por
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consiguiente, los individuos pertenecientes al Grupo I tuvieron una ingesta limitada de

vegetales verdes durante, al menos, el mismo tiempo del tratamiento de ACO. Este

hecho explicaría que los niveles de AF¡,,,,ae,,-,en el Grupo I resultaran significativamente

disminuidos respecto a los del Grupo II. Es conocido que el valor de :\F¡,,,,ae,,,_es el

mejor indicador de los depósitos de folatos porque no está influenciado por la ingesta

dietaria reciente ni por drogas, pero sí por el nivel de cobalaminam’. En deficiencias de

esta vitamina, el AFgémo(S-metilTI-IF) tiende a aumentar como resultado de la “trampa

de folato”, bloqueando el ingreso del AFgén-coal interior de la célula y en particular del

eritrocito‘n. La menor disponibilidad del sustrato S-metilTI-IF disminuye la síntesis de

poliglutamatos, componente principal del AF,,,,,ae,,-,'73.Como consecuencia, un déficit de

vitamina B12conduce a valores bajos de AF¡,,,,ae,,-,_,aún con una ingesta adecuada de

folatos. En nuestro estudio la evaluación de la proporción de pacientes con niveles de

AF¡,,,,ae,,-,menores al valor de corte (164 ng/ ml) se realizó sólo en aquellos individuos

que presentaran valores óptimos de cobalamina. En estos pacientes, el 77,3 °/odel Grupo

I mostró déficit de ¡\F,,,,,ae,¡,, mientras que en el Grupo II no se detectó ningún

deficitario. Estos resultados también sen'an consecuencia de las pautas alimentarias.

Respecto a la concentración de AFSe-n-mse observaron resultados similares en los

dos grupos, con valor de la mediana mayor al valor normal (3,0 ng/ ml). Si bien los

niveles AFSe-n-coconstituyen un indicador sensible a la ingesta reciente de folatos, los

resultados obtenidos en ambos grupos sugerirían que con una dieta restringida en ácido

fólico durante un período prolongado, los niveles de AFSÜMOtienden a normalizarse a

expensas de que el AF¡,,,,a¿,,,-,disminuye.

En conclusión, 10s pacientes bajo tratamiento crónico de ACO con restricción de

ingesta de vegetales verdes con alto contenido de vitamina K y folatos. mostraron un déficit

importante de ácido fólico intraeritrocitario. Los niveles plasmáticos de homocisteína en

estos sujetos fueron significativamente más altos que en los individuos sin restricción

dietaria.
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EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN VITAMÍNICA SOBRE LOS

NIVELES DE HOMOCISTEÍNA PLASMÁTICA

La respuesta de los individuos con hiperhomocisteineinia a los tratamientos

terapéuticos, no es uniforme y es dependiente de diferentes factores, fundamentalmente

del estado nutricional del individuo y su genotipo para las enzimas involucradas en el

metabolismo de la Hcy. Las intervenciones que han sido probadas incluyen aumento del

aporte de ácido fólico por alguno de los siguientes métodos: a) ingesta de alimentos con

alto contenido de dicha vitamina; b) fortificación de determinados productos dc

consumo elaborados y/o c) suplementación farmacológica con la adición, en la mayoría

de los casos, de vitaminas B12y B6.

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la magnitud del descenso de los niveles

de Hcy por el aporte de ácido fólico, administrado en la dieta y en combinación con

suplementación farmacológica.

Se evaluó la respuesta a la suplementación con ácido fólico, en 50 individuos

ambulatorios mayores de 65 años. La duración del tratamiento fue de 60 días. Los

participantes fueron aleatoriamente asignados a uno de los siguientes grupos, recibiendo

el tratamiento correspondiente:

Grupo I: Dieta conteniendo alimentos que proveen 400 pg/ día de ácido fólico más

un comprimido como placebo.

Grupo II: Dieta conteniendo alimentos que proveen 400 ug/ día de ácido fólico

más un comprimido conteniendo 1 mg de ácido fólico, 1 mg de vitamina B12y 25 mg de

vitamina B6.

Grupo III: Dieta conteniendo alimentos que proveen 400 ug/ día dc ácido fólico

más un comprimido conteniendo 2,5 mg de ácido fólico, 1 mg de vitamina Bu y 25 mg

de vitamina B6.

Los tres grupos no difirieron en edad, sexo, otros factores de riesgo vascular ni en

antecedentes de eventos oclusivos arteriales recientes. Los niveles medios de I-lcy antes
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del ingreso al estudio, fueron similares en los tres grupos. Ninguno de los participantes

presentaba factores asociados a hiperhomocisteinemia. Ninguno de ellos era vegetariano,

ni recibió suplementos vitamínicos durante los 12 meses previos a la incorporación al

estudio.

A todos los sujetos se les entregó por escrito una lista de alimentos con alto

contenido de ácido fólico (AF). Las porciones detalladas equivalen a 100 pg de AF.

Para ingerir los 400 ug/día de AF indicados para los tres grupos, cada paciente

seleccionó cuatro porciones diarias iguales o diferentes.

DieIa

o 3 naranjas chicas (100 g) ó 2 medianas (150 g)
o 4 bananas chicas (100 g) ó 3 medianas (150 g)
o 4 tomates pequeños ó 2 grandes (200 g)
o V2taza de espinacas cocidas
o 2 huevos enteros

o 1 remolacha mediana (150 g)
o 3 rodajas de melón (100 g)
o ‘/2taza de brócolis cocidos
o 2 tazas de coliflor

o 3/4taza de repollo de Bruselas
o 100 g dc hígado

De cada individuo se extrajeron muestras sanguíneas (con 8 hs dc ayuno), pre y

post-Iralamiemo. Se obtuvieron los plasmas en K3EDTA y se congelaron a -70 °C hasta

su procesamiento.

Finalizaron el estudio 44 individuos, los que manifestaron un cumplimiento

estricto del régimen alimentario. Las características de los individuos evaluados se

muestran en la Tabla 20.

El valor de Hcy (pre-tratamiento) en la población total (n = 44) resultó 18,1 uM

(9,5 -41,2 p.M), expresado como mediana y rango; mientras que la Hcy (post-tratamiento)

descendió a 6,6 pM (2,0 - 17,0 HM). El descenso en los niveles de Hcy fue muy

significativo, alcanzando el 63,2 0/o(18,1 - 87,9 °/o). Los resultados para cada grupo se

muestran en la Tabla 21 y Figura 15.
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Tabla 20. Características generales de la población cn estudio.

Grupo I Grupo II Grupo III

r1=l2 n =I8 r1=I4

Hombres (%) 34 50 57

Mujeres (%) 66 50 43

Edad (años) 73 73 74
(mediana. rango) (67-80) (67-81) (67-81)

Hipertensos (%) 42 50 43

Diabéticos (%) 25 l7 14

V IMC >30 ¡cg/m2 (%) 8 1 1 7

Fumadores (%) 12 l l 14

L E. V.0. (%) 8 5 7

f Sedemarios (%) 83 60 60

IMC: Indice de masa corporal; E.V.O. : Pacientes con enfermedad vascular oclusiva
í sintomática.
I

1

Tabla 21. Respuesta de los niveles de homocisteinemia al tratamiento vitamínico.

n H Cy pra-lrulammnlo H Cy [mxl-Iralanucnlu A Descenso
(lt/W (¡LW (%)

18,7 8,0 11,2 62,4
Grupo 1 ¡2 (12,3 —28,5) (3,4 —12,2) (2,7 —24,0) (18,1 —84,2) 00002

É 18,1 6,2 11,6 64,8

¿ Grupo ” ¡8 (12,2 —28,5) (2,0 —12,0) (5,3 —22,6) (41,4 —85,5) 0'000'

1 18,0 6,9 1 1,2 60,4
G’ “po I” '4 (9,5 —41,2) (2,6 - 17,0) (4,5 —28,9) (27,6 —87,9) °'°°°'

‘ Hcy: Concentración plasmática de homocisteína; A: Diferencia entre Hey pre-tratamiento y Hcy post­
! tratamiento. Los parámetros están expresados como mediana y rango.

1

1

l

l



Finalizados los tratamientos, no se observaron diferencias significativas en los

valores de homocisteinemia de los individuos que recibieron sólo dieta (Grupo I)

respecto de los que recibieron suplementación farmacológica adicional (Grupos [1 y 111).

18- l Él

m. É É
2 .

Pre Post Pre Post Pre Post

Grupo I Grupo II Grupo III

al

Hcy(¡.LM)

Figura 15. Box & Whisker Plots de los niveles de l‘lcy antes (Pre) y después (Post) de los
tratamientos administrados.

Por análisis de regresión lineal se observó una buena correlación entre los niveles

iniciales de Hcy (pre-tratamiento) y el grado de respuesta de la homocisteinemia,

expresada como la diferencia Hcy p“. - Hcy put-L.El coeficiente de correlación de

Spearman fue 0,745 (p < 0,01) (Figura 16).

Los niveles de homocisteinemia post-tratamiento alcanzaron valores S 5 pM en

14/44 sujetos (31%), distribuidos homogéneamente en los tres grupos.
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Descenso(uM)

tHcy Pre-tratamiento (HM)

Figura 16. Regresión lineal entre el descenso de los niveles de homocisteinemia vs.
los valores iniciales de Hcy. y = 2,243 + 0,737 x (n = 44; r = 0,745).

DISCUSIÓN

Considerando que todos los participantes del estudio tuvieron un alto

cumplimiento de la dieta, la efectividad de la misma se demostró en la respuesta

observada en el Grupo I. El descenso de los niveles de homocisteinemia fue altamente

significativo en todos los casos (mediana = 11,4 uM; n = 44) y resultó similar en los tres

grupos. Estos resultados indican que una dieta que provee 400 pg/ día de ácido fólico es

suficiente para disminuir significativamente la concentración plasmática de Hcy. Como

se muestra en la regresión lineal (Figura 16), el descenso fue muy importante, aún en 12

individuos con valores iniciales de Hcy S 15 pM.

Los datos publicados sobre el efecto de la administración farmacológica de ácido

fólico (dosis = 0,5 —5 mg/ día), señalan un descenso promedio del 25 °/odel valor inicial

de homocisteinemia. El agregado de vitamina B12 (dosis promedio = 0,5 mg/dia)

provocó una reducción del 7 °/o,mientras que la vitamina B6(16,5 mg/ día) no produjo
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efecto adicional significativo‘“. Se reportan pocos estudios que hayan evaluado la

respuesta al ácido fólico, aportado por la dieta. I. Brower el a1. registró que la ingesta de

vegetales y cítricos que proveen 560 pg/día de folatos (sujetos entre 18 y 45 años de

edad), diminuye significativamente (media = 2,0 pM) la concentración plasmática de

I-Icy.El grado dc respuesta de nuestro estudio resultó mucho mayor (media = 10,8 pM).

Esta reducción tan significativa en los niveles de homocisteincmia sugiere que los

individuos evaluados serían portadores de deficiencias subclínicas de ácido fólico.

En conclusión, el presente estudio muestra que en una población > 65 años la ingesia

de una dieta que aporte 400 ¡1g de ácido fólico por día, disminuye significativamente los

niveles de homocisteína plasmática.
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RELACIÓN ENTRE LA HOMOCISTEINEMIA Y EL POLIMORFISMO

C677T DE LA MTHFR

La metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) es una de las enzimas involucradas

en el metabolismo de la homocisteína. La sustitución en el nucleótido 677 (citosina por

timina) de la MTHFR da como resultado una variante termolábil con actividad

enzimática disminuida. Si bien la sustitución C677T en el gen de la MTHFR se ha

asociado con hiperhomocisteinemia y riesgo de enfermedad vascular, cxistcn numerosas

controversias al respecto. Por lo tanto, en esta sección de la tesis se estudió la relación

entre la concentración plasmática de I-Icy y la presencia de la variante termolábil en

individuos homocigotas y heterocigotas de nuestra población.

Se evaluaron 160 individuos (89 M/ 71 H) no relacionados, con una edad,

expresada como mediana y rango, de 37 años (19 —65 años). Se excluyeron individuos

que presentaban causas evidentes de hiperhomocisteinemia.

De cada participante se extrajo sangre en ayunas y se recolectó en tubos con

K3EDTA. Se separaron 2 ml de la sangre entera anticoagulada y el resto se procesó para

la obtención de plasma (según las recomendaciones para determinar I-Icy).Las muestras

se congelaron a —70°C hasta su procesamiento.

A partir de las muestras de sangre entera se extrajo ADN y se determinó el

genotipo de cada individuo para la posición 677 del gen de la MTHFR por técnicas de

biología molecular: amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de un

fragmento de 198 pares de bases y digestión posterior del mismo con la enzima de

restricción Hinf I (ver sección Materiales y Métodos).

Las electroforesis de los productos de PCR incubados mostraron, según el

genotipo, un patrón de bandas como el indicado en la Figura 17. De acuerdo al perfil

obtenido se realizó el diagnóstico de cada muestra. Para los tres genotipos posibles se

utiliza la siguiente denominación:



Normal individuo homocigota CC

Heterocígota individuo heterocigota CT

Homocígota individuo homocigota TT

1000

500

200

100

N He Ho

Figura 17.Corrida electroforética de los productos de PCR incubados con Hinf I.
N: Normal (CC), calles 3 y 8; He: Heterocígota (CT), calles 4, 6 y 9; Ho: Homocigota (IT),
calles 5 y 7. Calle 1: marcadores de peso molecular (de 1000 a 100 pares de bases).

Del análisis genotípico resultó la siguiente distribución: 33,8 °/o C677C; 50,0 °/o

C677T y 16,2 °/oT677T.

Paralelamente, en los plasmas de cada individuo se determinaron los niveles de

Hey, resultando el valor promedio y el DE = 12,5 i 4,4 uM. La relación entre los

valores de homocisteinemia y el polimorfismo de la MTHFR se muestran en la Tabla 22

y la Figura 18.
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Tabla 22. Niveles de Hcy (¡.iM)para cada genotipo.

n Media i DE Mediana (rango)

Normal (C6 77C) 54 (29 M/ 25 H) 12,0 i 4,4 11,3 (5,4 —22,2)
NS

Helerocigota (C677T) 80 (43 M/ 37 H) 12,1 :t 4,1 11,9 (3,0 - 22,4) Ï p = 0.025
p = 0. 2

Homocigota (7‘677T) 26 (l5 M/ Il H) 14,3 i 5,0 14,0 (5,0 - 28,5) Ï

M: Mujeres; H: Hombres. Comparación estadística: test de Mann-Whitney.

Hey(HM)

N He Ho

Figura 18. Box & WhiskerPlols de homociteinemia para los individuos normales (N),
heterocigotas (He) y homocigotas (Ho).

DISCUSIÓN

La metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) cataliza la conversión del 5,10­

metílentetrahifrofolato a S-medltetrahidrofolato, sustrato proveedor del grupo metilo,

indispensable para la remetilación de la I-Icy.Se ha descripto una mutación común de la

MTHFR, en la que se reemplaza citosina por timina en la posición 677 del gen, que se
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traduce en un cambio de alanina por valina (mutación missense). Este cambio genera una

variante termolábil de la enzima (sensible al calentamiento a 46 °C durante 5 minutos),

con reducida actividad catalítica a 37 °C‘75.La presencia de esta alteración se asociaría a

menores niveles de S-metiltetrahidrofolato y consecuentemente a un aumento en la

concentración de Hcy‘7“.

En el presente estudio se determinaron los niveles de I-Icy y el genotipo en la

posición 677 del gen de la MTI-IFR en 160 individuos aparentemente sanos. El valor

medio de homocisteinemia en la población analizada (12,5 i 4,4 uM) no mostró

diferencias significativas respecto al hallado en la evaluación de “I-Iomocisteinemia de la

población de Buenos Aires” (12,1 i 3,6 uM; pág. 102). Además, la distribución

genotípica del polirnorfismo de la MTHFR (Normal 33,8 %; Heterocigota 50,0 °/o y

Homocigota 16,2 0/o) resultó similar a la reportada en un estudio multicéntrico de la

Argentina (Normal 41,4 °/o;Heterocigota 42,8 °/oy Homocigota 15,8 0/o)33.Estos resultados

avalan la representatividad de la muestra seleccionada.

La tabla 22 y la Figura 18 muestran los niveles de Hcy para cada genotipo,

observándose que sólo los individuos homocigotas TT presentaron valores de Hcy

significativamente más altos que los individuos heterocigotos (CT) y normales (CC).

Estos resultados concuerdan con trabajos internacionales que han encontrado asociación

entre el genotipo Tl' y la hiperhomocisteinemia leve a moderada1331'77. Algunos

investigadores sugirieron que esa asociación sólo se observaría cuando la concentración

de folatos es reducida en los individuos portadores de la mutación en homocigosis. Sin

embargo, otros estudios han reportado que el genotipo TI' afecta los niveles de Hcy

plasmática aún cuando la concentración dc folatos es óptima“.

En nuestro estudio se encontró que los niveles de homocisteína plasmática son

afectados por la presencia del alelo T de la MTHFR, sólo en individuos homocigotas para la

mutación. En estos sujetos el valor de homocisteinemia resultó significativamente mayor

respecto a los heteroaigotas y a los normales.
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H 0M OCISTEINEMIA
Y TROMBOSIS VENOSA

La trombosis es una enfermedad multicausal en la que

interactúan dinámicamente factores genéticos y

adquiridos. El impacto de un factor de riesgo es una

función de su prevalencia y del riesgo relativo. Por lo

tanto, establecer los factores de riesgo asociados a la

trombosis permitirá implementar medidas de

prevención y terapéuticas para la enfermedad.

Se determinó el valor de corte de homocisteinemia por

debajo del cual no se observa riesgo de trombosis

venosa. Además, se estudió la relación de esta patología

con el polimorfismo C677T de la MTI-IFR.
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DETERMINACIÓN DE LOS VALORES DE CORTE PARA

HOMOCISTEINEMIA

Las evidencias epidemiológicas postulan que los niveles elevados de I-lcy se asocian

a una incidencia incrementada de episodios aterotrombóticos. Estos hallazgos han

planteado la necesidad de establecer un valor de corte para la homocisteinemia, por

debajo del cual no se observe riesgo de enfermedad vascular oclusiva; clásicamente se

considera 15 uM, aunque aún no existe concordancia a nivel internacional respecto a los

valores normales. Por lo tanto, uno de nuestros objetivos propuestos fue determinar el

valor de corte para homocisteinemia asociado al riesgo trombótico (se consideró sólo

trombosis venosa, I V).

Grupo Trombótico (GT): 118 pacientes (60 M/58H) con episodios de TV.

Edad (medianay rango) = 37 años (23 —58 años).

Grupo Control (GC): 115 individuos sanos (65 M/SO I-l).

Edad (medianay rango) = 32 años (20 - 55 años).

Cada paciente del Grupo Trombótico fue incorporado al estudio a los siete días de

haber sufrido el episodio de TV. En este grupo no fueron incluidos pacientes con

trombosis venosa post-quirúrgica, ni asociada a neoplasia, diabetes o embarazo. La

determinación de la concentración de Hcy de todos los participantes se realizó en los

correspondientes plasmas en KsEDTA. Los resultados se resumen en la Tabla 23.

Tabla 23. Concentración plasmática de Hcy en los Grupos Trombótico y Control.
Grupo Trombótico Grupo Control

n Hcy(/1M) N Hcy (#M) P

Tola] IIS ¡6,4 i 8,1 115 l2,8 i 3,4 < 0.00]

Mujeres 60 ¡4,0 i 7,0 65 l2,0 i 3,5 0.08

Hombres 58 19,0 i 8,5 50 14,0 1' 2,8 0.00I

Los resultados están expresados como media i DE (desvío estándar).
La comparación estadística se realizó con el test de z.



Como los resultados del Grupo Control mostraron distribución normal:

Valor de corte = í + 1,96 DE

Y: Promedio
DE: Desvío estándar

Por lo tanto, los valores resultaron 19,4 uM; 18,9 pM y 19,6 uM, para la población

Total, Mujeres y Hombres, respectivamente. Teniendo en cuenta estos resultados, se

calcularon los odds ratios (OR) respectivos (Figura 19).

Valor de corte
Hey OR

|—.—l T Total 19,4pM 9,5

¡_._l M Mujeres ¡8,9pM 3,7

I—.—l
H Hombres ¡9,6 uM 14.5

0,1 1 10 100 1000
Odds ratio

Figura 19. Odds ratios e ICuso/nen el Grupo Trombótíco para la población Total (T), Mujeres y
Hombres (H), según el valor de corte correspondiente. Escala logaritmica.

Se observa que el riesgo de I V asociado a estos valores de corte es muy elevado y

que además, el sexo es modificador del efecto. Sin embargo, este riesgo podría estar

relacionado no sólo a la acción de la hiperhomocisteincmia sino a la presencia de otros

factores de riesgo trombóticos tales como: deficiencias de proteína C (PC), proteína S
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(PS), antitrombina III (ATIII); presencia de anticuerpos antifosfolípidos (aFL); factor V

Leiden (FVL) y/o protrombina 20210 (onzm). Por lo tanto, en un análisis posterior se

evaluaron estos parámetros, excluyéndose 36 pacientes que presentaron uno o más

factores de riesgo (8 deficitarios de PS; 8 con aFL; 10 heterocigotas FVL, 2 homocigotas

FVL; 4 heterocigotas onzm y 4 doble heterocigotas FVL + onzm). Esta selección dio

como resultado un Grupo Trombótico Final con las siguientes características:

Grupo Trombótico Final (GTF): 82 pacientes (38 M/ 44H).

Edad (medianay rango) = 39 años (25 —58 años).

En este grupo los valores de homocisteinemia, expresados como mediana y rango,

resultaron:

I-Icy 7-0,", (n = 82) = 16,4 i 8,1 uM

Hcy Mal-em(n = 38) = 14,4 i 8,3 uM

Hcy Hombm(n = 44) = 18,1 i 7,7 uM

Los niveles de Hcy en el GTF no mostraron diferencias significativas (Test de

Mann-Whitney) con los correspondientes al GT mostrados en la Tabla 23.

Considerando los mismos valores de corte utilizados para GT (ya que el GC no

varió), se calcularon los odds ratios para GTF (Figura 20).
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Valor de corte
Hey OR

¡__._¡ T Total 19,4uM 10,5

M Mujeres 18,9 pM 6,5

H Hombres 19,6 uM l 1,2l——.—l

0.1 10 100 1000
Odds ratio

Figura 20. Odds ratios c IC95'".en el Grupo Trombótieo F¡nal para la población Total (Y), Mujeres (M) y
Hombres (H), según el valor de corte correspondiente. Escala logaritmica.

Los valores de los OR sugieren que niveles de Hcy superiores a: [Í + 1,96 DE], sc

asocian con un riesgo elevado de sufrir trombosis venosa. Este hecho planteó la

necesidad de proponer otros valores de corte. Se eligieron arbitrariamente 15 uM, 12 pM

y 10 pM. Los resultados se muestran en la Tabla 24 y Figura 21.

Tabla 24. Odds ratios e IC 95%calculados para distintos valores de corte en el Grupo
Trombótico Final.

Odds ratio (IC 95%)
Total M_ujeres Hombres

> Ï+ 1,96DE 10,5(2,7-4l,l) 6,5(l,3—32,l) ll,2(l,2—103,l)

>I5uM 2,7(l,3—5,7) l,9(l,l—5,8) 2,8(l,0-8,3)

>12,uM 2,4 (l,l -S,0) 2,1(0,9—5,8) 2,4 (LO-6,3)

> 10 ,uM 1,2 (0,5 - 3,l) 0,8 (0,3 —2,3) 1,8 (0,2 —7,9)
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I—I—l _
l—0—l >X+1,96DE

J . ¡ > 15 uM1—ú—1

I" ¡I l| > 12 uMI—ú—l
l .I ' > 10 uMI—.-!—l

0 1 1 10 100 1000

Odds ratio

Figura 21. Odds ratios e IC95-«.,en el Grupo Trombótico Final para 1apoblación Total
(I), Mujeres (0) y Hombres (A). Evaluación de diferentes valores de corte. Escala
logaritmica.

Según los datos mostrados en la Tabla 24, se observa que para Hcy > 12 HM los

OR son significativamente mayores a 1, mientras que para Hcy > 10 pM, los OR no son

significativamente distintos de 1. Por lo tanto, se analizaron valores de corte intermedios

entre 10 pM y 12 p.M

En la Tabla 25 y Figura 22 se muestran los OR de la población total para los

siguientes valores de corte: 12,0 - 11,5 - 11,0 - 10,5 - 10,0 pM.

Tabla 25. Odds ratios e IC 95 en el GTF para la población total.

Valor de corte (,uM)
> 12,0 >II,5 > 11,0 >10,5 >10,0

Odds ratio 2,4 1,7 1,9 1,3 1,295%) _ _ _ - _
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l—.—l >¡2,0uM

i—o—i >11,5uM

l-—.—l > l1.0LLM

I—.—l >10,5HM

l_.———l >l0,0uM

0,1 1 10 100
Odds ratio

Figura 22. Odds ratios e ICgsn/i.en el Grupo Trombórico Final para la población Total.
Evaluación de valores de corte entre 10 y 12 uM. Escala logarítrnica.

DISCUSIÓN

Aún no hay consenso internacional respecto al rango de referencia para

homocisteinemia, observándose diferentes valores según el estudio considerado. Esta

variabilidad se explicaría fundamentalmente por las diferencias en las poblaciones

evaluadas, tamaño y procesamiento de las muestras y en las metodologías utilizadas.

Además, individuos sanos (requisito indispensable para ser incluido en un estudio de

referencia) pueden presentar deficiencias subclínicas de vitamina B12y ácido fólico, que

conducen a niveles de Hcy aumentados. Por lo tanto, el valor de corte para

homocisteinemia establecido a partir del rango de referencia estaría afectado, entre otras,

por las variables enunciadas.

Por otra parte, considerando que una concentración plasmática de Hcy mayor al

límite superior del intervalo de referencia no refleja la presencia de una patología sino un

riesgo asociado a la misma, sería conveniente establecer el valor de corte en un análisis
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que evalúe la asociación entre los niveles de I-Icy y la presencia de la patología. En esta

tesis ya se ha comentado las innumerables evidencias clínicas que relacionan la

hiperhomocisteinernia con la enfermedad vascular oclusiva; en particular en el área de

hemostasia es importante la relación con la trombosis venosa.

Se determinó la concentración de Hcy plasmática en pacientes que hubiesen

sufrido episodios trombóticos venosos recientes (GrupoTrombótico,GT) y en individuos

aparentemente sanos (Grupo Control, GC).

A partir del GC, el valor de corte para la población en general, resultó igual a 19,4

uM; si se divide por sexos, los valores de corte para mujeres y hombres fueron 18,9 y

19,6 pM respectivamente. Con estos datos se estimó el riesgo asociado a trombosis

mediante el cálculo de odds ratios. La Figura 19 muestra que la probabilidad de sufrir

eventos trombóticos a partir de niveles plasmáticos de Hcy mayores a 19,4 uM (para la

población total) es muy elevada, siendo mucho mayor en los hombres que en las mujeres

(considerando los respectivos valores de corte).

Teniendo en cuenta que la trombosis es una enfermedad que resulta de la

interacción entre factores genéticos y adquiridos, se realizó un análisis posterior más

riguroso. Se excluyeron del estudio a los pacientes portadores de factores de riesgo

establecidos para la trombosis venosa tales como deficiencias de proteína C, proteína S,

antitrombina; presencia de anticuerpos antifosfolípidos, factor V Leiden y/o

protrombina 20210. Se obtuvo un Grupo TrombóticoFinal (GTF), con valores de Hcy

similares al GT inicial.

En el GTF los valores de los odds ratios (OR) para la población total y para las

mujeres resultaron aún más altos que en el GT, observándose que también en el GTF, el

OR fue mayor en los hombres (Figura 20). Estudios internacionales han reportado que

los individuos con concentración de I-Icy mayores a 18,5 uM mostraron un riesgo de

trombosis venosa 2,5 veces mayor que los sujetos con niveles de I-Icypor debajo de ese

valor; mientras que por encima de 20 pM el riesgo se incrementó 3 a 4 veces"’5-‘7".

Con el fin de determinar un valor de homocisteinemia por debajo del cual no se

observe riesgo asociado a la trombosis venosa, se calcularon los ORpara valores de corte
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menores a los descriptos. Según se muestra en la Tabla 24 y Figura 21 se encontró que el

riesgo de eventos trombóticos se incrementa notablemente a medida que aumenta el

valor de corte y el valor óptimo estaría comprendido entre 10 y 12 uM. El análisis de

valores intermedios (Figura 22) confirmó que sólo el nivel de corte en 12 uM mostró

límites del IC95"..estadísticamente significativos.

A pesar de que aún no está claramente establecido el nivel mínimo de Hcy

plasmática que no se asocia con riesgo aterotrombótico, varios trabajos internacionales

han propuesto valores normales menores al utilizado corrientemente (15 uM). Entre los

estudios más relevantes pueden mencionarse al NHANES III, los trabajos de Ubbink et

al. y Rasmussen et al. (comentados en pág. 106-108). También se ha propuesto que para

niveles de Hcy mayores a 12,5 uM, o aún mayores a 10 uM, se observa una fuerte

asociación con la enfermedad vascular a nivel arterial“»"3-"”v‘3“.

Por lo tanto podría postularse que los niveles elevados de homocisteína plasmática

constituyen un factor de riesgo independiente para la trombosis venosa. El sexo resultó

modificador del efecto y en particular el riesgo trombótico asociado a la hiperhomo­

cisteinemia fue mucho mayor en los hombres que en las mujeres. Se propone un valor de

corte para la concentración plasmática de homocisteínapara ambos sexos igual a 12 ,uM.
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RELACIÓN ENTRE EL POLIMORFISMO DE LA MTHFR Y EL RIESGO DE

TROMBOSIS VENOSA

Se seleccionaron pacientes con episodios de trombosis venosa a edad temprana, en

lugares inusuales o con recurrencia del episodio trombótico. Se excluyeron aquellos

sujetos con factores de riesgo trombótico establecidos: deficiencias de antitrombina,

proteína C, proteína S; presencia de anticuerpos antifosfolípidos; factor V Leiden,

protrombina 20210 y patologías asociadas a la trombosis.

Se evaluaron 82 pacientes no relacionados (Grupo Tr): 44 mujeres y 38 hombres.

La edad expresada como mediana y rango fue 39 años (25-58 años).

Como grupo control se estudiaron 50 individuos sanos no relacionados (Grupo C),

con distribución etárea y de sexo similares a la del Grupo Tr.

De cada individuo se obtuvieron muestras de sangre entera anticoagulada con

KsEDTA y se determinó el genotipo para la variante termolábil de la MTHFR (C677T).

Con los resultados obtenidos por biología molecular se calculó, en los dos grupos

estudiados, la proporción de individuos normales, heterocigotas y homocigotas para la

variante termolábil de la MTl-IFR. No se observaron diferencias significativas (tes! x3) en

la distribución genotípica entre los dos grupos (I‘abla 26).

Tabla 26. Proporción (%) de individuos normales, heterocigotas y
homocigotas en los grupos Trombótico y Control.

Normal Heterocigota Homocigota
(C677C) (C677T) (T6777)

Grupo Trombótico
(n = 82) 22,0 % 58,5 % 19,5 %

Grupo Conlrol
(n = 50) 38,0 % 42,0 % 20,0 %

Se calculó también, la frecuencia del alelo T en las dos poblaciones. Este análisis

mostró los siguientes resultados:
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Grupo Trombótico: 48,8 °/o (IC 95%41,2 —56,4 °/o).

Grupo Control: 41,0 °/o (IC 95%31,7 —50,8 °/o).

La distribución alélica tampoco mostró diferencias significativas entre los dos

grupos (Testasintótico para proporciones).

Considerando que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente

para la trombosis venosa, en un análisis posterior se excluyeron aquellos individuos con

niveles de Hcy >15 [JM (valor de corte tradicional). En este subgrupo tampoco se

encontraron diferencias significativas para la distribución genotípica, ni para la frecuencia

del alelo T entre los grupos Control (n = 43) y Trombótico (n = 42).

DISCUSIÓN

En esta tesis se ha demostrado que la presencia del alelo T en la posición 677 del

gen de la MTI-IFR en homocigosis se asocia a niveles de Hcy mayores respecto a los

portadores heterocigotas (CT) y normales (CC). Por otra parte, se postuló que la

hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente para la trombosis venosa. Se

planteó entonces si la variante termolábil de la MTI-IFR sería un factor de riesgo

trombótico. Con este objetivo se realizó el estudio genotípico de individuos que

presentaron episodios de trombosis venosa (Grupo Trombótico) y de sujetos

aparentemente sanos (Grupo Control), con distribución etárea y de sexo similares a la

del Grupo Trombótico. En ningún caso se incluyeron individuos con relación de

parentesco.

Los valores de la distribución genotípica y de la frecuencia del alelo T no

mostraron diferencias significativas entre los dos grupos. Estos resultados sugieren que

la presencia de la variante termolábil de la MTHFR (aún en portadores homocigotas) no

estaría relacionada con el riesgo de trombosis venosa.
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Si bien en el Grupo Trombóúco no fueron evaluados pacientes con factores de

riesgo establecidos, el criterio de inclusión fue independiente de los niveles de I-Icy.Sin

embargo, según lo demostrado, los episodios trombóu'cos de los sujetos evaluados

podrían estar asociados a hiperhomocisteinemia. En una selección más rigurosa de la

población se excluyeron a los pacientes con niveles de Hcy mayor a 15 pM. En este

nuevo análisis los resultados de la distribución genotípica y de la frecuencia del alelo T

confirmaron la ausencia de asociación entre la MTHFR y la trombosis venosa.

A nivel internacional los reportes son contradictorios. Algunos trabajos proponen

al genotipo homocigota para la variante termolábil como factor de riesgo independiente

para la enfermedad aterotrombótica'al’lsz, mientras que otros concluyen que si bien la

mutación C677T/MTFHR es causa de hiperhomocisteinemia leve, no incrementa el

riesgo trombótico'B-“MJBSo lo aumenta débilmente'“.

En el presente estudio la presencia de la variante termolábil de la MTHFR no resultó

factor de riesgo para la trombosis venosa.



HOMOCISTEÍNA
Y HEMOSTASIA

Si bien existen numerosas evidencias clínicas que

relacionan los niveles elevados de homocisteína con los

episodios trombóticos, aún no están esclarecidos los

mecanismos fisiopatológicos involucrados en esta

asociación. Con el fin de dilucidar la acción perjudicial

de la homocisteína se investigó el efecto del aminoácido

sobre componentes del sistema hemostático en

modelos experimentales in vitro y ex vivo.Por otra parte,

se evaluaron los niveles de factor von Willebrand y

dermatán sulfato en hiperhomocisteinemia, como

posibles parámetros asociados al deterioro vascular.
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ACCIÓN DE LA HOMOCISTEÍNA SOBRE COMPONENTES DEL

SISTEMA HEMOSTÁTICO

Con el fin de evaluar el efecto de la Hcy sobre el sistema hemostático se

analizaron: la agregación plaquetaria, la actividad de los factores del sistema de

coagulación y la fibrinolisis, en presencia de concentraciones elevadas de homocisteína.

La mayoría de los trabajos in vitro que han estudiado el efecto de la Hcy en

distintos sistemas, han utilizado concentraciones del aminoácido excesivamente altas

(entre 1 y 10 mM). Este hecho, habitualmente es motivo de crítica de los resultados

reportados. En esta tesis, uno de los objetivos de las experiencias in vitro fue utilizar

concentraciones elevadas de Hcy pero posibles de detectar ex vivo, al menos en algunos

individuos (Ej: en pacientes homocistinúricos los niveles de Hcy pueden llegar a 0,4 - 0,5

mM).

Luego de ensayar la solubilidad y estabilidad de diversas soluciones de Hcy, se

eligió la concentración de la solución de trabajo = 3 mM y la concentración de la

solución final = 0,3 mM.

PLAQUETAS

Se estudió la acción de la homocisteína sobre la agregación plaquetaria, evaluando

in vitro, el efecto sobre las plaquetas y los inductores. Con este objetivo se incubaron

separadamente ambos componentes con solución de I-Icy.

Muestras

A partir de un pool de plasmas rico en plaquetas (PRP) e inductores de agregación

(trombina, ADP, colágeno) se prepararon muestras modificadas in vitro por el agregado

de una solución de Hcy (3 mM). Los controles correspondientes se obtuvieron

reemplazando la solución dc homocisteína por solución fisiológica. Las proporciones y

condiciones ensayadas se indican a continuación:
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PRP —Hcy

Tiempos de incubación (a 37 °C)

a) 900 ul PRI) + 100 ul Hcy Omin 30 min 60 min

a') 900 ul PRP + 100 ul SF " " "

Inductor (Trombina, ADP, Colágeno) —Hcy

Tiempos de incubación (a 37 °C)

b) 200 ul Inductor + 100 ul I-Icy 0 min 60 min

b') 200 ul Inductor + 100 ul SF

c) 150 ul Inductor + 150 ul Hcy 0 min 60 min

c') 150 ul Inductor + 150 ul SF

d) 100 ul Inductor + 200 ul I-lcy 0 min 60 min

d') 100 ul Inductor + 200 ul SF "

Agregaciónplaquetaria

La valoración de la respuesta de agregación de las plaquetas se realizó por el

agregado de 50 ul del inductor a 450 ul de la solución PRP, registrándose la densidad

óptica (DO) en función del tiempo. Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado. Los inductores ensayados fueron trombina, ADP y colágeno, con

concentraciones descriptas en la sección Malerialesy Métodos.

La comparación de las curvas obtenidas para cada una de las muestras respecto a

sus controles mostró los siguientes resultados:
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Los plasmas incubados con l-lcy a distintos tiempos (a) presentaron agregación

normal con los tres inductores. En todos los casos, no se observaron diferencias en

las curvas de agregación de las muestras con Hcy respecto a las de los controles con

solución fisiológica.

El PRP con los inductores trombina o ADP, incubados con I-Icy según las

condiciones (b), (C)y (d), mostró curvas de agregación semejantes a los controles.

El PRP con colágeno incubado con Hcy según (b) y (c), presentó agregación normal.

Por el contrario, el PRP con colágeno incubado con I-Icy,según (d), presentó curvas

de agregación con una amplitud 43 °/omenor respecto a las obtenidas con el control

en las mismas condiciones. Esta disminución fue aún más significativa (73 °/o)cuando

la prueba de agregación se realizó aumentando la proporción de colágeno respecto al

plasma (120 ul colágeno + 380 pl PRP). Estos resultados se muestran en la Figura 23.

A B
T T

C C

M

M

1 Í tiempo Í 1 tiempo

Figura 23. Curvas de agregación plaquetaria. T: transmitancia; C: curva control; M: curva de la
muestra con Hcy. Las flechas indican el agregado de colágeno.
A: 50 ul colágeno+ 450 ul PRP; B: 120 ul colágeno+ 380 pl PRP.
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FACTORES DE COAGULACIÓN

Se estudió el efecto de la homocisteína en dos sistemas experimentales: in vitro y ex

vivo.

Sistema in vitro

A partir de un pool de plasmas normales citratados se prepararon muestras

modificadas in vitro por el agregado de una solución de Hcy 3 mM en solución fisiológica

(SF). Los controles correspondientes se obtuvieron reemplazando la solución de

homocisteína por SF. Las proporciones y condiciones ensayadas se indican a

continuación:

900ulPlasma+100ulHey M,
900ulPlasma+100ulSF ——> C,

37 °C, 1 h
900plPlasma+ 100plHcy —__—> M2
900tuPlasma+100“1SF ——> C2

Todas las muestras y controles se prepararon por triplicado. Las pruebas de

coagulación se realizaron por duplicado con un coagulómetro semiautomátíco ST4

(Stago, Francia).

Se realizaron las pruebas globales (TP: Tiempo de Protrombina; TTPA: Tiempo de

Tromboplastina Parcial Activada y TT: Tiempo de Trombina). Además se determinaron

los niveles de los factores de coagulación (Fbg: Fibrinógeno; FI], F V, FVII, FVIII, FIX,

FX. FX] y FXII). En la Tabla 27 sc muestran los resultados de cada tipo dc muestra (M) y

los controles respectivos (C).
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Tabla 27. Parámetros del sistema de coagulación de muestras modificadas ¡nvitro.

M, C, M2 C2

T.P. (%) 95 (93 —100) 98 (93 —99) 92 (90 —95) 94 (93 —97)

A.P.T. T.(seg) 3 l ,5 (29,0 - 35.5) 33,2 (31,0 - 35) 30,8 (28,2 - 32,1) 3 l ,4 (28,0 —33.0)

TT. (seg) 18,0(17,l -l9,2) l8,5 (16,9-l9.9) l7,8(l5,6—l9,l) l8,5(l7,3—20,0)

Fbg (mg/dl) 250 (240 —260) 255 (240 —260) 245 (230 - 260) 240 (230 —250)

FI] (%) l02 (95 -—108) 108 (l02 - llO) 98 (92 —lOO) 95 (89 —97)

FV (%) 73 (71 - 76) 75 (70 - 76) 60 (58 —63) 58 (55 - 59)

FVII (%) 78 (75 —80) 81 (75 —82) 75 (72 —80) 77 (75 —79)

FV!!! (%) 83 (80 —84) 80 (78 —8|) 82 (77 —85) 78 (75 —83)

FIX (%) 92 (88 - 94) 90 (87 - 92) 88 (85 —92) 86 (84 —90)

FX (%) 93 (87 - 95) 90 (85 - 93) 88 (83 —91) 86 (83 - 90)

FX] (%) 85 (80 —89) 88 (84 - 92) 80 (75 —84) 84 (79 - 86)

FX]! (%) 102 (95 —¡04) 105 (99 —¡06) 98 (90 —100 ) 102 (90 —104)

Los datos están expresados como mediana y rango.

Se compararon los resultados de cada muestra tratada con I-Icy, respecto a los

obtenidos con los controles respectivos. El análisis estadístico (test de Mann-Whitney)

no mostró diferencias significativas entre los mismos.

Sistema ex vivo

Durante un período de tres meses se recolectaron los plasmas en K3EDTA y en

citrato trisódico, de 72 individuos aparentemente sanos. Las muestras se conservaron a

-7O°C hasta su procesamiento.

Se determinó la concentración de I-Icyen todas las muestras (plasmas en EDTA).

Se encontró que 16/72 correspondían a sujetos con hiperhomocisteinemia. Se

seleccionaron las muestras en citrato de estos 16 individuos (Grupo H:
¡‘­

Hípa ' ) y de 16 sujetos con I-lcy baja (Grupo C.‘Control). Las muestras

del Grupo C correspondieron a los mismos días de extracción de las del Grupo H.

Los grupos presentaron las siguientes características (expresadas como mediana y

rango):
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Grupo H: 9 M/7I-I; edad = 42 años (35 - 59 años); Hcy = 24,6 uM (16,2 —38 uM).

Grupo C: 8 M/8H; edad = 37 años (24 —52 años); Hcy = 9,5 uM (7,1 —11,2 uM).

Los niveles de I-Icy en el Grupo H fueron significativamente más altos que en el

Grupo C (p = 0,01; test de Mann-Whiney).

Se determinaron las pruebas globales y los factores de coagulación en plasmas

citratados seleccionados. Los resultados se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Parámetros de coagulación en los grupos de individuos
hipcrhomociteinémicos ycontrol

Grupo H Grupo C
(n =Ió) (n =I6)

T.P. (%) 95 (88 —100) 99 (95 —¡00)

A.P.T.T.(seg) 34,2 (28,0 - 37,4) 32,5 (29,0 —39,5)

T.T. (seg) 20,5 (15,5 —23,2) 19,8 (16.3 —22,l)

Fbg (mg/dl) 315 (195 —388) 278 (270 —355)

FI! (%) 95 (75 —103) lOl (85 -105)

FV (%) 79 (58 - 88) 85 (60 —98)

FV]! (%) 8] (67 —92) 89 (65 - 100)

FV!!! (%) 90 (53 —¡05) 94 (60 - ¡02)

FIX (%) 82 (77 —100) 90 (83 - ¡09)

FX (%) 99 (80 —l05) 95 (85 - l00)

FX] (%) 82 (67 —98) 87 (73 - 98)

FX]! (%) 97 (65 —102) ¡03 (84 —I lO)

Los datos sc expresan como mediana y rango.

Los parámetros evaluados no mostraron diferencias significativas entre los grupos

entre los dos grupos (test de Mann-Whitney).
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FIBRINOLISIS

Se evaluó el efecto de la homocisteína sobre pruebas globales de la fibrinolisis.

Tiempo de lisis de sangre entera diluida

Para la evaluación de esta prueba, en el sistema de reacción se incorporó solución

de Hcy 3 mM, en una proporción cuya concentración final resultara = 0,3 mM. El

control correspondiente se obtuvo reemplazando la solución de homocisteína por

solución fisiológica (SF). Las proporciones y condiciones ensayadas se indican a

continuación:

200 pl sangre + 1.500 ul buffer + 200 pl I-Icy M3

200pl sangre+ 1.500ul buffer+ 200plSF —> C3

La muestra y el control se prepararon por triplicado. A cada sistema se agregaron

100 ul de trombina y se procedió según la técnica. La disolución total de los coágulos se

observó a las 22hs 33min y a las 22hs 08min para M3 y C3 respectivamente (los

resultados expresan el promedio del ensayo realizado por triplicado). La diferencia entre

el tiempo de lisis de la muestra y del control no resultó estadísticamente significativa.

Tiempo de lisis de euglobulinas

La precipitación de la fracción euglobulínica se realizó a partir de un pool de

plasmas normales citratados. Luego de descartar el sobrenadante, que contiene la mayor

parte de los inhibidores del sistema fibrinoli'tíco, se disolvió el precipitado con buffer

borato, a 37 °C. A partir de esta solución se agregó I-Icy en concentración final = 0,3

mM. Para el control se agregó SF:

500 pl solución euglobulínica + 55,5 pl I-lcy M4

500ul solucióneuglobulínica+ 55,5plSF —> C4
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La muestra y el control se prepararon por cuadruplicado. Se agregó la solución de

CaClz,obteniéndose los coágulos correspondientes. Los tiempos de lisis de euglobulinas,

expresados como mediana y rango, resultaron 192 (175 —235) minutos y 195 (180 —240)

minutos, para M4 y C4 respectivamente. No se observaron diferencias significativas en

los tiempos de lisis de la muestra tratada con Hcy respecto al control. í

DISCUSIÓN

En esta sección de la tesis se estudió el efecto de altas concentraciones de Hcy

sobre componentes del sistema hemostático, a través dc pruebas de evaluación que sc

realizan en el laboratorio de hemostasia.

En los estudios de agregación plaquetaria se analizó separadamente la acción de la

Hcy sobre los componentes principales de esta prueba: plaquetas e induclores.

Plaquetas. Los resultados obtenidos muestran que, en los sistemas in vitro

ensayados (PRI) —Hcy), las concentraciones de Hcy utilizadas no incrementaron la

agregación de las plaquetas, sugiriendo que el aminoácido no modificaría las reacciones

intracelulares involucradas en la unión plaqueta-plaqueta. Probablemente, no se modifica

la actividad de la glicoproteína IIbIIIa (reguladora del proceso de agregación) ni de los

ligandos intervinientes en la unión, como el fibrinógeno, la trombospondina y la

fibronectina.

En la literatura se dispone de pocos reportes referidos a la agregación plaquetaria

en hiperhomocisteinemia (HI-Icy). Coppola et a1. ‘32no encontraron diferencias significa­

tivas en los resultados dc esta prueba (agonistas utilizados: ADP, ácido araquidónico y

colágeno) entre individuos homocistínúricos y un grupo control. En modelos animales

con Hl-lcy inducida, Fuglsang el al. reportaron que la agregación con ADP resultó

normal, mientras que con colágeno la respuesta disminuyó respecto al controlm. En

cambio, otros investigadores en modelos experimentales similares, observaron una

potenciación de la agregación plaquetaria en respuesta al ADP y a la trombina‘“.
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Probablemente, las discrepancias en los resultados se deben a que la l-lcy no

aumenta la agregación plaquetaria per se, sino que de manera dosis-dependiente, induciría

la adhesión de las plaquetas a las células endoteliales, como consecuencia de su efecto

tóxico sobre el endotelio mismo.

lnductores. En estas experiencias se evaluó la agregación plaquetaria post­

incubación de los distintos agonistas con I-Icy.Se observaron respuestas similares a la de

los controles cuando se utilizó ADP y trombina en todas las proporciones ensayadas.

Igual resultado se obtuvo con colágeno incubado en las condiciones (b) y (c). Sin

embargo, cuando la relación “Hcy/Colágeno” utilizada fue mayor (d), la agregación fue

significativamente menor respecto al control (descenso de la amplitud de la curva =

43%). Además, cuando se aumentó la proporción “Colágeno(d)/PRP” en la prueba de

agregación, se registró un descenso aún más significativo en la amplitud de la curva

(73%). Los resultados de las experiencias indican que la Hcy no modificaría la integridad

metabólica de las plaquetas (evaluada por las pruebas de agregación) pero sí afectaría la

estructura y/o funcionalidad del colágeno.

Existe poca información acerca de la posible acción de la l-Icy sobre las fibras de

colágeno. Estas fibras constituyen uno de los componentes del tejido conectivo que le

confieren resistencia y flexibilidad. Se ha hipotetizado que las complicaciones oculares,

óseas y vasculares observadas en pacientes homocistinúricos no tratados, se asociarían a

un defecto en el entrecruzamiento de las fibras de colágeno, mediado por la Hcy‘H".

Probablemente los grupos sulfhidrilos del aminoácido bloquearían a los grupos

aldehídos del colágeno, los que le confieren funcionalidad a la proteínam’J‘”. Este efecto

de la I-Icy sobre la integridad del tejido conectivo también estaría relacionado con

desenlaces obstétricos adversos observados en mujeres hiperhomocisteinémicas

embarazadas”?

Si bien los resultados del presente estudio y las hipótesis enunciadas no muestran

una relación directa de la I-Icysobre las plaquetas (uno de los objetivos de esta parte de la

tesis), las observaciones respecto al colágeno plantean otros puntos de interés a

investigar.
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En la evaluación del efecto de la I-Icy sobre los factores dc coagulación se

analizaron muestras plasmáticas modificadas in vitro y obtenidas de pacientes con HHcy.

La ausencia de diferencias significativas en los resultados de las pruebas globales y dosaje

de factores (Tabla 27 y 28) entre las muestras y los controles respectivos, sugieren que

altas concentraciones de I-Icy (tanto in vitro como ex vivo)no modificarían la actividad de

los componentes evaluados.

Para el estudio de la relación de la I-Icy con la fibrinolisis se realizaron las pruebas

de lisis de sangre entera diluida y lisis de euglobulinas en presencia de I-Icy. Los tiempos

de lisis de los coágulos obtenidos a partir de sangre entera diluida resultaron similares en

las muestras y en los controles, sugiriendo que la relación entre tPA-PAI (Activador

tisular del plasminógeno-Inhibidor del activador del plasminógeno) se mantiene en

equilibrio. En la prueba de lisis de euglobulinas también se registraron tiempos sin

diferencias significativas entre las muestras tratadas con Hcy y sus controles. En esta

técnica se eliminan del sistema los inhibidores de la fibrinolisis, por lo que de los

resultados obtenidos podría inferirse que la Hcy no produciría modificaciones

importantes en la actividad del t-PA (principal activador del sistema fibrinolítico).

Si bien se trata de pruebas globales de evaluación de la fibrinolisis, orientan acerca

de ciertas alteraciones en el sistema total.

Sólo pocos estudios han investigado la relación directa entre la hiperhomo­

cisteinemia y los sistemas de coagulación y fibrinolítico en humanos. Para los factores de

coagulación se dispone de datos parciales y contradictorios, según el estudio analizado.

Los trabajos de von Eckardtein et al. y de B.Kuch el al. demostraron una fuerte

asociación entre la concentración plasmática de Hcy y los niveles de fibrinógenoW-‘J‘M,

mientras que los estudios Framingham, ARIC y Caerphilly no encontraron dicha

asociación94-‘95J9".No se conocen otras referencias relevantes que reporten los niveles de

los factores de coagulación en hiperhomocisteinernia.

Respecto a la relación entre la concentración elevada de Hcy y los parámetros

fibrinolíticos también existen controversias. Algunos investigadores observaron una
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correlación si 'ficau'va entre la homocisteinemía los niveles anti énícos de t-PA'978m Y g Y

PAI-1'99,en cambio M.Bozic et al. demostraron lo contrario")?

En los estudios in vitro y ex vivo no se encontraron evidencias para asociar los niveles

elevados de homocisteína con alteraciones en las plaquetas, losfactores de coagulación y en

la fibrinolisis. Un hallazgo significativo fue la modificación de la actividad agregante del

colágeno, sugiriendo que altas concentraciones de Hcy podrían afectar la estructura de la

proteína.
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RELACIÓN DE LA HOMOCISTEINEMIA CON LOS NIVELES DE

DERMATÁN SULFATO Y FACTOR VON WILLEBRAND

En base a experiencias previas en nuestro laboratorio, encontramos que los niveles

plasmáticos de dermatán sulfato (DS) están aumentados en pacientes quemados, en

enfermos renales (en hemodiálisis) y en pacientes sépticos. Estos hallazgos sugieren que

una concentración elevada de DS en circulación, estaría asociada a la injuria endotelial.

Considerando que estudios experimentales ¡n virropostulan que una concentración

elevada de Hcy induciría disrupción endotelial, se analizaron los niveles de dermatán

sulfato y de factor von Willebrand en individuos con hiperhomocisteinemia.

Con este objetivo de evaluaron los plasmas obtenidos en citrato trisódico dc 40

individuos con una edad de 75 años (66 a 83 años), expresada como mediana y rango. Sc

seleccionaron muestras de sujetos con niveles elevados de I-Icy (Grupo A > 15 uM) y

con niveles bajos de I-Icy (Grupo B S 15 uM).

En todas las muestras se determinaron las concentraciones de dermatán sulfato y

de factor von Willebrand.

Los resultados para cada grupo se resumen en la Tabla 29.

Tabla 29. Niveles de Hcy, DS y Fv\V en individuos con hiperhomocisteinemia y en un
grupo control.

Grupo A Grupo B
(n = 20) (n = 20) P

Homocisleína (,uM) 22,0 (15,2 - 48,9) 12,6 (7,7 —¡5,0) < 0,000]

Dermatán sulfato (ug/ml) 1,75 (0,00 —3,00) 0,85 (0,00 —3.00) 0,05

Factor von Willebrand (%) 328 (¡62 —368) 200 (ISO —305) 0.01

Grupo A: Hcy > 15 uM; Grupo B: Hcy S 15 uM.
Valores expresados como mediana y rango. Test estadístico: Mann-Whitney.
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DISCUSIÓN

El endotelio, superficie interna del sistema vascular, desempeña un rol activo en la

regulación de la hemostasia y del tono y permeabilidad de los vasos sanguíneos. El

endotelio está constituido por una monocapa de células endoteliales que controla el

intercambio de distintos componentes con la matriz extracelular. En estado basal o

quiesceme se expresan y desarrollan su acción la mayoría de las sustancias con actividad

antitrombótica, mientras que cuando el endotelio se activa por injuria mecánica o

estímulos inflamatorios se liberan fundamentalmente sustancias protrombóticas. Por lo

tanto, una alteración del endotelio puede producir desequilibrios en su entorno y

contribuir al desarrollo de procesos aterotrombóticosz‘”.

En la Introducción de esta tesis se han comentado los mecanismos fisiopatológicos

involucrados en la acción tóxica de la I-Icy sobre el endotelio. Se postula que una

concentración elevada de Hcy provoca disfunción e injuria endotelial mediante un efecto

directo o a través de la generación de otras moléculas. Estos hallazgos se observaron en

experiencias con cultivos celulares, pero aún no hay resultados concluyentes de la acción

de la Hcy sobre la función vascular in vivo.

Existen pocos estudios que hayan evaluado los niveles de marcadores de daño

endotelial en hiperhomocisteinemia. Entre ellos se ha descripto aumento en la

concentración de trombomodulina solublez‘" y de factor von Willebrand (FvW)202en

individuos hiperhomnn' t ' ns En particular, van den Berg et al. encontraron que

cuando disminuyeron los niveles plasmáticos de Hcy post-tratamiento vitamínico,

también descendieron aquellos marcadores“.

El DS es un glicosaminoglicano (GAG) natural sintetizado en los fibroblastos del

subendotelio. En sujetos normales no se detectan niveles de DS en circulación, por lo

que la presencia de este GAG sugiere alguna alteración vascular.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, se encontró que en pacientes con

alteraciones del sistema vascular (sépticos, quemados y enfermos renales crónicos) los

niveles plasmáticos de dermatán sulfato (DS) resultaron significativamente aumentados
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respecto a controles sanos. Con estos antecedentes se evaluaron las concentraciones de

DS y de FvW en un grupo de individuos con hiperhomocisteinemia.

El valor de la mediana de DS y de FvW determinados en el grupo control (Grupo

B) resultaron mayores a los valores de referencia (DS=no detectable; FvW=60 - 150 °/o).

Probablemente, los resultados se expliquen por la edad avanzada de los individuos

evaluados. En el grupo con HHcy (Grupo A) los parámetros analizados fueron aún más

elevados, resultando significativamente mayores que en los controles.

Como respuesta a la injuria vascular se desencadenan complejos mecanismos

celulares y moleculares tales como formación del trombo, proliferación y muerte celular,

procesos inflamatorios, modificación de la matriz extracelular, remodelación vascular,

etc. Estudios recientes han encontrado un importante rol del DS en relación al daño

tisular; este GAG, liberado durante la injuria, parece estar involucrado cn un camino de

señalización celular importante para la inflamación y en la reparación dsularz‘“.

Por lo tanto, los niveles de DS y FVW detectados en los individuos con HHcy

podrían estar asociados al deterioro vascular que presumiblemente presentan los sujetos

evaluados.

Si bien no se ha establecido que el dermalán sulfato es un marcador de disfunción

endotelial, los resultados obtenidos plantean esta posibilidad.
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ACCIÓN DE LA HOMOCISTEÍNA EN LA FORMACIÓN DE LA RED DE

FIBRINA

A nivel internacional se han realizado numerosas experiencias in vitro, ex vivo y en

modelos animales con el fin de interpretar la relación entre hiperhomocisteinemia y

trombosis. La mayoría de los estudios que pretenden interpretar esta asociación están

basados en el daño endotelial y los eventos sucesivos previos a la generación del trombo.

Sin embargo, los mecanismos involucrados aún no han sido completamente esclarecidos.

Con el fin de dilucidar posibles mecanismos que contribuyan a la acción

protrombótica de la I-lcy se evaluó su efecto en la formación y estructura de la red de

fibrina.

FIBRINOFORMACIÓN

Se evaluó el efecto de la homocisteína en la fibrinoformación y se comparó con la

acción de otros compuestos azufrados, en las mismas condiciones experimentales. .

Se incubaron a 37 °C durante 1 hora, alícuotas de un pool de plasmas normales

citratados con soluciones recién preparadas de: homocisteína, cisteína y homocistina, en

concentración final (c.f.) = 0,3 mM. La muestra control se obtuvo reemplazando los

compuestos azufrados por bujferPBS.

A cada una de las muestras plasmáticas modificadas se agregó trombina bovina

(c.f.= 0,05 U/ ml) y CaClz (c.f. = 33 mM), obteniéndose los coágulos correspondientes.

Los ensayos se realizaron por triplicado, en policubetas de poliestireno. La

fibrinoformación y la estructura de las redes de fibrinas obtenidas se evaluaron mediante

estudios cinéticos y microscopía electrónica de barrido (M.E.B.).
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o Cinéa'ca de la fibn'nofonnacíón

Durante el proceso de coagulación de cada uno de los plasmas ensayados, se

registró la densidad óptica (DO) a 450 nm en función del tiempo hasta valor constante

(Fig. 24).

D0(450nm) -0- PBS

..._ “cy
+Cisleina
— Homocislinn

0 5 10 15 20 25 30 35

'l'icmpo (min)

Figura 24. Efecto de los compuestos azufrados sobre la fibrinoformación.
Las curvas representan el promedio de las DO (n = 3) vr. cl tiempo.

Las curvas sigmoideas obtenidas fueron caracterizadas por tres parámetros: fase lag,

(tiempo de inicio de la coagulación), pendiente (velocidad de fibrinoformación) y D0

máxima (Tabla 30).

Tabla 30. Parámetros de la cinética de la fibrinoformación.

Fase lag (min) Pendieme (min'l) D0,,,¿,,,,,a

Control (PBS) 15,6 :t 1,4 0,140 :k0,079 1,478 :b0,024

Homocisteína 14,3 :t 1,3 0,132 :1:0,019 1,517 i 0,023

Cisteína 16,6 :t 0,7 0,132 :t 0,028 1,527 i 0,025

Homocistina 15,3 :b0,6 0,1 18 :b0,026 1,491 i 0,028

Los resultados se expresan como media i DE.
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Para los tres parámetros estudiados no se observaron diferencias significativas

entre cada una de las sustancias ensayadas respecto al control (test de Student).

o Estructura de las redes de fibn'na

Las redes obtenidas en los diferentes ensayos se observaron con un microscopio

electrónico de barrido (MEB) y se obtuvieron las fotografías correspondientes a 3.000

aumentos (Lámina II). Para la caracterización de las redes, las fotos se evaluaron con un

sistema analizador de imágenes, determinando el número de fibras por campo, el

porcen-taje de red, el ancho y largo de las fibras. Se evaluaron 12 campos de igual área,

aleatoriamente seleccionados (Tabla 31).

Tabla 31. Caracterización de las redes de fibrina.

N° F¡bros/campo % Red Ancho defibra (pm) Largo defibra (pm)
(n=12) (n=12) (n=180) (n=180)

Cantro! PBS 30 62 0,3 1 1,02
( 27 - 32 ) (56 - 70) ( 0,17-0,41) (0,56-2,31)

Homocisteína 36 76 0,33 0,56
( 32 - 38 ) (73 - 77) (0,18 - 0,69) (0,23 - 1,89)
p = 0,01 p = 0,05 p = 0,04 p = 0,001

Cisteína 3 l 65 0,36 0,83
( 21 —35 ) (42 - 70) (0,20 - 0,84) (0,38 - 1,96)

NS NS p = 0,02 p = 0,001

Homocistina 3 1 65 0,3 1 0,92
(27 - 33 ) (57 - 70) (0,18 - 0,61) (0,46 —2,55)

NS NS NS NS

°/oRed: (Área total de las fibras/ Área total del campo) x 100.
Los parámetros están expresados como mediana y rango. La comparación estadística se realizó con el
¡es! de Mann-W’hitney. NS: diferencias no significativas.

Con Hcy se obtuvieron redes de fibrina con un número de fibras por campo y

porcentaje de red estadísticamente más altos que el control. Además, las fibras resultaron

más gruesas y cortas. De esta manera, las redes observadas presentaron una arquitectura

más densa y con más ramificaciones que el control.
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En presencia de cisteína se formaron redes cuyo número de fibras por campo y

porcentaje de red fueron similares al control, aunque las fibras resultaron significativa­

mente más gruesas y cortas.

Con homocistina no se observaron diferencias significativas en ninguno de los

parámetros que caracterizan la red.

DISCUSIÓN

Los mecanismos que pretenden explicar la asociación entre la hiperhomo­

cisteincmia y la enfermedad vascular oclusiva no están totalmente esclarecidos. Se

postula que la I-Icy reducida afectaría el balance normal del endotelio, generando un

microambiente protrombótico'z'. Este efecto se ejercería por la acción directa de la I-Icy

sobre proteínas intra y extracelulares o indirectamente mediante las especies oxigenadas

altamente reactivas que se generan durante la auto-oxidación de la Hcy. Los trabajos

publicados intentan explicar el efecto trombogénico de la Hcy a partir del daño

endotelial y de los procesos previos relacionados a la generación del trombo. Sin

embargo aún no se han reportado las consecuencias que la presencia de altos niveles de

Hcy tendría sobre las características del trombo. Por lo tanto, en este trabajo se evaluó

las características del coágulo plasmádco obtenido en presencia del aminoácido y de

otros compuestos azufrados.

La Figura 24 y la Tabla 30 muestran los resultados de la cinética de la

fibrinoformación. No se observaron diferencias significativas en los parámetros

registrados para cada una de las curvas vs. el control. Este hecho sugiere que las distintas

sustancias ensayadas no afectarían a las velocidades de liberación de los fibrinopétidos A

y B del fibrinógeno ni a la polimerización de los monómeros de fibrina. Además, la

ausencia de diferencias en las propiedades ópticas de los geles de fibrina hidratados

indicaría similitud entre las estructuras obtenidas. Sin embargo, la microscopía

electrónica de las redes de fibrina reveló diferencias importantes entre las redes, lo que
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propone que la mera comparación de DO no sería suficiente para detectar cambios

estructurales.

La Lámina II y Tabla 31 muestran que la red obtenida con I-lcy posee una

estructura más compacta, con fibras significativamente más gruesas y cortas que las del

control. Weisel et al. han demostrado que la velocidad de fibrinolisis es fuertemente

dependiente del tamaño y de la arquitectura de la red”). La plasmina corta

transversalmente a las fibras individuales, lo que explicaría que las fibras gruesas sean

más lentamente lisadas que las fibras delgadas. Además, las tramas cerradas, con más

ramificaciones, son digeridas con más dificultad que las estructuras abiertas, ya que hay

más fibras por unidad de volumen para cortar, disminuyendo la difusión de los

componentes del sistema fibrinolítíco. Por lo tanto, estas redes ofrecerían mayor

resistencia a la lisis.

Numerosos estudios demostraron que la acción perjudicial de la Hcy estaría

mediada por el grupo tio]. La Hcy sería oxidada a disulfuro por sustancias con -SH, tales

como la misma I-Icy,la cisteína, glutau'ón o diferentes proteínas. Además, la I-lcy también

podría intervenir en reacciones de intercambio de uniones disulfuros‘“. Con el fin de

dilucidar si el grupo tio! está efectivamente involucrado en los resultados obtenidos, se

analizó el efecto de otros compuestos azufrados, tales como homocistina y cisteína.

Analizando la Lámina II y la Tabla 31, surge que sólo la red de fibrina obtenida en

presencia de homocistina es semejante a la del control. La homocistina es el dimero de la

l-lcy (I-Icy-S-S-l-Icy)y por lo tanto no presenta el grupo tio! libre en su molécula. Por otra

parte, la incubación con cisteína generó una red con fibras más gruesas y cortas que el

control, aunque la trama de la red (N° fibras/ campo) no mostró diferencias estadística­

mente significativas. Los cambios sólo parciales, observados con cisteína sugieren que la

reactividad de este arninoácido sería de menor magnitud que la asociada a la Hcy.

Además, esta observación estaría apoyada por el hecho de que existen muy pocos

reportes que evidencian una acción aterogénica de la cisteína, a pesar dc que su

concentración plasmática es 20-30 veces mayor que la de I-Icym.
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Las modificaciones observadas con Hcy y con cisteína, pero no con homocistina

sugieren que el grupo —SH estaría involucrado en esos cambios. Sin embargo, en

concordancia con otros reportes internacionales, aún no se puede esclarecer si se trata de

un efecto del grupo tiol específico de la Hcy o si es un efecto de ese grupo presente en

otros compuestos azufrados.

En conclusión. se demostró que las redes de fibrina obtenidas en presencia de

homocisteínapresentan caracteristicas diferentes respecto al control; confibras más cortas,

gruesas y ramificadas, resultando en una trama más compacta. Estos resultados generarían

coágulos más resistentes a la fibrinolisis. Además, el grupo —SHestaría involucrado en los

cambios observados. Estos hallazgos constituyen un nuevo aporte para el esclarecimiento de

los mecanismos implicados en el efecto trombogénico de la hiperhomocisteinemia.



Lámina II

Control Homocisteína
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Imágenes de microscopía electrónica de barrido. Redes de fibrina obtenidas a partir de
plasma incubado con PBS (control), homocisteína, cisteína y homocístina.
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EVALUACIÓN DE COMPONENTES INVOLUCRADOS EN LA

FIBRINOFORMACIÓN

En base a los hallazgos obtenidos en la fibrinoformación, se planteó si altas

concentraciones de I-Icy causarían modificaciones o alteraciones de algunos de los

componentes involucrados en la red de fibrina. Con este objetivo se realizaron

experiencias a partir de fibrinógeno (Fbg) puro y de concentrado de factor XIII (FXIII).

o Hbdnógeno

Teniendo en cuenta la relación molar de las muestras que se utilizaron para la

formación de las redes de fibrina y considerando a la concentración plasmática media de

Fbg = 300 mg/ dl, se prepararon las muestras M, (incubación 1 h, 37 °C); M2 (incubación

4 hs, 37 °C) y los controles respectivos, C¡ y C2(con buffer PBS):

900 pl Fbg + 100 tu I-Icy 37 °C' 1 h M,

900 ¡JJFbg + 100 pl PBS " C,

900plFbg+100plHcyJL. M2
900¡11Fbg+100tuPBS—> C2

Además, se prepararon las muestras M3 y M4, con mayor proporción de Hcy

respecto al Fbg:

500 pl Fbg + 500 pl I-Icy 37 C' 1 h

500plFbg+500“1PBS—"—__ C,

500tuFbg+500tuHcyA. M4
500tuFbg+500plPBS—> C4
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Las soluciones de fibrinógeno y homocisteína se prepararon a partir de los

reactivos descriptos en la sección de Materiales y Métodos, en concentraciones iniciales

según se indican:

Fbg (en PBS) = 300 mg/ dl Hcy (en PBS) = 3 mM

Para evaluar los posibles efectos de la I-Icy sobre el Fbg se realizaron las

siguientes determinaciones:

Actividad En cada una de las muestras y controles se determinaron los niveles de Fbg

por actividad coagulante (Método de Clauss). Las muestras se prepararon por triplicado

y las determinaciones se realizaron por duplicado. Los datos obtenidos, expresados

como mediana y rango, se muestran en la Tabla 32. No se observaron diferencias

significativas entre los niveles de Fbg de cada muestra respecto a su control.

Tabla 32. Actividad coagulante de fibrinógeno en muestras incubadas con Hcy (M)o PBS (C).

Fbg (mg/dl)

M, C, M2 C, M, C, M4 C4

Mediana 217 220 214 212 ¡42 ¡45 ¡39 ¡4o

Rango 215-221 2|7-222 21l-2l7 2| ¡-215 ¡39-145 ¡40147 l36-l4l l36-l42

M, - M4 y C l - C4: ver descripción en el texto.

Electroforesis. Se realizó la corrida electroforética en gel de poliacrilamida con SDS, de

cada una de las muestras incubadas con I-Icyy de los controles respectivos. Además, se

corrió la solución de Fbg utilizado en la experiencia y de Fbg pretratado con un agente

reductor (2-mercaptoetanol). Se desarrolló la electroforesis vertical en mini-geles (ver

condiciones en sección Materiales y Métodos). En cada calle se sembraron 10 pl de cada

muestra, con igual concentración proteica (0,6 mg/ ml). El perfil electroforético obtenido

se muestra en la figura 25.
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Figura 25. Electroforesis (SBS-PAGE) de las muestras de fibrinógeno
incubado con Hcy o PBS (ver descripción en el texto).

DC a deL: C], M], C2,M2, pum, reducido,C3,M3,C4,M4.

Las bandas obtenidas en todas las calles (excepto la calle 6) no presentaron

alteraciones del perfil electroforético entre las distintas muestras (M1,M2, M3, M4 y Fbg

puro)y entre cada muestra y su control. Sólo en la calle 6 (Fbg + reductor) se observa

modificación de las bandas respecto a la solución de F bg puro.

o FactotXIII

En este caso también se realizaron las determinaciones de actividad y las

electroforesis de diversas muestras para evaluar si la Hcy afecta al factor XIII.

Actividad. Se determinó por el método espectrofotométrico y la prueba de solubilidad en

urea. Estas determinaciones requieren la presencia de Fbg, por lo que las muestras

utilizadas se prepararon a partir de plasma. Con el fin de reproducir la relación de los

componentes utilizados en la experiencia de la fibrinoformación se incubó plasma con

Hcy en la siguiente proporción (se prepararon los controles correspondientes con

solución fisiológica):
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900 pl Plasma + 100 ¡.11Hcy 37 °C' 1 h M5

900plPlasma+ 100plSF —¿—> C5

Se preparó la muestra M6,con mayor proporción de I-Icyrespecto al plasma:

500plPlasma+500plI-lcyL. M6
500 pl Plasma + 500 pl SF C6

Considerando que 1 ml de plasma contiene 1 U de FXIII y que la solución

preparada a partir del concentrado de factor XIII humano contiene 62,5 U/ml, se

realizaron incubaciones previas de FXIII con Hcy (y sus controles con SF) en dos

proporciones:

a) relación de los componentes en el sistema 900 pl Plasma + 100 pl Hcy

15plFXIII+100plHcy L A
15plFXIII+100plSF ——> A'

b) relación al medio de ambos componentes

50plFXIII+50plHcy JL,

En todos los casos la concentración de la solución de I-Icyutilizada fue 3 mM.

Como las determinaciones de actividad de FXIII requieren componentes

plasmáticos, los sistemas A y B se realizaron con plasma, según:

500plPlama+500plA M. M7
500plPlasma+500¡.11A' É C7
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Sin incubación500ulPlama+500ulB —> M3
500 pl Plasma+ 500 ul B’ " C3

Las muestras y las determinaciones se realizaron por duplicado. La actividad de

FXIII (por el método espectrofotométrico) de cada muestra y control se muestran en la

Tabla 33, (datos expresados como mediana y rango).

Tabla 33. Actividad de factor XIII en las muestras incubadas con Hcy (M)o SF (C).

FXÍTI (%)

M5 C5 M6 C6 M7 C7 Mg Ca

Mediana 98 97 55 53 l98 l97 249 246

Rango 97-]00 95-99 53-56 50-55 l95-20l |94-200 245-250 242-250

M5 - M3 y C5 - C3: ver descripción en el texto.

No se observaron diferencias significativas entre los niveles de FXIII dc cada

muestra respecto a su control.

La actividad de FXIII también se determinó por la prueba de solubilidad en urea.

Con esta técnica se evaluaron las mismas muestras dosadas por el método espectro­

fotométrico.

La consistencia y disolución de los coágulos se realizó a las 24, 30, 40, 50 y 65 hs.

En la Tabla 34 se muestran cualitativamente los resultados de la experiencia.

Tabla 34. Prueba de solubilidad en urea.

M5 C5 M6 C6 M7 C 7 Ms C5

24 hs. - - - - - - - ­

30 hs. - - - - - - — ­

40 hs. + + + + - - - +

50 hs. + + ­

65 hs. +

+: Tiempo de disolución total del coágulo.
M5 - Mg y C5 - C3: ver descripción en el texto.
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Electroforesís. Se realizó la corrida electroforética en gel de poliacrilamida con SDS de la

solución de FXIIIpmo,de las muestras de FXIII incubado con Hcy y de los controles. Se

desarrolló la electroforesis vertical en mini-geles y en cada calle se sembraron 10 pl de

cada muestra, con igual concentración proteica (0,6 mg/ml). El perfil electroforético

obtenido se muestra en la figura 26.

Figura 26. Electroforesis (SDS-PAGE) de las muestras de
factor XIII incubado con Hcy o SF (ver descripción en el texto).
De izq. a den: FXIII pm, A, A ’,B, B '.

Las bandas obtenidas en todas las calles no mostraron alteraciones del perfil

electroforético entre las distintas muestras (A, B y FXIII pum)y entre cada muestra y su

control.

DISCUSIÓN

Las alteraciones halladas en las redes de fibrina obtenidas en presencia de Hcy,

plantearon el interrogante acerca de cuáles serían los componentes involucrados en la

fibrinoformación que estarían afectados por altas concentraciones del aminoácido. Si

bien en la generación del trombo in vivo intervienen los componentes sanguíneos, en el

modelo experimental utilizado, se excluyeron a los eritrocitos, linfocitos y plaquetas. Por

lo tanto, los cambios observados estarian asociados sólo a modificaciones de
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compuestos plasmáticos. B. Blómback demostró que diferentes factores del plasma

modulan la red de fibrina, en particular postuló que cambios estructurales en el

fibrinógeno (Fbg) podrían generar coágulos trombogénicos, difíciles de lisar3"5.Por otra

parte, estudios recientes mostraron que sustancias con grupos lio! en la molécula,

incrementan el grado de entrecruzamiento del fibrinógeno y fibrina mediado por el

factor XIII (FXIIDM. En base a estos reportes y a los resultados del presente trabajo se

postula que altas concentraciones de homocisteína podrían modificar la estructura y/o

función del Fbg y del FXIII.

Para la evaluación del fibrinógeno se consideró que las posibles reacciones con I-Icy

no son de tipo enzimático, por lo que la magnitud de la modificación proteica sería

proporcional al nivel de I-lcyplasmática y al tiempo que la proteína estuviera en contacto

con el aminoácido. Por lo tanto, se prepararon las muestras M¡, M2, M3 y M4 (y los

controles respectivos). La Tabla 32 muestra que no se evidenciaron diferencias

significativas entre los niveles de Fbg, determinados por el método de Clauss, de cada

muestra respecto a su control. Este hecho sugiere que la I-Icyno afectaría la liberación de

los fibrinopéptidos A y B de la región aminoterminal de las cadenas AOLBB respectiva­

mente, para la conversión del Fbg en monómeros de fibrina. La ausencia de diferencias

en los tiempos de coagulación (por Clauss) entre cada muestra y su control plantean,

además, que la Hcy no modificaría la agregación y polimerización de los monómeros de

fibrina. Por otra parte, tampoco sc observaron alteraciones del perfil electroforético

(sistema SDS-PAGE) entre cada muestra y su control, por lo que no habrían

modificaciones importantes en la estructura del Fbg. La presencia del grupo tio! en la

molécula de Hcy, le confiere propiedades oxidantes y/o reductoras, dependiendo del

potencial redox del medio“. Para evaluar esta característica, se comparó con el efecto

producido con 2-mercaptoetanol (2-ME), reconocido agente reductor en los sistemas

biológicos. La calle 6 del gel de poliacrilamida muestra la corrida electroforética del Fbg

tratado con 2-ME. Se observan las tres bandas características de las cadenas AOL,BB y y

del Fbg, que surgen de la reducción de puentes disulfuros intercadenas. Este patrón no
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se observa en el resto de las calles del gel, sugiriendo que la Hcy no ejercería un efecto

reductor sobre el Fbg, al menos en las condiciones de las muestras analizadas.

En la evaluación del factor XIII, los resultados de la determinación de actividad

por el método espectrofotométrico mostraron valores levemente aumentados en las

muestras con l-lcy respecto a cada control, aunque las diferencias no fueron

estadísticamente significativas (Tabla 33). Por otra parte, con la prueba de solubilidad en

urea, las muestras de plasmas incubados con I-Icy en distintas proporciones (M5 y M6) y

los controles (C5y C6), mostraron resultados semejantes (tiempo de disolución = 40 hs.).

Esto sugeriría la generación de coágulos de consistencia similar. Cuando la incubación

con Hcy se realizó directamente con FXIII (muestras A y B) y posterior agregado dc

plasma (M7 y M3), la disolución de los coágulos obtenidos, ocurrió entre las 50 y 65 hs.

Esto se explicaría porque estas muestras tienen mayor concentración de FXIII respecto

a M5 y M6. Los resultados obtenidos con la muestra M7 fueron similares al control C7,

mientras que en las condiciones de M3y C3 se observó una diferencia importante en los

tiempos de disolución del coágulo: 65 hs. para la muestra con Hcy y 40 hs. para su

control.

Si bien no se observó un aumento significativo de la actividad del FXIII en los

sistemas con I-Icyrespecto a los controles (método espectrofotométrico), sí se infirió que

los coágulos obtenidos en presencia de Hcy con las muestras M3 resultaron

notablemente más estables que con los controles C3 (prueba con urea). La diferencia de

resultados entre los dos métodos podría explicarse por la diferencia de fundamentos de

las técnicas. En el método espectrofotométrico, la concentración de FXIII se determina

indirectamente a través de reacciones químicas en las que intervienen sustratos no

fisiológicos y fundamentalmente, refleja cantidad de la proteína. En cambio, con la

prueba de solubilidad en urea se infieren los niveles de FXIII mediante su función

específica (estabilización de la red de fibrina) en un sistema fisiológico: el FXIIIncm-ad0

(transglutaminasa), que se genera por el agregado de trombina e iones Caz“, entrecruza

las cadenas 0Ly y de la fibrina, lo que confiere estabilidad mecánica a la red formada. La

activación del FXIII presupone un cambio conformacional, permitiendo el acceso de su
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sustratos, principalmente Fbg y fibrina, a la triada catalítica (cisteína - histidina - ác.

aspárúco) del sitio activo de la molécula de FXIIIZ‘". Se ha postulado que el grupo tiol de

la cisteína debe permanecer en estado reducido para que la proteína actúe como

transglutaminasazo“. Por lo tanto, en el sistema de la experiencia es probable que la I-Icy

asegure un medio reductor. Además, la I-Icy podría intervenir en reacciones de

intercambio de disulfuros, favoreciendo la alineación de los monómeros de fibrina,

indispensable para la formación de la red.

Similarmente a lo observado con el Fbg, el patrón electroforético obtenido con las

muestras de FXIII sugiere que la I-Icyno modifican'a la estructura de la proteína.

En base a los resultados hallados, puede postularse que la homocisteína afectaría la

actividad del factor XIII, incrementando el entrecruzamiento de los monómeros de fibrina.

Por lo tanto, el factor XIII sería uno de los componentes involucrados en la

fibrinoformación, responsable de las redes compactas y muy ramificadas, obtenidas en

presencia de homocisteína.
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Uno de los puntos de interés en el área de hemostasia es la prevención y

tratamiento de la trombosis. En el siglo XIX Virchow postuló tres grupos de causas

principales para la formación del ttombo: cambios en la composición de la sangre, en las

propiedades de la pared vascular y/o en el flujo sanguíneo. Si bien estos conceptos

siguen vigentes, actualmente se considera a la trombosis como una patología multicausal

resultante del efecto de factores genéticos y adquiridos que interactúan entre sí. Se ha

avanzado notablemente en el conocimiento de este tema, pero en algunos casos aún no

puede explicarse la patogénesis del episodio trombótico.

En la investigación de condiciones asociadas a un incremento de la enfermedad se

describieron nuevos factores de riesgo que actualmente se han incorporado a los

tradicionalmente conocidos. En los últimos años se ha postulado que la presencia de una

concentración elevada de homocisteína en la circulación sanguínea (hiperhomocis­

teinemia) constituye un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad vascular

oclusiva y en particular para la trombosis.

A nivel internacional recién en la década del ’90 se realizaron estudios

epidemiológicos que postularon a la hiperhomocisteinemia como un factor de riesgo

independiente para la enfermedad aterotrombótica, afectando al sistema vascular arterial

y venoso.

Para evaluar los niveles de homocisteína en diversos grupos poblacionales fue

prioritario disponer de un método analítico accesible y confiable. Con este fin se realizó

la validación de una técnica de ELISA que, si bien se disponía comercialmente no

existían reportes internacionales que avalaran los resultados de esta técnica. El estudio

demostró que este método provee daros equivalentes a los de HPLC (método de referencia) y

presenta coeficientes de variación del intra e inter-ensayo que avalan la reproducibilidad y

confiabilidad de los resultados.

Disponiendo de la metodología de evaluación de l-lcy sc analizaron variables dc la

fase pre-analítica para la optimización de los resultados inferidos. Se concluyó que las

muestras más apropiadas para la determinación de homocisteinemia son los plasmas en

EDTA 0 los sueros obtenidos con gel separador. Los valores determinados en las muestras
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conservadas a -70 °C no se modificaron por los congelamientos y descongelamientos

sucesivos. Respecto a la variabilidad biológica, podemos concluir que en períodos cortos de

tiempo, no se observan cambios significativos en los niveles de Hcy de cada individuo.

Sc analizó la concentración plasmática de Hcy en la población normal. En

particular, se determinó la homocisteinemia cn individuos sanos de Buenos Aires. Los

resultados mostraron que para la población entre 3 y 59 años los valores de

homocisteinemia están comprendidos entre 5,0 y 19,2 pM. El análisis en grupos etáreos

extremos mostró que para los neonatos los valores son 1,2 - 11,6 uM. mientras que para

sujetos mayores de 60 años el intervalo resultó 6,0 - 30,0 ,uM.Estos resultados, sin embargo,

no deben considerarse como valores de referencia. Por el contrario, en el análisis de valores

de corte se determinó que el nivel óptimo para homocisteinemia debe ser _<[2 uM. Los datos

de Hcy obtenidos en la población "normal" de Buenos Aires muestran una prevalencia

elevada de hiperhomocisteinemia y sugieren deficiencias vitaminicas subclínicas,

probablemente asociadas a los hábitos alimentarios de nuestra población. Por lo tanto,

aproximadamente el 50% de la misma estaría expuesto a un mayor riesgo de desarrollo de

enfermedad vascular.

A través de los estudios realizados se demostró que la homocisteinemia aumenta con

la edad de los individuos y es mayor en los hombres que en las mujeres. Como se ha

comentado, la homocísteinemia es la resultante del efecto directo y dc la interacción dc

factores genéticos y adquiridos. En particular, se encontró que en la población mayor de 65

años existe una relación inversa entre la Hcy plasmática y los niveles séricos de vitamina

3,2 y de ácido fólico; miesntras que la correlación resultó positiva con los niveles de

creatinina. Pacientes bajo tratamiento crónico de anticoagulación oral con restricción de

ingesta de vegetales verdes (con alto contenido de folatos), evidenciaron un déficit

importante de ácido fólico intraeritrocitario y un aumento significativo en los niveles de Hcy

respecto a los individuos sin restricción dietaria. Estos resultados sugieren que los pacientes

bajo anticoagulación oral con dieta restringida estarían expuestos a efectos contradictorios:

el tratamiento anticoagulante reduciría la incidencia de trombosis, pero la

hiperhomocisteinemia inducida por la dieta favorecería el desarrollo de eventos

aterotrombóticos, contrarrestando los beneficios de la terapéutica.
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Además, se demostró que la ingesta de una dieta que aporte 400 ¡ig/día de ácido fólico

por día. disminuye significativamente los niveles de homocisteína plasmática. Sin embargo,

aún no se ha establecido si este descenso disminuye el riesgo de la enfermedad vascular.

Cuando finalicen los trabajos prospecdvos de intervención terapéutica en curso, se

dispondrá de evidencias confiables para determinar la verdadera asociación entre Hcy y

la enfermedad aterotrombótica.

Respecto al efecto de alteraciones genéticas sobre la homocisteinemia se estudió el

polimorflsmo C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa. Los resultados mostraron que

lo niveles de Hcy aumentarían sólo cuando la mutación está presente en individuos

homocigotas. Pero la presencia de esta variante termolábil no resultó factor de riesgo

independiente para la trombosis venosa, ni aún en homocigosis.

Si bien los trabajos internacionales y los resultados de esta tesis relacionan a la

hiperhomocisteinemia con los episodios trombóticos, no hay resultados concluyentes de

la acción de la Hcy sobre la función vascular in vivo. Existen pocos estudios que hayan

evaluado los niveles de marcadores de daño endotelial en hiperhomocisteinemia. En este

sentido, nuestros resultados mostraron que los niveles de factor von Willebrand y de

dermatán sulfato se encuentran significativamente aumentados en individuos

hiperhomocisteinémicos mayores de 65 años, planteando un interrogante acerca de la

función del dermatán sulfato.

En los sistemas in vitro y ex vivo se investigaron los posibles efectos que la Hcy

podría ejercer sobre diversos componentes del sistema hemostático. Para los ensayos in

vitro se utilizaron concentraciones elevadas de I-Icy pero posibles de detectar ex vivo, al

menos en ciertas patologías (en pacientes homocistínúricos los niveles de Hcy pueden

llegar a 0,4 - 0,5 mM).

Los modelos experimentales ensayados no evidenciaron alteraciones en las plaquetas,

losfactores de coagulación y en la fibrinolisis, cuando estos componentesfueron evaluados

en pruebas del laboratorio de hemostasia. Un hallazgo significativo en estas experiencias

resultó la probable alteración de la estructura del colágeno mediada por la Hcy.

En los ensayos de fibrinoformación se observó un efecto notable de la Hcy sobre la

estructura de la red de flbrina. Se demostró que en presencia del aminoácido se obtienen
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redes compactas confibras cortas, gruesas y muyramificadas. que generarían coágulos más

resistentes a la fibrinolisis. Otros resultados del estudio sugieren que esta acción de la Hcy

estaría mediada por su grupo tio! y que uno de los componentes de la fibrinoformación

afectados por el aminoácido sería elfactor XIII.

Los resultados de esta tesis contribuyen al conocimiento acerca de la acción de la Hcy

y su relación con la hemostasia y plantean un mecanismo diferente de los propuestos hasta

el momento, que permitiría explicar parcialmente la acción trombogénica de la

homocisteína.
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FÓRMULAS QUÍMICAS

Homocísteína y moléculas relacionadas

I-IS-CI-IZ-CI-IZ-CH-COOH Homocisteína

NH2

H3C-S-CH2-CH2-(IZH-COOH Mctionina
NH2

HS-CHz-CH-COOH Cisteína
I

NH2

NH2

í S Homocisteína tiolactona
‘ ()

s.

CHZ-CHz-S-S-CHZ-CI-Iz I-Iornocistina
| l

HZN-CH HC-NH2
I |

COOH COOH

CHz-CHZ-S-S-CHZ Dímero mixto:
| I I-Iomocisteína - Cistcína

HzN-CI-I I-IC-NI-Iz
| |

COOH COOI-I
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Cocnzímas del metabolismo de la homocisteína

HZNCOCHZCHZ CH3 CH3 CH7CONH,/
HzNCOCIíz | CHZCHZCONHZ

H3C N N N

H3C \ï / \Co/ \
N/

CH
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CH2(CH0H)2CH20H

N/
J\\

HZN N

H

N\ CHZNHOJ
N

C0NHC|H(CH92C02H
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Vitamina B12

Vitamina Ba

Vitamina B2

Ácido Fólico
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AF

BHMT

CBS

DHF

DO

DS

ELISA

EVO

Hcy

I-lI-Icy

HPLC

MTI-IFR

MAT

MS

PAGE

PBS

PCR

PRP

SAH

SAM

TI-IF

'l'V

ABREVIATURAS

ácido fólico

betain-homocisteín-metil transferasa

cistaúonin-B sintetasa

dihidrofolato

densidad óptica

dermatán sulfato

enzimoinmunocnsayo

enfermedad vascular oclusiva

homocisteína

hiperhomocisteínemía

cromatografía líquida de alta resolución

metilentetrahidrofolato reductasa

metioninadenosil transferasa

metionin sintetasa

electroforesis en gel de poliacrílamida

buffer fosfato salíno

reacción en cadena de la polimerasa

plasma rico en plaquetas

S-adenosilhomocísteína

S-adenosilmetionina

tetrahidrofolato

trombosis venosa
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