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PROLOGO

En los afios recientes el término homocisteina ha cobrado gran importancia. Este
hecho se debe a que ha sido ampliamente difundido que los niveles elevados de
homocisteina, hiperhomocisteinemia, estarian asociados a una mayor incidencia del
desarrollo de la aterosclerosis y la trombosis. Por este motivo hoy ya se incluye a la
hiperhomocisteinemia en la lista de los factores de riesgo para las enfermedades vasculares
oclusivas, tales como el tabaquismo, dislipidemias, hipertension, sedentarismo, diabetes,
estrés, etc.

En lineas generales se postula que una concentracion elevada de homocisteina
afectaria la calidad del endotelio normal, con la consecuente activacion plaquetaria y del
sistema de coagulacion y paralelamente, la inhibicion del sistema fibrinolitico. Estos eventos
alterarian el balance procoagulacion — anticoagulacion, aumentando asi el riesgo de
trombosis.

De esta posible relacion entre la homocisteina y la hemostasia es que surgio mi interés
por este tema, ya que mi experiencia en el terreno cientifico siempre tuvo relacion con el
estudio de los mecanismos que mantienen la fluidez de la sangre y la integridad vascular.

Junto a mi directora del grupo de investigacion, la Dra. Lucia Kordich, nos
planteamos varios interrogantes: ;Como podriamos medir homocisteina en nuestro
laboratorio? ;Cudles serian los valores de una poblacion sana y los de individuos con
episodios trombéticos? ;Qué factores influirian en los niveles plasmdticos del aminodcido?
¢(Como y por qué la hiperhomocisteinemia se asocia a la trombosis?

Tratar de responder estas preguntas y muchas otras nos enfrento al gran desafio de
desarrollar una tesis. Hoy ya esta escrita. Fue una tarea ardua, pero siempre me acompario
el entusiasmo y las ganas por mds. Por supuesto, quedaron muchos aspectos por resolver,
pero entiendo que una tesis no es la culminacion de un tema sino el comienzo de lo que

vendra.

Irene Quintana
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RESUMEN

Numerosos estudios epidemiolégicos han postulado que concentraciones plasmaticas elevadas
de homocisteina (Hcy) constituyen un factor de riesgo independiente para la enfermedad
vascular oclusiva, a nivel arterial y venoso. Aun no estan esclarecidos los mecanismos
fisiopatoléogicos involucrados en esta asociacion. Los objetivos principales de esta tesis fueron:

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

- Analizar determinantes genéticos y adquiridos de la homocisteinemia.

- Determinar los valores de corte para homocisteinemia.

- Estudiar la asociacién de la variante termolabil de la MTHFR con la trombosis.

- Evaluar la relacién entre hiperhomocisteinemia y componentes del sistema hemostatico.

- Postular mecanismos responsables de la accién trombogénica de la Hey.

Para la determinacion de la homocisteinemia en los estudios epidemiolégicos realizados, se
utiliz6 una técnica de ELISA, cuya validacion arrojé resultados precisos y equivalentes a los del
método de referencia (HPLC). Las muestras mas apropiadas para ser analizadas fueron los
plasmas en EDTA o los sueros obtenidos con gel separador, comprobandose que los
congelamientos y descongelamientos sucesivos no afectan los resultados. Los valores de
homocisteinemia de la poblacién de Buenos Aires resultaron comprendidos entre 5,0-19,2 pM (3
a 59 anos de edad); 1,2-11,6 pM (neonatos) y 6,0-30 uM (>65 afios). Estos resultados no deben
considerarse como valores de referencia; por el contrario, en el anilisis de valores de corte se
determiné que el nivel plasmatico 6ptimo de Hey debe ser < 12 uM.

Se observé una prevalencia elevada de hiperhomocisteinemia (HHcy), sugiriendo que
aproximadamente el 50 % de nuestra poblacién estaria 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 demostré que existe una estrecha
relacién entre la homocisteinemia y los niveles de acido félico, vitamina Bi2 y creatnina. En
particular, se observé que la restriccion dietaria de folatos aumenta significativamente los niveles
de Hcy, mientras que una dieta que aporte 400 pg/dia de écido félico disminuye notablemente la
homocisteinemia.

Entre los factores genéticos que podrian afectar la concentracion de Hcy se estudio el
polimotfismo C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Se observé que sélo la
condicién de homocigosis de la mutacion se asociaria a niveles aumentados de Hcy.

La HHcy resulté factor de riesgo independiente para la trombosis venosa, mientras que la
presencia T677T/MTHFR no se asociaria a esta patologia.

En individuos hiperhomocisteinémicos mayores de 65 afios se detectaron niveles
significativamente aumentados de factor von Willebrand y de dermatin sulfato, probablemente
asociados a una disfuncién endotelial.

Componentes del sistema hemostatico tales como las plaquetas, los factores del sistema de
coagulacion 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 fibrinoformacion se evidenciaron efectos importantes de la Hey sobre la
estructura de la red de fibrina. Se obtuvieron redes compactas, gruesas y muy ramificadas, que
generarian coagulos maés resistentes a la fibrinolisis. En estos resultados estaria involucrado el




grupo ol de la Hcy y uno de los componentes afectados en la fibrinoformacién seria el factor
XIIL

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

Palabras claves: Homocisteina, sistema hemostatico, valores de corte, MTHFER, redes dc
fibrina, trombosis.




SUMMARY

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

- To evaluate plasma Hcy levels with a reliable method in various populations.

- To analyze genetic and acquired determinants of homocysteinemia.

- To propose homocysteinemia cut-off values.

- To study the relaton between the thermolabile MTHFR variant and thrombosis.

- To evaluate hyperhomocysteinemia-haemostatic system interactions.

- To postulate mechanisms involved in the thrombogenic effects associated to Hey.

Validation of 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. Frosting 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 pM (> 65 years old). These results must not be
considered as reference values. On the contrary, homocysteinemia cut-off was 12 uM. Plasma
Hecy concentration increased with age and was higher for male than for female.
Homocysteinemia correlated inversely with folic acid and vitamin By, levels and positively with
serum creatinine levels. Individuals with dietary restricion of folates showed
hyperhomocysteinemia; meanwhile a diet providing 400 pg folic acid/day significantly
diminished Hey concentration.

Polymorphism C677T of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) study showed an
association of the homozygous mutant genotype with increased plasma Hey.
Hyperhomocysteinemia resulted in an independent risk factor for venous thrombosis, but
MTHFR 677TT would not show an enhancement of the thrombotc events.

In elderly hyperhomocysteinemic subjects high factor von Willebrand and dermatan sulphate
levels were 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 Hcy
concentrations in laboratory tests. However, 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 contributon 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 HOMOCISTEINA

En los dltimos anos ha cobrado interés el conocimiento acerca de la homocisteina

(Hcy). Numerosos estudios epidemioldgicos postulan que niveles plasmaticos elevados
de Hcy constituyen un importante factor de riesgo independiente para la enfermedad
aterotrombotica, afectando al sistema vascular coronario, cerebral y periférico’?3, como
también al venoso*.

La Hcy es un aminoicido de 4 atomos de carbono que contiene un grupo
sulfhidrilo o tiol en su molécula. Este aminoicido aparece como producto intermedio en
el metabolismo de la metionina, fuente principal de radicales metlos en los mamiferos.

La metionina es un aminodcido esencial que procede del catabolismo de proteinas
dietarias y enddgenas. Para activar al grupo metlo, la metionina es convertida a S-
adenosilmetonina (SAM) mediante la incorporacion de adenosina trifosfato (ATP),
reaccion catalizada por la metionin-adenosil transferasa (MAT)5.

La SAM es la molécula mas importante del organismo que actia como donante
directa de grupos metilos. En la accién de transferencia de estos grupos, la SAM se
transforma en S-adenosilhomocisteina (SAH) y el medlo cedido, altamente reactivo,
puede ser aceptado por una gran variedad de sustratos tales como acidos nucleicos
(ADN, ARN), proteinas, fosfolipidos, mielina, polisaciridos, catecolaminas, etc®. Estas
reacciones de transmetilacién son catalizadas por metltransferasas y debido a que la
SAH es un inhibidor competitivo de estos procesos, la actvidad enzimatica dependc de
la relacion SAM/SAH. Por lo tanto, para mantener la generacién de estos productos
metilados esenciales, es necesario que los niveles intracelulares de SAH sean minimos.
Esto se logra por la accién de la SAH-hidrolasa que convierte reversiblemente la SAH en
homocisteina y adenosina. Si bien, termodinamicamente este equilibrio esta favorecido
hacia la biosintesis de SAH, en condiciones normales la Hcy y la adenosina son
removidas rapidamente para evitar la acumulacién de SAH.

A su vez la Hcy puede metabolizarse por la via irreversible de la transulfuracion o

por dos vias alternativas de remetilacion (Lamina I).
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El camino catabdlico o de la transulfuracion de la Hcy dene lugar sélo en
determinados tejidos, fundamentalmente higado y rifién. Mediante esta via la Hcy se
condensa con serina para formar cistationina. Esta reaccién es catalizada por la
cistationin-B-sintetasa, la que a su vez requiere vitamina Be como  coenzima.
Posteriormente la cistationina es hidrolizada a cisteina y o.-cetobutirato por accién de la

Y-cistationasa, y también utiliza vitamina B¢ como cofactor’.

Por su parte la cisteina puede convertirse en taurina, utlizarse en la sintesis de
glutation o bien metabolizarse a sulfato y excretarse por orina.

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

metilo. Este proceso puede ocurrir a través de dos rutas alternativas:
(@) la que udliza 5-medltetrahidrofolato (5-metlTHF) como donante del metilo,
metionin sintetasa (MS) y vitamina B2 como coenzima; o (b) la que ocurre cuando el
metilo es cedido por la betaina (producto de la oxidacién de la colina), por accién de la
betain-homocistein metltransferasa (BHMT).

Que ocurra una u otra via de remetilacion dependera de la disponibilidad
enzimatica. La MS se distribuye en todas las células mientras que la BHMT se encuentra
principalmente en el higado. Por lo tanto, la conversiéon de Hcy a metionina catalizada
por la MS constituye la via de remetilacion predominante y ademis, representa la
interseccién del metabolismo de la Hcy con el de la vitamina Bizy el ciclo de los folatos
(ver pag. 30).

La distribucién tisular de todas las enzimas involucradas, la afinidad de éstas por
sus sustratos y la concentracion de los mismos, regulan las distintas vias metabdlicas.

En condiciones normales, aproximadamente la mitad de la Hcy es transformada a
metionina por el camino de la remetilacién®. Cuando se altera la actividad enzimatica, ya
sea por niveles disminuidos, alteraciones genéticas o menor disponibilidad de sus
sustratos, se produce un desbalance metabolico.

Un compuesto clave en esta regulacion es la SAM, que ejerce una accién

activadora sobre la cistatonin-PB-sintetasa e inhibitoria sobre la BHMT vy la
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metlentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), enzima del ciclo del acido félico®. Por lo
tanto, la SAM ejerce un efecto modulador sobre las vias metabolicas: Cuando los niveles
de medonina son elevados, y por ende los de SAM, se favorece el catabolismo de 1a Hcey
por el camino de la transulfuracién; mientras que las concentraciones bajas de SAM
inducen la resintesis endégena de metionina.

Cuando la concentracién intracelular de Hcy alcanza niveles potencialmente
toxicos, el aminodcido es exportado fuera de la célula y pasa a circulacion. Finalmente las
células hepaticas y renales serian las principales responsables de captar la mayor
proporcién de Hey circulante para llevar a cabo su catabolismo y/o remetilacion.

Se postula que la salida de Hcy desde la célula de origen y la entrada hacia las
células de los sitios catabolicos, es mediada por carriers especificos: la Hey intracelular,
que principalmente se encuentra en forma reducida, seria transportada fuera de la célula
por el denominado carrier de Hcy reducida 1. Ya en sangre, el alto contenido de oxigeno
y la presencia de moléculas con grupos toles inducen la oxidacién del aminoacido
generando distintos compuestos disulfuros. Ademas la Hcy puede intervenir en
reacciones de intercambio con otros compuestos azufrados a través de puentes

disulfuros®.

Oxidacion:

Hey*-SH + R-SH +1/2 O ————— Hcy*-S-S-R + H,0O

Reaccién de intercambio:

Hcy*-SH + Ry-S-S-R2 ——— Hcy*-S-S-Ri + R;-SH

Hcy*-SH: Homocisteina reducida.
R-SH: Compuesto plasmaitico con grupo tiol (proteinas, cisteina, glutation,
y-glutamilcisteina, cistinilglicina).

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

§ Hey: 118 < CHz = CHa = CH (NIH2) - coolt ;

Hey*
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Por lo tanto, en circulacién sélo el 1 %, aproximadamente, de la Hcy total esta
presente como Hcy reducida. La mayor proporcion, alrededor del 80%, esta unida a
proteinas (principalmente a la albumina) y el resto se encuentra formando los dimeros
disulfuros o el éster ciclico tiolactona.

Para que la Hcy circulante pueda ser metabolizada, la célula captaria a los distintos
disulfuros de Hcy a través de receptores especificos o carriers de Hcy oxidada. En el
interior de la célula ocurre la reduccién y posterior metabolismo. Sc¢ postula que el
higado captaria una fraccién importante de Hcy unida a proteinas, debido a que este
organo contienc niveles reladvamente altos de todas las enzimas nccesarias para cl
catabolismo del aminoacido. En cambio, la mayoria de los disulfuros de Hcy de bajo
peso molecular (Hcy-Hcy, Hcy-cisteina, etc.) serian metabolizados por el rifidn, ya que
durante cl filtrado de la sangre estos compuestos (pero no la Hcy unida a proteina)

podrian atravesar las células renales' (Figura 1).

CONDICIONES REDUCTORAS J CONDICIONES OXIDANTES

Torrente sanguineo

Q
o
-
=z

t
Hcy'-iH Fley*-SH

Célula endotelial . / R-SH
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::'11 0,

Hcy*-SH

#

Transulfuracion Remetilacion

Figura 1. Localizacién de los procesos de oxido-reduccién de la Hey.
Cu: carrier de Hey reducida; Ca: carrier de Hey oxidada.
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COENZIMAS DEL METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA

frery

5 El control del metabolismo de la Hcy también es ejercido por los niveles de 4cido

folico y de las vitaminas Bi2, B¢ y B2, que actian como cofactores o coenzimas en

$ diversos pasos metabolicos.

1 El acido félico, en sus diversas formas, y la vitamina Bi2 son sustancias indispen-
1 sables para la proliferacién celular normal.

e Estas vitaminas tienen funciones interdependientes en la sintesis de los 4cidos
1 nucleicos y estan intimamente relacionadas con el metabolismo de la Hcy (en la via de
> remetiacion)!2.

e

) ACIDO FOLICO

El 4cido folico o pteroilglutimico es una vitamina cuya molécula estd constituida
por tres estructuras caracteristicas: (1) una pterina sustituida, (2) acido p-aminobenzoico
y (3) acido glutamico.

En la naturaleza existen poliglutamatos, derivados del acido f6lico, que difieren de
éste en el nimero de unidades glutamato.

Las fuentes naturales de folatos son principalmente los vegetales verdes frescos,
higado, levadura y algunas frutas.

Las uniones y peptidicas presentes en los poliglutamatos son degradadas por
hidrolasas especificas, presentes en el tubo digestivo de los mamiferos. De csta manera
solo se absorbe monoglutamato, el cual se reduce ripidamente para formar icido
tetrahidrofélico (THF). Este compuesto actia como aceptor de diversas unidades de un
atomo de carbono, las que se fijan en la posiciones 5 6 10 del anillo pteridina’.

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

moléculas con actividad biolégica: 5-metiltetrahidrofolato (R = — CH3); 10-formil-
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tetrahidrofolato (R= — CHO); 5,10-medlentetrahidrofolato (R= — CH2); acido folinico

(R:

— CHO), etc.

En circulacion sanguinea el acido folico se encuentra como 5-metlTHF y de esta

forma es captado por la célula. Los distintos derivados del acido félico ticnen una

funcién especifica en el metabolismo intracelular:

\

. Conversion de homocisteina en metionina: Esta reacciéon requiere 5-metlTHE

como donante del grupo metilo y utiliza vitamina Bi2 como cofactor. El 5-
metllTHF proviene del plasma o se produce intracelularmente por la reduccién del

5,10-metilenTHF, reaccién catalizada por la enzima metlentetrahidrofolato-

reductasa (MTHFR).

. Conversion de serina en glicina: El THF es el aceptor de un grupo metleno de la

serina y utiliza fosfato de pinidoxal (vitamina Be) como cofactor. Esta reaccion da

como resultado la formacion de 5,10-metlen THE.

. Sintesis de timidilato: El 5,10-metlenTHF dona un grupo medleno al

desoxiuridilato para la sintesis de timidilato (paso limitante en la sintesis de ADN),

produciéndose ademas dihidrofolato (DHF).

. Sintesis de purinas: Intervienen dos derivados del acido félico, el 10-formilTHF y

el 5,10-meteniTHF.

. Catabolismo de histidina: E1 THF actia como aceptor del grupo formimino, en la

conversion de histidina en acido glutamico.

. Utilizacion o generacion de formiato: Lsta reaccioén reversible udliza THF y 10-

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

partir de THF y glutamatos por accién de la poliglutamato sintetasa' (Figura 2).

,/_\ Glutamatos

Poliglutamatos

}\

@ 10 Formil THF
DHF \

dTMP 5,10 Metilen THF

~

Pirimidinas dUMP

Serina

Glicina

5 Metil THF
|

Célula : Plasma

Figura 2. Ciclo del 4cido félico.
THF: tetrahidrofolato; DHF: dihidrofolato; dUMP: desoxiuridilato; dTMP: timidilato.
MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa; DHFR: dihidrofolato reductasa.

VITAMINA B2

El término vitamina Bi2 o cobalamina se refiere a una familia de sustancias que
comparten una estructura comun: un anillo tetrapirrélico (corrina) unido a un atomo
central de cobalto, enlazado a un nucleétido 5,6-dimetilbencimidazol. Al itomo de

cobalto se une, ademas, un grupo R variable que da lugar a los diferentes compuestos:
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cianocobalamina (R = —CN), hidroxicobalamina (R = —OH), metlcobalamina (R =

—CH3) y 5-desoxiadenosilcobalamina (R = —5desoxiadenosil).
En la naturaleza, las fuentes primarias dec vitamina Bi2 son ciertas bacterias que
crecen cn el suelo, agua o luz intestinal de animales y que sintetizan la vitamina. La

cobalamina esta presente en carnes, pescado y productos lacteos, pero no se encuentra

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

En el proceso digestivo, la vitamina Bi2 de la dieta se libera de las protcinas de
origen animal y se une selecuvamente a una glucoproteina gastrica, denominada facror
intrinseco (F1). El complejo vitamina Bi>—FI interactia con un receptor especifico de las
células epiteliales del ileon, donde se absorbe la vitamina Ba.

Una vez absorbida, la cobalamina pasa a la circulacién sanguinca transportada
inicialmente por la proteina transcobalamina II. De esta mancra cl nuevo complejo es
captado rapidamente por el higado (6rgano de almacenamiento), células hematopoyéticas
y otras células en division. En el plasma existen otras dos transcobalaminas (I y 11I), cuyas
concentraciones se relacionan con la tasa de recambio de granulocitos's.

Dentro de las células, la vitamina B2 es convertida en dos especies bidlogicas
activas: metilcobalamina (cn el citoplasma) y adenosilcobalamina (en mitocondrias). Estas
sustancias son esenciales para el crecimiento y replicacion celular ya que intervienen

como coenzimas en los siguicntes pasos metabdlicos:

1. Conversion de homocisteina en metionina: En estc proceso, catalizado por la
metionin sintetasa, la medlcobalamina transficre ¢l grupo metilo a la Hey para

formar metionina.

Metionin sintctasa

Homocisteina = Metonina
Metilcobalamina
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2. Isomerizacion de L- metilmalonil-Co A a succinil-Co A: El medlmalonil-Co A se
forma a partir de diversos compuestos, entre ellos aminoéacidos y acidos grasos de
cadena impar. Por isomerizacién se convierte en un intermediario del ciclo del
acido citrico.

Metilmalonil Co A-mutasa
Metlmalonil-Co A Succinil-Co A

Adenosilcobalamina

VITAMINAS Bs y B;

La vitamina Bs comprende a tres compuestos naturales relacionados, que difieren
en el grupo R unido al carbono 4 del nucleo piridina, pero que poseen las mismas
propiedades bioldgicas: pindoxina (R = aldohol primario), piridoxal (R = aldehido) y
piidoxamina (R = aminomeal). La vitamina Bs se encuentra en carnes, higado y
numerosos vegetales. Es sensible a la luz ultra violeta, a la oxidacién y a altas
temperaturas.

En los mamiferos la forma activa de la vitamina es el fosfato de piridoxal, que
actia como coenzima en varias transformaciones metabolicas de aminoacidos, entre cllas
la descarboxilacion, transaminacién y racemizacion.

En particular, en dos reacciones secuenciales en las que la Hcy es convertida a
cisteina, transportando grupos aminos. Un déficit de vitamina Bg inhibe el catabolismo
de la Hey'®.

Estudios recientes han demostrado que la vitamina Bz o riboflavina actia como
cofactor de la metlentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)!".

En el organismo la niboflavina tene actividad bioldgica bajo las formas de FMN
(flavina mononucledudo) y FAD (flavina adenina dinucle6tddo). En general, la flavina
interviene en numerosas reacciones de o6xido-reduccion. 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
disminucién de actividad de l]a MTHFR, en los casos de alteraciones genétcas de la

enzima's,

RELACION ENTRE HOMOCISTEINA - ACIDO FOLICO - VITAMINA Bi;

Los metabolismos de estos tres compuestos estan intimamente relacionados a
través de la metionin-sintetasa, enzima que cataliza la conversién de homocisteina en
metionina. Este paso de remeulacién necesita grupos metlos, que son aportados por el
5-metl THF, a través de la cobalamina:

La interaccién entre folato y cobalamina es esencial para la sintesis normal de
purinas y pirimidimas y, por lo tanto, de ADN.

La reaccioén catalizada por la metionin sintetasa controla el reciclaje de los folatos,
la conservacién de la concentracidn intracelular de los poliglutamatos de deposito, el
nivel de metdonina y de 5-adenosilmetionina (metabolitos esenciales para la medlacién de
lipidos, proteinas, ADN, etc).

Como consecuencia de esta interrelacion, las deficiencias de folato y/o de
vitamina Bi> afectan las reacciones mencionadas. Ademas, el déficit de vitamina B2
limita la disponibilidad de folato ya que éste queda “atrapado” como
metltetrahidrofolato (“hipétesis de la trampa de folato™)".

Por lo tanto, la falta de suficiente cobalamina para aceptar grupos mctlos y
transferirlos, inhibe los pasos subsecuentes del metabolismo del folato, causando una
deficiencia de las otras formas intracelulares del acido félico.

La integracién de los metabolismos descriptos se esquematiza en la Figura 3.
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Homocisteina 5 Metil-THF

Metionina Metil-B,, @ \
5,10 Metilen
THF
\4 \—
-CH, -CH,

O
Cisteina

Figura 3. Interrelacién entre los metabolismos de la homocisteina, vitamina B,2 y 4cido félico.
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HOMOCISTEINEMIA

La concentracién de homocisteina total en sangre, homocisteinemia, refleja el nivel
intracelular del aminoécido y la integridad de los pasos metabdlicos involucrados.

Los niveles plasmatcos de Hcy estin determinados por el efecto directo o la
interaccion de factores genéticos y adquiridos, como asi también por el sexo y la edad de
los individuos. El aumento de la concentracién de Hcy plasmatica se denomina
hiperhomocisteinemia (HHcy). Se han definido tres niveles de hipethomocisteinemia:

- Leve (15 - 24 uM).
- Moderada (25 - 100 uM).
- Severa (> 100 puM).

FACTORES GENETICOS
Se han descripto alteraciones moleculares en las enzimas involucradas en el
metabolismo de la Hcy que conducen a una actividad enzimatica disminuida,

incrementando los niveles plasmaticos y urinarios del aminoacido.

e Cistationin f3-sintetasa (CfS)

Se han descripto mis de 90 mutaciones en el gen de la CPS, asociadas a
homocistinunia (error congénito de herencia autosémica recesiva en el cual se observan
niveles muy elevad;)s de Hcy en plasma, > 400 pM, y en onna). Las mutaciones mas
comiunmente halladas son G919A y T833(C, que causan las sustituciones de los
aminoacidos G307S y 1278T respectivamente. La primera (conocida como mutacion
céltuca) corresponde al fenotipo mas severo observado en individuos no respondedores
al tratamiento con vitamina Bg, mientras que los individuos portadores de la sustdtucion
I278T responden al tratamiento con piridoxina®-2!. 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
observan grados ligeros de hiperhomocisteinemia o incluso valores de Hcy basal normal,
de forma tal que la alteracién sélo se pone de manifiesto con la prueba de sobrecarga de

metionina.

o Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

La sustitucion nucleotidica C677T en el gen de la MTHFR da como resultado una
variante termolabil de la enzima. Los individuos homocigotas T/T presentan una
actividad enzimiatica del 50 % de la molécula normal, que se relaciona con una hiper-
homocisteinemia leve o moderada®. Sin embargo, esta asociacién sélo se expresaria
cuando los niveles de folato son muy bajos. La vanante termolabil de la MTHFR es
altamente frecuente en la mayoria de las poblaciones. En partcular, la prevalencia de este
polimorfismo en la Argentina es 15,8 % y 42,8 % para los portadores homocigotas y
heterocigotas, respectivamente?.

Se han descripto al menos 14 mutaciones muy poco frecuentes en el gen de la
MTHEFR causantes de una reduccién severa de su actividad enzimadca?. Recientemente
se han caracterizado las mutaciones A1298C y T1317C, pero ain no se ha encontrado

una asociacion entre estas alteraciones genéticas y los niveles de Hey?.

o Metionin sintetasa (MS)

Se ha identificado un polimorfismo frecuente que consiste en la transicion
A2756G, pero no se asociatia con el aumento de la concentracion plasmatica de Hey?.
Sin embargo, se han detectado defectos genéticos infrecuentes que afectarian el
metabolismo de la cobalamina, a nivel de la absorcién, transporte, utlizacién celular y
formacién de metilcobalamina?’. Estas alteraciones asociadas a la meul-By2 influyen

indirectamente en la actividad de la MS, con la consecuente acumulacién de Hcy.
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FACTORES ADQUIRIDOS
El nivel vitaminico, algunas patologias, el uso de ciertas drogas y los hdbitos de

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

o Nivel vitaminico

Principalmente influyen los niveles de folatos y de las vitaminas B,;, Bs y B,. Las
deficiencias de la concentracion plasmatica de estos cofactores, involucrados en el
metabolismo de la Hcy, conducen a hiperhomocisteinemia.

En particular, los déficits de folatos y cobalamina (vitamina Bi2) son las causas
mas comunes de HHcy moderada a severa detectada en ayunas?. La deficiencia aislada
de vitamina Bs no es frecuente y refleja HHcy sblo con el rest de sobrecarga de
metionina?.

También se ha descripto que la vitamina B, (riboflovina) modula la actividad de la
MTHEFR, lo que sugiere que esta vitamina seria otro factor nutricional con influencia

sobre la homocisteinemial’.

o Parologias

Se ha encontrado que ciertas enfermedades provocan un aumento en los niveles de
Hcy, siendo la mas frecuente la falla renal . Si bien se han propuestos varios
mecanismos fisiopatolégicos por los cuales la insuficiencia renal provocatia
hiperhomocisteinemia, aun no se han obtenido resultados concluyentes. Se postula que
la HHcy se deberia a una excrecién renal disminuida®! o a una inhibicién de las enzimas
claves del metabolismo de la Hcy, mediada por las toxinas urémicas’2. Otra de las causas
propuestas, seria la deficiencia de acido félico, vitamina B¢ y/o vitamina Bia, frecuentes
en los pacientes con enfermedad renal. A su vez, estos déficits serfan consecuencia de
absorcion disminuida, inhibicion urémica del metabolismo vitaminico y de clearance

aumentado®.
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También, ]a HHcy es comun en ciertas enfermedades autoinmunes, tales como la
artritis reumatoidea, en la que la alteracién de la funcién gistrica y renal serian
responsables del aumento de la Hcy34.

Algunas enfermedades malignas provocan HHcy. Esta relacién fue descripta en la
leucemia linfobldstica aguda y en el cdncer de mama, ovario y pdncreas. Se ha sugerido que
las células tumorales serian incapaces de metabolizar la Hcy3. Ademas, la proliferacién
celular exacerbada incrementa el consumo de folato, lo que induciria el estado de HHcy.
Este efecto también se encontré en pacientes con hemdlisis cronica, desérdenes
mieloproliferativos y alteraciones dermatolégicas con descamacién importante, como la
psoriasis 3,

Las enfermedades gastrointestinales también pueden ser causa de la elevacién de
los niveles plasmaticos de Hey. Los diversos sindromes de mala absorcién serian los
responsables de deficiencias de vitamina B2 y/o folato, por lo tanto pacientes con colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn o enfermedad celiaca, suelen mostrar HHcy?,

Ciertas alteraciones endocrinas también se asocian con aumento de la
concentracion plasmatica de Hcy. En el caso de diabetes tipo I, sélo se ha descripto HHcy
en estados avanzados, probablemente atribuida a una funcioén renal alterada o a la
deficiencia de folato y cobalamina. Tanto en la diabetes tipo I'y tipo II la HHcy se asocid
con la macroangiopatia de los pacientes’’. Por otra parte, se han detectado niveles
plasmaticos elevados de Hcy en pacientes con hipotiroidismo, debido a que estos
individuos suelen presentar niveles inadecuados de folato y riboflavina y una velocidad

de filtracion glomerular disminuida’®.

¢ Drogas

Una variedad de drogas udlizadas con fines terapéuticos, alteran los niveles de
Hcy. Este efecto se debe a la interferencia en la absorcién o en el metabolismo del
folato, cobalamina o vitamina Bs. Por ejemplo, el metotrexate inhibe a la dihidrofolato-
reductasa y de esta manera disminuye el nivel de tetrahidrofolato indispensable para el

proceso de remetilaciéon de la Hcy®. Algunos anticonvulsivantes, como la fenitoina,
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provocan un consumo de los depésitos de folatos que afectaria al metabolismo de la
Hcy*. También los anticonceptivos orales se asocian con déficit de folato.

La teofilina, niacina e isoniazida son antagonistas en la sintesis del fosfato dc
pindoxal (vitamina Bg)*!. Los pacientes que reciben como anestesia Oxido nitroso
muestran un rapido incremento de los niveles de Hcy, ya que el farmaco oxida el cobalto
presente en la molécula de cobalamina (Co*! — Co*?), inactivando a la vitamina ¢

inhibiendo a la metionin sintetasa*2.

e Hibitos de vida

Varios factores asociados a los habitos de vida influyen sobre los valores de
homocisteinemia. Algunos de estos factores ejercen un cfecto directo sobre los niveles
de Hcy pero otros pueden ser vanables confundidoras, que enmascaran la verdadera

causa responsable del incremento de la Hey circulante.

Dieta: La ingesta dictaria es el condicionante principal del estado nutricional o
vitaminico de un individuo y por ende, de la concentracién plasmatica de Hcy (ya
descripto).

Los habitos alimentarios basados en el consumo de alimentos de origen animal,
proveen una dosis importante de metionina. Si este tipo de dieta no es acompanada por
frutas y vegetales frescos (fuente natural de acido félico) probablemente el nivel de
folatos sea insuficiente para contrarrestar la sintesis aumentada de Hcy, generando un
estado de HHcy.

Por otro lado, los vegetarianos estrictos pueden desarrollar deficiencia nutricional
de vitamina Bz, ya que sélo los alimentos de origen animal contiencn esta vitamina*. Fin
este caso también estard alterado el metabolismo de la Hey.

Otro factor relacionado a la dieta es el procesamiento de los alimentos. Las
temperaturas elevadas en la cocciéon pueden afectar la actividad del folato y de las

vitaminas Bi2 v Bq.
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Alcohol: El consumo elevado de alcohol esta asociado al aumento de los niveles de
Hcy. Los individuos alcohdlicos crénicos suelen presentar alteraciones gastrointestinales
que pueden disminuir la absorcién vitaminica e inducir hiperhomocisteinemia®.
También se ha postulado un efecto directo del alcohol sobre el metabolismo de la Hcy,
ya que el acetaldehido (producto de la degradacién del etanol) podtia ser un inhibidor de

la enzima metionin-sintetasa, involucrada en el proceso de remetilacién del aminoacido*.

Cigarrillo: Varios estudios epidemiolégicos han demostrado que el habito de
fumar aumenta la concentracién plasméidca de Hcy y que ese aumento esti directamente
relacionado con el nimero de cigarrllos consumidos*#’. Diversos mecanismos
explicarian estos hallazgos.

El tabaquismo suele asociarse a una ingesta dietaria inapropiada, con bajo
contenido de folatos y de vitaminas Bi2y Bs. Ademas, se ha descripto que los fumadores
muestran niveles bajos de estos cofactores, independientemente de la dieta y por causas
aun no esclarecidas®:49.

Por otro lado, el humo del tabaco contiene una alta concentracién de radicales
libres, afectando asf el estado redox de los tioles, en particular el de la Hey>. Se encontrd
que en fumadores, la fracciéon de Hcy reducida (principal especie responsable del efecto

perjudicial) es significativamente mayor que en individuos no fumadores>!.

Café: Se ha reportado que el consumo de café seria uno de los determinantes
relacionados al estlo de vida de mayor influencia sobre la homocisteinemia’2. Adn el
consumo moderado, provocaria HHcy3?.

Similarmente al habito de fumar, beber café se ha asociado a una nutricion
inadecuada, con el consecuente déficit vitaminico. Ademas, la cafeina estaria involucrada
en el aumento de la Hcy plasmatca, porque afectaria la funcién renal y la actividad de la

vitamina Bg*!.
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Actividad fisica: Este factor ejerceria un efecto leve sobre los niveles de Hcy. Se
observé que los individuos con estlo de vida sedentaria muestran valores de
homocisteinemia significativamente mas altos que los que practican diariamente cjercicio

fisico (especialmente sujctos mayores de 65 afios)>*.

EDAD - SEXO

Los niveles plasmaticos de Hcy aumentan con la edad de los individuos®. En
particular, se observé que en sujetos mayores de 65 afos aumenta la prevalencia de
hiperthomocisteinemia. Este incremento se atribuye al deterioro de la funciéon renal, a
niveles vitaminicos suboptimos generalmente asociados a una mala absorcién intestinal,
y a una mayor incidencia de condiciones crénicas, como enfermedades reumaticas y
malignas (descripto anteriormente).

El sexo también influye sobre la Hcy plasmatica. 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 sc deberian al efecto de hormonas sexuales, aunque aun no se
han esclarecido los mecanismos involucrados.

Durante el embarazo se observa una reduccién importante (alrededor del 50%) de
los valores de Hcy’’. Esta disminucién se deberia no sélo al nivel de folatos
(generalmente elevado por la suplementacion de dcido félico a las mujeres embarazadas)

sino también a una absorcién fetal de la Hey maternass.

En conclusién, el valor de homocisteinemia es la resultante del efecto directo de
diversos factores y de la interaccion entre los mismos. En algunos casos, parimetros
asociados con los niveles de Hecy no constituyen factores determinantes de los mismos,

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

(Figura 4).
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Figura 4. Factores determinantes de los niveles de homocisteina plasmatica.
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DETERMINACION DE HOMOCISTEINA

e Muestras

La homocisteina puede determinarse en los diferentes fluidos bioldgicos, siendo de
interés clinico el dosaje en sangte y en orina.

La determinacién en sangre puede realizarse a partir de plasma o suero. Il
anticoagulante rccomendado y utlizado en la mayoria de los estudios clinicos y
epidemiolégicos es el EDTA. Una vez extraida la sangre, las diferentes células

sanguineas y en particular los eritrocitos, siguen produciendo y liberando Hcy al medio®.

A temperatura ambiente, este incremento artificial de la concentracién de Hcy es
aproximadamente de 1 pmol/l por hora. Por lo tanto la muestra de plasma o sucro 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 centrifugacion, la
estabilidad de la Hcy plasmatica o sérica es de cuatro dias a temperatura ambiente; de
varias semanas, entre 0 °C y 2 °C y por afios a —20 °C .

Otros anticoagulantes propuestos son la heparina con el agregado dc NaF o el
citrato acido. St bien estos sistemas inhibirfan la liberacion de Hcy desde los globulos
rojos’!, aun no se han obtenido resultados concluyentest263,

Existen diversas fuentes de varaciéon preanaliica en la determinacién de Hey.
Entre ellas, condiciones inherentes a la muestra tales como el efecto postprandial y
ortostatico, el anticoagulante utilizado y las condiciones de procesamiento, influyen en el
resultado final®%. Para minimizar estos efectos es necesario estandanzar el procedimiento

de muestreo.

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

alto contenido proteico cn la Gluma ingesta. En condiciones 6ptimas, la concentracion
plasmatica de homocisteina oscila entre 5 y 15 pM &; sin embargo estudios recientes

postulan que el valor normal debe ser < 12 uM e incluso < 10 pM 6566,
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Prueba de sobrecarga con metionina: A través de varios estudios epidemioldgicos se ha
observado que un porcentaje importante de individuos (25 al 40%) muestran valores de
homocisteinemia elevados cuando son sometidos a la prueba de sobrecarga de
metionina®®’, Esta prueba muestra los cambios fisiolégicos postprandiales de los niveles
de Hcy plasmatdca y pone de manifiesto, principalmente, alteraciones genéticas o
adquiridas de los componentes de la via de la transulfuracién. En cambio, defectos en la
remetlacion pueden detectarse aun con el analisis en ayunas. La prueba de sobrecarga
consiste en la administracién oral de 100 mg de metonina/kg de peso corporal después
de 8 horas de ayuno y la determinacién de la homocisteina antes y después d¢ 4 6 6
horas de la sobrecarga®®.

En condiciones normales se encuentra que los valores de Hcy son dos o tres veces
mayores que los que se obtienen en ayunas®.

La prueba de sobrecarga con metionina se recomienda en pacientes con
complicaciones obstétricas previas o en individuos con episodios aterotrombdticos que

presenten valores normales de homocisteinemia en ayunas.

También la Hey puede determinarse en orina. Generalmente, esta determinacion se
utiliza para el diagnéstico de homocistinuria™, Se ha encontrado que los niveles de orina
reflejan los cambios observados en la concentracién plasmaitica. Presenta la ventaja que
la toma de muestra es una técnica no invasiva, util especialmente en nifios.

La concentraciéon de Hcy en orina se expresa como Umol/mmolcrcatinina. Si bien
existen pocos estudios epidemiologicos que evalien la concentracidn urinaria de Hcy, se
ha determinado que el valor promedio para individuos sanos seria 1,26 y 1,95

Hmol/mmOlcreatining, para mujeres y hombres respectivamente’!.
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e Métodos

Las técnicas para la cuantificacién de los niveles de Hcy se han desarrollado
principalmente para la determinacién en sangre (plasma o suero), aunque la mayoria
también pueden utlizarse para el dosaje en orina.

En el plasma humano la Hcy se encuentra en formas diferentes. Aproximadamente
el 80% de la Hcy estd ligada covalentemente por uniones disulfuros a proteinas
plasmaticas; un poco menos del 20% se une a tioles de bajo peso molecular, formando
dimeros y una fraccién muy baja se encuentra como Hcy libre o reducida®. Si bien
existen equilibrios dinamicos entre todas las distintas estructuras, la sumatoria de las
mismas es constante y representa a la Hcy total (tHcy), cuya concentracién es la que
interesa conocer. Para obtener resultados reproducibles, la tHcy debe determinarse bajo
la forma de Hcy reducida. Por lo tanto en la mayoria de los casos, el dosaje de
homocisteinemia requiere un tratamiento previo al analisis propiamente dicho:

Reduccion de los puentes disulfuros que unen a la Hcy con otros tioles o con
albumina. De esta manera, todas las formas en que se encuentra la Hcy son convertidas
en Hcy libre y el valor hallado sera el correspondiente a la Hcy total. Algunos agentes
reductores utilizados son: 2-mercaptoetanol, ditoeritritol, ditiotreitol y borohidruro de
sodio o potasto.

Precipitacion de las proteinas plasmaticas mediante los acidos tricloroacético,
sulfosalicilico, perclérico, etc.

Centrifugacion y filtracion. De esta manera se obtiene un sobrenadante
correspondiente a la fraccién a analizar. En la mayoria de los casos, con la solucién
obtenida se procede a la derivatizacion. Este es un procedimiento mediante el cual los
analitos son convertidos en sustancias mas estables y con mejores propiedades de

separacion y sensibilidad.

Se han desarrollado varios métodos para proceder al analisis cuantitativo de la Hey

presente en plasma, suero u orina:
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Ensayos radioenzimaticos: Las primeras determinaciones de Hcy en fluidos biolégicos se
realizaron mediante ensayos radioenzimaticos, basados en la conversiéon de Hcy a S-
adenosilhomocisteina en presencia de '*C adenosina y S-adenosilhomocisteina hidrolasa.
El compuesto radioactivo obtenido fue separado por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC: High Performance Liquid Chromatography) y cuantificado por
centelleo. Este ensayo también puede llevarse a cabo con adenosina no marcada y
detecci6n ultravioleta a 254 nm.

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

proceso manual muy laborioso”.

Cromatografia gaseosa - espectrometria de masa (GC-MS: Gas Chromatography - Mass
Spectrometry): Este método se desarrolla en varios pasos. La reduccién se realiza por
medio de ditiotreitol y la denvatizacién con N-metl-n-trifuoroacetamida; ademas se
deben incorporar patrones de referencia deuterados. Los compuestos derivatizados son
separados por cromatografia gaseosa capilar y la deteccién se realiza mediante
espectrometria de masa. Es una técnica de alta sensibilidad y especificidad. Permite dosar
varios compuestos simultaneamente: cisteina, metionina, cistationina, N,N-dimetilglicina

y N-medlglicina.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC: High Performance Liquid
Chromatography): Esta técnica ha sido la mas difundida y desarrollada internacional-
mente; es de alta sensibilidad y selectividad. Para la cuantficaciéon de la muestra, es

necesario acoplar la deteccién por fluorescencia, por ultravioleta o electroquimica.

Deteccion por fluorescencia

Las sustancias que se usan comunmente para dervatizar a la Hcy y obtener
compuestos fluorescentes son: monobromobimano (mBrB) y amonio 7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-sulfonato (SBD-F). La inyeccién en la columna del aparato de HPLC

puede realizarse en forma manual o automatca. La separacion 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’.

Deteccion por ultravioleta

En esta metodologia la separaciéon se lleva a cabo isocriticamente (concentracion
constante del solvente de elucion). La derivatizacién se realiza con 4,4-didodipindina
y, a diferencia del método anterior, la conjugacién se produce después del pasaje por

la columna. La deteccién es por luz ultravioleta’.

Deteccion electroguimica

Con esta metodologia 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 electroquimico presenta varias caracteristicas importantes:
procesamiento simple de la muestra, especificidad, autoinyeccién, tiempos cortos de
corrida y la posibilidad de determinar otros tioles ademas de la Hcy. La desventaja de
esta técnica es la facil contaminacién y deterioro del electrodo, por lo tanto la

reproducibilidad del método dependera del mantenimiento del sistema de deteccion.

Analizador de aminodcidos: La determinacién de Hcy por un analizador de aminoécidos

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

manera no es necesario realizar una derivatizacion previa. La deteccién se realiza por

medio de una reaccién con ninhidrina. Este método también mide metonina y

cistadonina. El dempo de retencién de la Hey y el de regeneracion de la columna son

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

sensibilidad.

Inmunoensayos: La Hcy es convertida enzimaticamente a S-adenosilhomocisteina (SAH).

Con cl agregado de un antcuerpo monoclonal ant-SAH se mide la canudad de SAH

mediante un enzimoinmunoensayo (ELA4) compedtivo entre la SAH de la muestra y la SAH
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unida al medio soporte”’. Basado en estos principios se desarrolld el inmunoensayo de
fluorescencia polarizada (FPIA), en el que la SAH compite con el compuesto anilogo
fluoresceinado de SAH, por la unién al antcuerpo monoclonal. Es una técnica

totalmente automatizada, de alta precisién’®.

Electroforesis capilar: Es un método de gran poder de separaciéon. Para el estudio de
aminotioles se utiliza con deteccion de fluoresceina inducida por laser. La Hey reacciona
con 5-bromemedtl fluoresceina, generando un compuesto ficilmente detectable. Se

utilizan volimenes muy pequefios de muestra y solvente.

Si bien existe una buena correlacidn entre los distintos métodos, ain no se han

obtenido resultados completamente equivalentes entre los mismos.
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EVIDENCIAS CLINICAS ASOCIADAS CON
HIPERHOMOCISTEINEMIA

En 1969, Kilmer Mc Cully fue el primer cientifico que postulé la relacion entre los
niveles elevados de Hcy y la enfermedad vascular aterosclerdtica, en pacientes con
homocistnuna®. En 1976, D. Wilcken report6 el primer estudio caso-control que
demostrd la asociacidon entre HHcy moderada y la enfermedad arterial coronaria®l.
Recién a principios de 1990 comenzaron los estudios epidemiologicos a gran escala,
debido a la introduccion de métodos analiticos para el dosaje de homocisteinemia,
reproducibles y accesibles para el laboratorio de rutina.

Durante la Gltima década se han realizado mas de 100 estudios transversales, caso-
control y de cohorte prospectivos para evaluar las implicancias clinicas de la HHcy. Se ha
demostrado que aun la HHcy leve y moderada (15 - 100 pM) estin asociadas a enfer-
medades vasculares (arterial y venosa), alteraciones neurosiquidtricas, complicaciones

obstétricas y a efectos teratogénicos.

¢ Enfermedad vascular
A continuacién se resumen los estudios mds importantes que han investgado la
relacién entre HHcy y la enfermedad vascular oclusiva, a nivel arterial (Tabla 1) y venoso
(Tabla 2).
De los estudios epidemiolégicos relacionados con la enfermedad arterial oclusiva,
cabe destacar el trabajo de Boushey y colaboradores®2. Se trata de un meta-analisis de 27
estudios observacionales, que incluy6 aproximadamente 4.000 pacientes. Los resultados
mostraron que los niveles elevados de Hcy constituyen un importante factor de riesgo
independiente para la enfermedad vascular aterosclerdtica, a nivel coronario, cerebral y
penférico. La magnitud del riesgo resultdé similar a la de otros factores tales como

hipercolesterolemia, tabaquismo, hipertensién y diabetes. Ademas se calculé que un
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incremento de 5 UM en la concentracién plasmatica de Hey confiere el mismo aumento
de riesgo coronario (= 40%) que un incremento de 0,5 mM en los niveles de colesterol.

Otro estudio relevante es el de Graham er al. 6. Se trata de un trabajo multicénttico
b los en nueve paises de Europa. Se evaluaron 750 pacientes con enfermedad vascular y 800
con controles. Este estudio confirmé que la HHcy confiere un nesgo elevado de sufrir
que enfermedad vascular y factores tales como la hipertensién y el tabaquismo ejercen un
Ha®! efecto multiplicativo cuando se combinan con la HHcy. Ademis, demostré que con la
bala, prueba de sobrecarga con metionina pueden detectarse entre 20% y 30% de casos
mia, adicionales de HHcy. '
hso- Tabla 1. Estudios Epidemiolégicos. Enfermedad arterial oclusiva.
e ha Ario Autores Diserio n, Asociacion
fer- 1992 Stampfer et al.! Prospectivo 542 + IM
1993 Malinow et al.8 Transversal 574 + Est.Car.
nes 1994 Alfthan et al8 Prospectivo 134 - IM/ACV
1995 Perry et al$5 Prospectivo 107 + ACV
1995  Arnesen et al 86 Prospectivo 122 + EC
1995 Boushey et al.82 Meta—Anilisis 4.000 + EV
1995 Hopkins et al.¥? Retrospectivo 317 + EV
1995  Selhub et al.88 Transversal 1.041 + EV
b la 1996  Chasan-Taber et al®  Prospectivo 333 - IM
1996 Malinow et al.%® Retrospectivo 941 + IM
050 1997  Verhoef et al.9 Prospectivo 149 - EC
1997  Graham et al.¢6 Caso-Control 1.550 + EV
1997  Nygard et al.”? Prospectivo 1.174 + IM/Mortalidad
iva, 1997 Evans et al.? Caso-Control 712 - IM
1998 Folsom et al.% Prospectivo 769 - EC
27 1998 Wald er al.9 Prospectivo 1.355 + IM/Mortalidad
dos 1999  Bots et al.% Prospectivo 757 + IM/ACV
2000 Voudlainen et al.?? Prospectivo 326 - EC
sgo 2000 Morris et al.¥8 Prospectivo 2.204 + IM/ACV
ll 2001  Fallon et al.” Prospectivo 3.538 - EC
y 2001  Vollset et al.1% Prospectivo 4.766 + Muerte EC
mo
IM: infarto de miocardio; ACV: accidente cerebro-vascular, EC: enfermedad coronaria;
EV: enfermedad vascular; Est.Car: estenosis carotidea.
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En cuanto a los trabajos que relacionan la concentraciéon plasmatica de Hcy con la
enfermedad venosa oclusiva, la mayoria han demostrado una asociacién positiva. Esta
relacion fue confirmada por el meta-analisis llevado a cabo por Ray y colaboradores!,

que incluy6 a 9 estudios de caso-control.

Tabla 2. Estudios Epidemiolégicos. Enfermedad venosa oclusiva.

Ario Autores Disefio n Asociacion
1994  Falcon et al.10? Caso-Control 119 + TV*/ + TEP
1995 Fermo et al 103 Caso-Control 118 + TV*/ + TEP
1995 Den Heijer et al.1% Caso-Control 405 + TVP
1996 Den Heijer et al.1%5 Caso-Control 538 + TVPuq
1996 Petri et al.106 Prospectivo 337 - TV
1997  Ridker er al.197 Prospectivo 791 + TEV
1998 Eichinger eral.'8  Prospectivo 264 + TEVy
1998 Ray et al Meta-Anilisis 2.268 + TEV
2000 Langman eral.'®  Caso-Control 280 + TEV
2001 Hsu et al10 Caso-Control 202 + TVP

TV*: Todo tipo de trombosis venosa; TEP: Tromboembolismo pulmonar ; TVP:
Trombosis venosa profunda (primer episodio); TVP(,) : Trombosis venosa profunda
(recurrente); TEV: Tromboembolismo venoso.

Si bien existen numerosos trabajos que demuestran la relacién entre niveles
elevados de Hcy y el infarto de miocardio, accidente cerebro vascular, engrosamiento de
la carétida, trombosis venosa, etc.; se reportan otros estudios que no encuentran
asociacion significativa entre la Hey y 1a enfermedad vascular. Sin embargo, estos tltimos
estudios son menos numerosos y evaliian menor nimero de individuos que los primeros. i

.Ademas, es probable que en algunos casos las conclusiones scan solo aparentemente

opuestas. Es decir, para realizar una comparacion vilida entre los diferentes trabajos y
arribar a conclusiones consistentes, deberian evaluarse estudios que analicen poblaciones
similares, con métodos analiticos para homocisteinemia iguales y el mismo tpo de
desenlace. Ademas, también debe tenerse en cuenta el disefio metodolégico 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

pta algunas conclusiones contradictorias que surgen de los diferentes estudios

o, epidemiolégicos. De todas maneras, queda planteado el interrogante de que si la
hipethomocisteinemia es agente responsable del incremento en el riesgo de la
enfermedad vascular oclusiva o si sélo es un marcador de otro factor asociado a dicho
riesgo.

Para resolver esta disyuntiva es necesario disponer de los datos que surjan de
estudios clinicos prospectivos y randomizados, que demuestren que el descenso de los
niveles plasmaticos de Hcy disminuye la incidencia de la enfermedad vascular. Con este
objetivo, actualmente estan en curso varios estudios de intervencién terapéutica. Se trata
de trabajos clinicos a gran escala, que proveen un tratamiento adecuado (generalmente
basados en acido fdlico combinado con vitamina Bi2 y/o vitamina Bg), durante un
periodo suficiente.

Los estudios mas importantes'!! sc resumen en la Tabla 3.

) Tabla 3. Estudios de intervencion terapéutica en curso.
1 Estudio Pals n
es
4 VISP Vitamin Intervention for Stroke Prevention Estados Unidos 3.600
e
lan WACS Women's Antioxidant and Cardiovascular disease Estados Unidos
Study 6.000 - 8.000
oS SEARCH Study of the Effectiveness of Additional Reductions Inglaterra
DS. in Cholesterol and Homocysteine 12.000
te CHAOS-2  Cambridge Heart AntiOxidant Study - 2 Inglaterra 4.000
NORVIT Norwegian Study of Homocysteine Lowering with B-  Noruega
y Vitamins in myocardial infarction 3.000
les WENBIT Western Norway B Vitamin Trial Noruega 2.000
He PACIFIC Prevention with A Combined Inhibitor and Folated in A ustralia
Coronary heart discase 10.000
0, HOPE-2 Heart Outcomes Prevention Evaluation-2 Study Canada 5.000
VITRO Vitamins and Thrombosis Holanda-Austria-Italia 620
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La mayoria de estos trabajos evalian sujetos con enfermedad coronaria previa o
con alto riesgo de enfermedad cardiaca, con excepcién 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, estan incluidos aquellos
individuos que sufrieron trombosis venosa profunda (TVP) o tromboembolismo
pulmonar (TEP).
Los pacientes de cada proyecto seran evaluados con el mismo punto final. Por lo
tanto, segun el estudio a que pertenezcan, se analizara:
- Evolucién de la enfermedad coronaria o muerte por enfermedad cardiaca.
- Nuevos episodios de ACV.
- Nuevos episodios de TVP o TEP.

Cuando estos trabajos finalicen se podra 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 asociacién entre Hey y la enfermedad

vascular.

e Alteraciones neurosiquidtricas

También se ha encontrado que una concentracién elevada de Hcy plasmatica
estaria relacionada con alteraciones neurosiquiatricas tales como depresion, demencia
(en particular la enfermedad de Alzheimer), esquizofrenia, sindrome de fatiga crénica y
enfermedad de Parkinson!!12113114.115,

La asociacién entre la hiperhomocisteinemia y las patologias mencionadas,
apoyaria la hipotesis de que la enfermedad vascular es un factor que contribuye en las
patogénesis de algunas de aquellas afecciones!'®.

Ln el caso de la enfermedad de Parkinson, ain se desconoce si el aumento de los
niveles de Hcy se debe a una alteracion metabdlica endégena o por el tratamiento con L-

dopa''’.
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o Embarazo y complicaciones obstétricas

A través de numerosos ensayos clinicos se ha estudiado la posible asociacién entre

»de los niveles plasmadcos de Hcy y la evoluciéon del embarazo. Uno de los trabajos mis
los relevantes es el de Vollset y colaboradores, que evaluaron 5.883 mujeres y 14.492
mo embarazos (en la misma poblacién). Se encontré que la hiperhomocisteinemia

incrementaria el riesgo de desarrollar preeclampsia, anormalidades placentarias y sufrir
'lo pérdidas fetales recurrentes!!8.119,

Ademads, se ha descripto que la concentracién plasmatica elevada de Hcy se asocia
con malformaciones congénitas, principalmente con defectos del tubo neural. Sin
embargo, aun no se ha esclarecido si la HHcy es causa de esas deformaciones, o si se
trata de un marcador sensible de las deficiencias de folatos o vitamina B2, involucrados
en los procesos de metilacién, y probablemente, verdaderos responsables de los efectos

teratogénicos'%.
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MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS
ASOCIADOS A LA HIPERHOMOCISTEINEMIA

Los estudios clinicos y epidemiolégicos descriptos muestran la relaciéon entre una
concentraciéon elevada de Hcy plasmatica y la enfermedad vascular, las alteraciones
neurosiquidtricas, los efectos teratogénicos y/o las complicaciones obstétricas. Con el fin
de dilucidar los mecanismos fisiopatolégicos involucrados en estas asociaciones, se ha
realizado un ndmero importante de estudios in vitro, ex vivo y en modelos animales,
aunque ain no se han obtenido resultados concluyentes.

La mayoria de estas ecxperiencias han utlizado concentraciones de Hcy muy
elevadas (1 a 10 mM), las que representan valores muy superiores a los fisiopatologicos,
aun a los detectados en pacientes con HHcy severa. Ademas, no se ha esclarecido si los
efectos observados son especificos de la Hcy o si también podran ser cjercidos por
otros compuestos sulfurados. Si bien deben considerarse estas observaciones, los
estudios coinciden en postular que la HHcy induciria directa o indirectamente efectos
aterogénicos y protrombéticos, responsables de la mayoria de las evidencias clinicas

reportadas.

MECANISMOS ATEROGENICOS

Las evidencias experimentales sugieren que los efectos aterogénicos asociados con
la HHcy resultarian de la disfuncién e injuria endotelial, mediada fundamentalmente por
el dario oxidativo '?'. La Hcy ejerceria una accion toxica directa sobre el endotelio o a
través de la generacion de otras moléculas.

Se ha demostrado que la Hcy sufre auto- oxidacién uniéndose a proteinas o
convirtiéndose en los dimeros Hcy-Hey y Hey-Cys o en Hcy-tiolactona (éster ciclico).
En este proceso se generan especics oxigenadas altamente reactivas, tales como perdxido
de hidrégeno y radicales hidroxilos y superdxidos!?2

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

moléculas oxigenadas en el alcohol correspondiente. En presencia de niveles elevados de
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Hey se ha demostrado que disminuye la actividad enzimitica, con la consecuente
acumulacion de las especies toxicas'?. Otra enzima afectada por la Hcy seria Ia
superoxido dismutasa (SOD), secretada por las células de musculo liso y cuya funcién es
la de proteger la pared vascular del estrés oxidativo. Reportes recientes han demostrado
que la Hcy reduce la secrecion y expresion de la SOD, contribuyendo al dafio
oxidativo!?4,

Los radicales hidroxilos y superoxidos serian responsables de la peroxidacién
lipidica y oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), involucradas en la
patogénesis de la aterosclerosis!?®. Ademas, cuando se produce un exceso de Hcy-
tolactona se formarfan aductos con las particulas de LDL, los que son fagocitados por
los macr6fagos e incorporados a las células espumosas, favoreciendo la aparicion de las
placas de ateroma%. Estudios recientes han demostrado que la Hcy incrementaria la
actvidad de la 3-hidroxi-3-metlglutaril coenzima A reductasa, estmulando la produc-
ci6n y secrecion de colesterol'?.

También sc ha propuesto que una concentracién elevada de Hcy afectaria la
vasodilatacion del endotelio, mediada por el 6xido nitrico (NO) o Factor Relajante
Derivado del Endotelio. EI NO ejerce un importante efecto vasodilatador y
antiagregante plaquetario. Ademas, neutraliza la accién potencialmente téxica de la Hcy,
por la formacién de S-nitroso-homocisteina (SNHcy), también de accién vasodilatadora.
Sin embargo, cuando la concentracién de Hcy excede los valores normales, se postula
que disminuiria la biodisponibilidad del NO, probablemente por un consumo
exacerbado'?’. Estudios recientes han reportado que en condiciones de hiper-
homocisteinemia, se incrementaria la actividad de las metaloproteinasas de la matriz
extracelular, asociada con una disminucién en la produccién de NO'28,

Otro de los efectos de la Hcy relacionados con la aterosclerosis es su accidn
mitogénica. Experniencias con cultivos celulares han mostrado que la Hcy induce la
proliferacién y migracién de las células musculares lisas de la pared vascular. Se ha
postulado que la Hcy estimularia directamente la proliferacion de estas células mediante

un incremento en la sintesis de ADN o en la expresion del ARN mensajero de la ciclina
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A. Ademais, el efecto mitogénico también se ejerceria indirectamente, ya que la Hcy
induciria la activacién de la transcripcién del factor nuclear kB (NF-kB), esencial para el
crecimiento de las células de musculo liso. Otra accién indirecta es la que resulta cuando
la Hcy satura la actividad del NO, ya que este compuesto no sélo es vasodilatador sino
que también inhibe la proliferacion de células musculares lisas!'?.

Se ha planteado que la Hcy también podria afectar las propiedades elasticas de la
pared arterial por el aumento en la sintesis de las fibras de coldgeno y la alteracién del
entrecruzamiento de las mismas!'.

Otro de los procesos involucrados en la patogénesis del dafio vascular es la
hipometilacién resultante en condiciones de hiperhomocisteinemia. En esta situacién
aumenta la concentracién de SAH (S-adenosilhomocisteina), inhibidor competitivo de
metiltransferasas. Este grupo de enzimas cataliza la transferencia del grupo metlo de la
SAM (S-adenosilmetionina) a varios sustratos aceptores tales como proteinas, lipidos,
mielina, DNA, etc. Por lo tanto, la inhibicién de estas reacciones puede alterar el
crecimiento normal de la célula endotelial, la reparacién de proteinas dafadas y otras

funciones celulares importantes'3!.

MECANISMOS TROMBOGENICOS

Vanos de los efectos sobre el endotelio, ejercidos por niveles elevados de Hcy,
contribuyen al desarrollo de un estado protrombético. En particular, cuando se altera la
regulacién vasomotora del endotelio y se exponen los componentes de la matriz
subendotelial por injuria vascular, se induce la activacién plaquetaria, desencadenindose
eventos que conducen a la formacién del trombo.

En condiciones normales, el organismo mantiene la fluidez de la sangre y la
integridad vascular, a través del mecanismo hemostatico. Para llevar a cabo su funcién,
intervienen diversos componentes: pared vascular, plaquetas, sistema de coagulacién,
sistema fibrinolitico e inhibidores fisiolégicos (tanto de la coagulaciéon como de la
fibrinolisis). Ademas, en la funcién hemostitica también intervienen indirectamente

otros sistemas enzimaticos plasmaticos (complemento, calicreina-quininas y renina-
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angiotensina); factores reologicos (velocidad y viscocidad de la sangre) y células
sanguineas (hemates y leucocitos).

Existen factores genéticos y adquiridos que pueden alterar el delicado equilibrio de
la hemostasia, conduciendo a episodios trombdticos o hemorragicos.
Segtn lo descripto, los niveles elevados de Hcy afectarian el sistema hemostatico,

generando un estado protrombotico.

o Plaquetas

La injuria endotelial inducida por la HHcy setia responsable de una activacién de
las plaquetas, aunque los resultados de los estudios in vitro y ex vivo son contradictorios
respecto a las funciones plaquetarias tales como adhesividad y agregacion.

Estudios en pacientes homocistiniricos han demostrado un incremento en la
biosintesis del tromboxano A2 (TXA2), reflejado por los valores elevados de los
metabolitos urinarios 11-dehidro-tromboxanoB2 y 2,3-dinor-tromboxanoB2. Dado que
el TXA2 es un potente agonista plaquetario y vasoconstrictor, un incremento en su
sintesis postularia uno de los probables mecanismos trombogénicos asociados a la

hiperhomocisteinemia’32,

o Coagulacion / Fibrinolisis

Los estudios ex vivo en pacientes con homocistinunia han demostrado varias
alteraciones en el sistema de coagulacién, sugitiendo un estado hipercoagulable en estos
individuos: Se ha reportado un aumento significativo en la concentracién de marcadores
de activacién, como los complejos trombina-antitrombina (TAT) y fragmento de
protrombina 1+2 (F1+2). En cambio, se registraron niveles disminuidos de inhibidores
fisiologicos de la coagulacion, tales como antittombina (AT) y proteina C (PC)!.

Ademas, se han realizado numerosos estudios in vitro que confirmarian que el
aumento de las concentraciones de Hcy en plasma favorece un estado protrombético.
Principalmente, se llevaron a cabo expenencias con cultivos celulares, demostrando un

aumento de la actividad del Factor XII y Factor V del sistema de coagulaciont!%.




Introduccion

56

También se reportd un aumento de la actividad del factor tisular (TF), mediante un
efecto dosis-dependiente de la Hcy sobre el RNA mensajero de la proteina!®.

Se encontrd que una concentracion elevada de Hcy inhibe la sintesis de heparan
sulfato (HS), principal activador de la antitrombina (AT). Ademis, el perdxido de
hidrégeno generado por la auto-oxidacién de la Hcy, afectaria la unién del complejo AT-
HS, disminuyendo su capacidad anticoagulante!?. Otro de los sistemas de inhibicién de
la coagulacién que mostr alteraciones es el de la proteina C. Se reporté que la Hey
ejerce u;l efecto inhibitorio sobre el complejo trombomodulina-trombina, necesario para
activar a la proteina C. Esta inhibicién se deberia a un descenso de los niveles de la
trombomodulina nativa (por reduccién de puentes disulfuros de la molécula) y de la
capacidad de unién de la trombomodulina reducida a la trombina!3,

Respecto a la interferencia de la Hcy con los componentes del sistema fibrinolitico
se ha demostrado una disminucién importante en la actividad del activador tisular del
plasminégeno (t-PA).

Se report6 que la anexina II, involucrada en la unién del t-PA a la célula endotelial,
también es ligando para la Hcy a través del mismo dominio de unién, bloqueando asi la
accion del activador y probablemente la conversion de plasminégeno a plasmina'™.

Otro efecto potencial de la Hcy sobre la fibrinolisis involucra a la lipoproteina(a)
[Lp(@)]. Debido a la homologia que presenta esta proteina con el kringle IV del
plasmindgeno, la Lp(a) compite con el Plg por los sitios de unién a la fibrina, inhibiendo
el proceso fibrinolitico. Se postulé que la Hcy reduciria las uniones disulfuros de la

molécula de Lp(a), lo que induciria un aumento en su capacidad de unién a la fibrina!¥.

En conclusién, los estudios experimentales realizados hasta el momento muestran
que la Hcy estaria involucrada en una serie de mecanismos potencialmente reponsables
de un aumento de la activacion plaquetaria y del sistema de coagulacion, alterando
ademas, funciones antitrombdticas del endotelio, de los inhibidores fisiologicos y del
sistema fibrinolitico. Estos hallazgos conducirian a un estado hipercoagulable, apoyando

los resultados de los estudios clinicos.
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El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar la accién de la homocisteina sobre
componentes del sistena hemostatico, a través de dos lineas principales de investigacion:

estudios experimentales in vitro y estudios epidemioldgicos.

Objetivos especificos

o Opumizar las fases pre-analitica y analitica para el dosaje de homocisteina plasmatica.

¢ Determinar los niveles de homocisteina plasmatica en una poblacién normal.

¢ Evaluar factores adquiridos y genéticos, determinantes de la homocisteinemia.

o Estudiar las asociaciones entre los niveles de homocisteina y otros analitos
fisiologicos.

¢ Determinar los valores de corte para homocisteinemia.

o Estudiar la asociacién del polimorfismo C677T de la MTHFR con episodios
trombéticos.

¢ Evaluar la accién de la homocisteina sobre componentes de sistema hemostatico.

¢ Postular mecanismos fisiopatolégicos responsables de la accién trombogénica de la

homocisteina.
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MUESTRAS

Para el desarrollo de la presente tesis se utilizaron diferentes muestras obtenidas a
partir de sangre venosa. En todos los casos se extrajo sangre a voluntarios humanos con
8 0 12 horas de ayuno, segin correspondiera. Para la evaluacién de los parametros
fibrinoliticos las extracciones de sangre se realizaron, estrictamente, a individuos en
teposo, entre las 8 y 9 hs. de la mafiana, con el menor estasis venoso posible.

A continuacién se describe la obtencién de las muestras sanguineas utilizadas:

o Plasma en EDTA: Se recolectaron 2,5 ml de sangre en tubos plisticos conteniendo
como anticoagulante 61 pl de una solucién 7,5 % de KsEDTA (sal tripotasica del 4cido
etlendiamintetraacético). Las muestras se centrifugaron a 2.000 g durante 10 minutos.
Para la determinacién de homocisteinemia, los plasmas se separaron inmediatamente del
paquete celular o, en su defecto, las muestras de sangre se mantuvieron en bafio de hielo

por un lapso menor a 4 horas.

» Plasma en citrato de sodio: Se recolecté la sangre en tubos plasticos conteniendo
citrato trisédico 3,8 % en una relacién de nueve partes de sangre y una parte de
anticoagulante.

Para la determinacién de pruebas de coagulacién y fibrnolisis las muestras se

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

o Suero: Se colocaron 5 ml de sangre en tubos de vidrio y se incubaron en bafio
termostatizado a 37°C, hasta completar el proceso de coagulacién (aproximadamente 4
horas). Se procedi6 a la centrifugacién durante 10 minutos a 1.500 g. Se recolectaron los

sucros COt‘l‘CSpOﬂdiCﬂtCS.

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

conteniendo gel acelerador (mezcla de siliconas y aceites vegetales; TAPVAL,
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Argentina). La coagulacién se completé en 1 hora a 37 °C. Por centrifugacion, estos
sistemas producen un tapon biologico que separa la muestra en tres capas: sucro-gel-
coagulo, evitando, principalmente, el contacto del suero con los glébulos rojos y blancos.

Las muestras descriptas fueron fraccionadas y conservadas a - 20°C 6 -70°C,

segun los requerimientos de las determinaciones a realizar.

o Plasma rico en plaquetas (PRP): Se recolecté la sangre en tubos plastcos
conteniendo citrato trisédico 3,8 % en una relacién de nueve partes de sangre y una
parte de antcoagulante. Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a baja
velocidad (200 g) y los plasmas obtenidos se separaron con pipetas de plastico y se 3’
colocaron en tubos plasticos. Para los estudios de agregacion plaquetaria, los PRP se

utilizaron dentro de las dos horas de extraida la sangtre.

o Hemolizado: Se obtuvo por lisis de glébulos rojos: A 50 upl de sangre entera
anticoagulada con K3GEDTA se agregd 1 ml de solucién de acido ascérbico (1% m/v). La
mezcla se homogeneizé suavemente y se dejé actuar durante 90 minutos, a temperatura
ambiente y protegida de la luz. Para la determinacién de acido folico intraentrocitario,
los hemolizados se almacenaron a -70°C y se procesaron estrictamente, ¢n un periodo <

30 dias.

DROGAS Y REACTIVOS QUIMICOS

Para el desarrollo de los ensayos in vitro se ualizaron soluciones de: DL.-
homocisteina  (Aldrich  Chemical, EEUU), L-cisteina, DL-homocistina® y 2-

mercaptoetanol (Sigma Chemical, EE.UU.).

%La solucién de homocistina requicere la disolucion previa con un volumen minimo de acido 11C1 0,1
N; agregado de PBS o SF y ajuste a pH = 7,2 con NaOH 0,5 N.
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Segun el ensayo, los reactivos se disolvieron en solucion fisiolégica (SF) o en buffer
fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM, KClI 3mM, Na,HPOs 15 mM y KH2PO4 1,5 mM; pH
7,2).

Ademis, se prepararon soluciones de fibrindgeno humano (Sigma Chemical),
trombina bovina (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

fueron del mayor grado de pureza analitica disponible.

POBLACION

Dada la diversidad de grupos poblacionales evaluados, los mismos se desctiben en
cada estudio en la seccién de Resultados. En todos los casos se contd con el

consentimiento de los participantes.

DETERMINACION DE HOMOCISTEINEMIA

La determinacién de los niveles de Hcy en los diferentes grupos poblacionales
estudiados, se realiz6 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 disponia de resultados internacionales obtenidos por este
método. Por lo tanto, se realizé la validacién del ELISA, mediante estudios de precision
y de comparacién con el método de referencia HPLC (High Performance Liquid

Chromatography).

MUESTRAS

Se utilizaron plasmas en KsEDTA, obtenidos segin las condiciones ya descriptas.
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METODOS
e ELISA

En sangre, la homocisteina existe en varias formas: Unida a proteinas, como
disulfuros Hcy-Cisteina y Hcy-Hcy, como éster ciclico tiolactona y una pequefia fraccion
se encuentra como Hcy libre y reducida. Si bien existen equilibrios dinimicos entre todas
estas estructuras, la sumatoria de las mismas es constante y representa a la Hcy total
(tHcy), cuya concentracién es la que interesa conocer. Ademas, la Hcy reducida es la
unica especie que proporciona resultados reproducibles.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, las muestras deben recibir un

procesamiento adecuado, previo al ensayo inmunolégico:

a) Reduccion. Se utiliza ditiotreitol (DTT) como agente reductor para convertir la Hey

total a Hey libre:

Prot-SS-Hcy
R-SS-Hcy o Hey
Hcy-Tiolactona

R = Residuo cisteina u Hey

b) Conversion enzimdtica. La Hcy reducida se convierte en S-adenosil-Hcy (SAH)

(especie detectable por ELISA):

Hcy + Adenosina SAThidrolesa SAH + H20

A continuacién se realiza el ensayo inmunolégico en fase soélida, de tipo
competitivo. La SAH de la muestra compite con la SAH unida al medio soporte
(policubetas de poliestireno), por los sitios de unién de un anticuerpo monoclonal ant-
SAH. Por el agregado de un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y un sustrato
cromogénico, se desarrolla color en funcién de la actividad enzimatica. Las absorbancias

registradas espectrofotométricamente a 450 nm, son inversamente proporcionales a las
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concentraciones de Hcy total de las muestras. Con los datos obtenidos de soluciones
patrones se realiza una curva de calibracién (Absorbancia vs. log [tHcy]) y se recomienda
el ajuste de la misma a una curva logistica de 4 parimetros o sigmoidea dosis-respuesta
de pendiente variable.

La técnica se desarrollé segun las especificaciones del equipo comercial y los
registros de absorbancia se realizaron con un lector de ELISA (Reader 100, Organon

Teknica, Miami, EE.UU.).

e HPLC
El método de referencia para el dosaje de homocisteinemia es la cromatografia

liquida de alta resolucién o HPLC. (High Performance Liquid Chromatography).
Alicuotas de las muestras dosadas por ELISA también fueron analizadas por el método
cromatogrifico, con deteccion de fluorescencia.

Las determinaciones se realizaron segin el método de D. Jacobsen ef al.”, con
algunas modificaciones. Para el pretratamiento de las muestras se utiliz6 borohidruro de
sodio (Fluka, Buchs, Suiza) como agente reductor y para la derivatizacién se usé
monobromobimano (Calbiochem-Behring Diagnostics, La Jolla, EE.UU.), fluorocromé-
foro especifico de toles. El desarrollo cromatografico se llevd a cabo en un equipo
Hewlett Packard 1090 y con un detector de fluorescencia Shimadzu RF-530 (Shimadzu,
Kyoto, Jap6n). Las longitudes de onda de exitacién y emisién fueron de 390 nm y 480
nm respectivamente. Se utilizé una columna C18, 4 um de 5 cm x 3,9 mm (Novapak) y
como fase mévil se prepard una solucién de acetonitrilo (3 %), buffer KH2PO4 (10 mM)
y tretilamina (400 pM/500 ml), ajustando el pH final a 3,0 con icido ortofosférico. El
volumen de muestra inyectado fue de 10 pl y la velocidad de flujo se regulé a 0,5
ml/min.

Todos los reactivos utilizados para el desarrollo cromatografico fueron de calidad

analitica (HPLC).
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DETERMINACIONES DE OTROS ANALITOS FISIOLOGICOS

e Acido félico sérico

Esta vitamina se dos6 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 caseina, un anticuerpo monoclonal ant-proteina
unida a folato, 4cido félico conjugado con fosfatasa alcalina y particulas paramagnéticas
recubiertas con anticuerpos ant-IgG. Esta mezcla de reaccion se incuba 20 minutos a
37°C. El folato de la muestra compite con el acido félico conjugado con fosfatasa
alcalina, por los sitios de unién a la caseina. Los complejos resultantes se unen a la fase
solida a través del anticuerpo monoclonal anti-proteina unida a folato. Por aplicacién de
un campo magnético y lavados sucesivos se descartan los compuestos no unidos a la fase
solida. Se agrega un sustrato quimioluminiscente, sobre el que acta la fosfatasa alcalina.

La luz producida es inversamente proporcional a la concentraciéon de acido félico.

e Acido félico intraeritrocitario

En los hemolizados de cada individuo se dos6 la concentracién de acido félico
(AF), de manera idéntica a la determinacién de acido félico sérico.

Con los valores del hematocrito y teniendo en cuenta la dilucién (1:21) realizada en
la preparacién del hemolizado, se calcul6 el acido félico intraenitrocitario AF e de la
siguiente manera:

AFHtmoh:ada x21

AFImmem. =
(Hematocrito/100)

e Vitamina B,,

Se determiné 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 ctanocobalamina. Se agregan factor intrinseco

conjugado con fosfatasa alcalina y particulas paramagnéticas recubiertas con anticuerpo
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monoclonal anti-factor intrinseco. La vitamina Bi2 de la muestra se une al factor
intrinseco conjugado compitiendo por la unién de este comjugado al ano-factor
intrinseco de la fase s6lida. Los compuestos no unidos se descartan por separacién en un
campo magnético y por sucesivos lavados. Se agrega un sustrato quimioluminiscente
sobre el que actia la fosfatasa alcalina. La luz generada es inversamente proporcional a la

concentracion de vitamina Bia.

o Dermatin sulfato

Los niveles de DS en plasma se dosaron por un método amidolitico indirecto en
dos etapas (Stachrom DS, Diagnostica Stago). En la primera etapa el plasma se adsorbe
con una suspensién de bentonita para eliminar el cofactor II de la heparina (HCII), la
antittombina III y el fibrinégeno. El sobrenadante se incuba con HCII purificado y
exceso de trombina. La trombina residual se determina por su actividad amidolitica
sobre el sustrato cromogénico CBS 61.50. La liberacion de p-nitroanilina se registra
espectro-fotométricamente a 405 nm. La absorbancia es inversamente proporcional a la

concentracion de DS. Se procedié segun las especificaciones del equipo comercial.

Para el desarrollo de esta tesis también fueron requeridos datos de determinaciones
habituales en el laboratorio clinico, tales como: Hemograma (equipo automatizado Cell
Dyn 3500, Abbott, EE.UU.); Colesterol total (método colorimétrico, Sera PAK Plus,
Bayer, Alemania.); HDL-Colesterol (método colorimétrico de punto final, precipitante:
acido fosfotungstico, Wiener Lab, Argentina); Triglicéridos (método colorimétrico, Sera
PAK Plus, Bayer); Creatinina (método cinético de Jaffe, sin desproteinizar, Bio-System,

Espafia); Ferritina (quimioluminiscencia, Immulite, EE.UU.).
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PRUEBAS DE EVALUACION DEL SISTEMA HEMOSTATICO

PLAQUETAS
e Estudios de agregacion plaquetaria
Esta técnica evalia la funcionalidad de las plaquetas. La agregacion plaquetaria es la
interaccion plaqueta-plaqueta, que requiere la integridad metabdlica de las mismas. La
prueba se basa en inducir la agregacion in vitro, por la adiciéon de un agonista o inductor.
La respuesta plaquetana se midi6 por el método turbidimétrico'¥!, que mide los
cambios de transmitancia de la luz como resultado de la formacién de agregados. A
medida que las plaquetas se agregan y permiten cl mayor pasaje de luz, disminuyendo la
DO, se grafican las curvas de agregacion en funcién del tiempo. La temperatura del
ensayo debe mantenerse en 37°C, con agitacién constante y en presencia de fibrindgeno.
Se utlizé 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 dias previos
a la extraccién. Las pruebas se realizaron con un agregémetro Dual Aggro-Meter
(Chrono-Log, EE.UU). Los inductores utilizados fueron:
- Trombina bovina (Abbot, EE.UU.). Concentracién final = 0,2 - 0,5 UI/ml (en
solucién fisiologica).
- ADP (Adenosin difosfato, Sigma Chemical): Concentracion final = 3,3 x 10¢ M (en
solucién fisiologica).

- Colageno (de tendén; Meditech, EE.UU.): Concentracién final = 1 — 2 ug/ml (en
agua).

SISTEMA DE COAGULACION

Se utilizaron plasmas obtenidos en citrato de sodio 3,8 %. Todas las pruebas de
coagulacién se realizaron con un coagulémetro semiautomatico ST4 (Diagnostica Stago,
Francia). En todos los casos se utilizé6 como plasma de referencia un pool de plasmas

normales comercial (Unicalibrator, Diagnostica Stago, Francia).
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o Tiempo de protombina (TP) o Método de Quick '+

La técnica consiste en determinar el tempo de coagulacién del plasma en presencia
de un exceso de tromboplastina (factor tisular) e iones Ca?'. El TP involucra a los
factores de la via extrinseca del sistema de coagulacién: VII, X, V, ITy L.

Se preparan diluciones a partir del plasma de referencia y se realiza una curva de
calibracién: Tiempo de Coagulacién versus % Protrombina. El iempo de coagulacion de
la muestra se interpola en la curva y se obtiene el porcentaje de protrombina
correspondiente.

En particular, en este estudio se utliz6 tromboplastina cilcica comercial
(Neoplastine, Diagnostica Stago). La técnica se realizé segun las instrucciones del

fabricante para su utilizacién en un coagulémetro semiautomatico.

* Relacion Internacional Normalizada (RIN)

El control de la terapia con anticoagulantes orales (compuestos dicumarinicos o
warfarina) se realiza con el Tiempo de Protrombina. Dada la diversidad de
tromboplastinas existentes y la varacién en los métodos de dosaje del TP, se ha
propuesto estandarizar la expresion de los resultados del TP. Por lo tanto, para el

monitoreo de la anticoagulacién oral se recomienda el uso de RIN''#:

TP Muecstra

RIN = R¥ R=
TP Plasma normal

ISI (Indice de Sensibilidad Internacional): Este indice lo provee el fabricante de la
trombo-plastina e indica la sensibilidad de esta ultima respecto a una tromboplastina

patron proporcionada por la Organizacion Mundial de la Salud.

- e



Materiales y Métodos

e Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)

Es una prueba global para estudiar la via intrinseca de la coagulacién. Se basa en
medir el iempo de coagulacién de un plasma con el agregado de una canudad estiandar
de cefalina (fosfolipidos), un activador del sistema de contacto e iones Ca2* 1+,

Se utilizd el reactivo comercial C.K. Prest (Diagnostica Stago), que contene
cefalina y caolin como activador. Se procedié segun el protocolo del equipo y con el
agregado de una solucién de CaClz 0,025 M se registraron los tempos de coagulacion

correspondientes al plasma de referencia y a las muestras.

e Tiempo de trombina (TT)

Esta técnica cvalda el proceso de fibrinoformacién. Se mide el dempo de
coagulacién del plasma en presencia de una cantidad determinada de trombina'®.

Se utilizé el reactivo comercial Thrombin Prest (Diagnostica Stago), con una
concentracion de trombina de 1,5 unidades NIH/ml. Se procedié segin las indicaciones
del equipo y se determinaron los tempos de coagulacién del plasma de referencia y de

cada muestra.

s Fibrinogeno

El dosaje se realiz6 con el método funcional de Clauss!#, en el que el dempo de
coagulacién con trombina de plasma diluido es inversamente proporcional a la
concentracion de fibrinégeno del plasma. Con un plasma patrén equivalente a un pool de
plasmas normales (Unicalibrator, Diagnostica Stago), se realiza una curva de calibracion
con diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80. Se procedié segun las indicaciones del equipo
comercial utilizado (Fibn-Prest, Diagnostica Stago). Los resultados se expresaron cn

mg/dl.
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o Factores II, V, VI y X

En todos los casos se realizdé el método en una etapa. Mediante esta técnica se
determina funcionalmente el porcentaje de actividad del factor presente en la muestra en
estudio respecto a un plasma de referencia o pool de plasmas normales. El plasma a
estudiar se diluye 1:10 con solucion fisiolégica o con un buffer apropiado, considerando a
esta dilucién como el 100% de actividad del factor. Se mezcla un volumen del plasma
diluido con un volumen de plasma deficitario del factor en estudio y se mide el tiempo
de coagulacién en presencia de tromboplastina e iones Ca?*.

Para la determinacion de cada factor se utilizé tromboplastina calcica (Neoplastine)
y plasmas deficitarios comerciales (Diagnostica Stago).

Con el plasma de referencia se realizaron diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 y se
grafico una curva de calibracién: Tiempo de Coagulacion versus Concentracion del
Factor. Interpolando el tiempo de coagulacién de la muestra se obtuvo el % de actividad

respecto al plasma normal.

o Factores VIII, IX, XI y XIT

Todas las determinaciones se realizaron mediante la técnica en una etapa. El
plasma a estudiar se diluye 1:10 con solucién fisiolégica o con un buffer apropiado,
considerando a esta dilucién como el 100% de actividad del factor. Se mezcla un
volumen del plasma diluido con un volumen de plasma deficitario del factor en estudio y
se mide el tempo de coagulacion en presencia de cefalina, de un activador e iones Ca?*.

Se ualizaron plasmas deficitarios comerciales (Diagnostica Stago) y el reactivo C.K.
Prest, que contene cefalina y caolin como activador. Se procedié segun el protocolo del
equipo y con el agregado de una solucién de CaClz 0,025 M se registraron los tiempos de
coagulacion.

Con el plasma de referencia se realizaron diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 y se
grafico una curva de calibracién: Tiempo de Coagulacion versus Concentracion del
Factor. Interpolando el tempo de coagulacién de la muestra se obtuvo el % de actividad

respecto al plasma normal.
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e Factor XIII

La actividad del factor XIII se determiné por dos métodos:

a) Espectrofotométrico '¥7: E1 FXIII contenido en la muestra es acuvado a FXIIIa por
trombina. En ]a reacciéon también se produce fibrina, la que se mantiene en solucién por
el agregado de un péptido inhibidor de la agregacién. El FXIIIa acopla un sustrato
peptidico especifico al éster glicinoetilico, liberando amoniaco. Este Gltimo se determina
simultineamente en una reaccién enzimatica en la que intervienen NHs3, NADH y a.-
cetoglutarato. Se mide el consumo de NADH (proporcional a la acavidad del factor
XIII), registrando el descenso de absorbancia a 340 nm.

Esta determinaciéon se realiz6 con un coagulémetro automatico BCT (Dade-
Behring M.G., Alemania) y se udlizaron los reactivos Berichrom FXIII (Dade-Behring),

siguiendo las indicaciones del equipo.

b) Prueba de solubilidad en urea ***: Esta prueba permite evaluar la actividad del FXIII
en funcion de la solubilidad de la red de fibrina en una solucién de urea 5 M. El tempo
de disolucién es dircctamente proporcional a la concentracidén de FXIII presente en el
plasma.

En tubos de vidrio se agregaron 200 pl de cada muestra, 100 pl de CaCl: (0,025 M)
y 100 pl de trombina bovina 1,5 NIH (Sigma Chemical). Los tubos se incubaron a 37 °C

durante 30 minutos. Se obtuvieron los coagulos correspondientes, los que fueron
despegados del vidrio cuidadosamente. A cada tubo se agregaron 3 ml de solucién de
urea 5 M. Penédicamente los sistemas se mezclaron por inversiéon y sc registraron la

consistencia de los coagulos a las 24, 30, 40, 50 y 65 horas.

o Factor von Willebrand
Se determiné por electro-inmunodifusion (Assera-Plate vIWFE, Diagnostica Stago,

Francia). Bajo la aplicacién de un campo eléctrico, el factor von Willebrand (I'vW)
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contenido en la muestra migra sobre un gel de agarosa que contiene anticuerpos
especificos anti-FvW. Durante la migracion electroforética el FvW precipita cuando el
complejo antigeno-anticuerpo alcanza la relaciéon 6ptima. La altura del pico de
precipitacién (o rocker) es directamente proporcional a la concentracién de FvW de la
muestra. Simultaneamente se realiza la experiencia con una curva de calibracion.

La corrida electroforétca se desarrollé durante 24 hs, a 75 mA de intensidad de

corriente. Se procedié segun las especificaciones del equipo comercial.

FIBRINOLISIS
o Tiempo de lisis de sangre entera diluida

La técnica consiste en diluir la sangre en buffer fosfato y luego determinar el iempo
de lisis del coagulo, formado por el agregado de trombina. La dilucién de la sangre
entera, en la cual se mantiene la proporciéon normal de los componentes del sistema
fibrinolitico, facilita la accién de los activadores fibrinoliticos y acorta el tiempo de lisis
de los codgulos.

La prueba se realiz6 dentro de los 20 minutos de la obtencién de la muestra. En
tubos de vidrio se agregaron 1,7 ml de buffer fosfato (Na,HPO, 9,47 g; KH,PO, 3,02 g; H.O
destilada c.s.p. 1250 ml; pH 7,4); 0,1 ml de soluciéon de trombina 50 UI/ml y 0,2 ml de
sangre entera extraida en citrato de sodio 3,8 %. Inmediatamente se mezclé por
inversion y los tubos se dejaron 30 minutos a 4°C. Se verificé que la coagulacién fuese
completa en todos los tubos, los que se llevaron a 37°C (tempo cero). Periédicamente se
investigo la lisis del coagulo formado. Se registr6 el momento de su lisis completa y se

asign6 como tiempo de lisis de sangre entera diluida.

o Tiempo de lisis de euglobulinas
La técnica consiste en precipitar en medio 4cido la fraccién de euglobulinas del

plasma (contiene prncipalmente plasmindgeno, fibrinégeno y los activadores del
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plasmindgeno) y luego redisolverla en medio alcalino, registrando el tiempo de lisis del
coagulo, formado por agregado de cloruro de calcio o trombina.

La prueba se realizé dentro de los 20 minutos de la obtencién de la muestra. En
tubos cénicos de vidrio se agregaron 0,5 ml de muestra, 9 ml de agua destilada y 0,1 ml
de acido acético 1%. Se dejaron 30 minutos a 4 °C para que se complete la precipitacion
de las euglobulinas. Luego se procedié a la centrifugaciéon a 3.000 g, durante 5 minutos.
Se descartaron los sobrenadantes. A cada tubo se agregaron 0,5 ml de buffer borato (NaCl
0,15 M, borato de sodio 2,6 pM, pH 9) para la disolucién del precipitado (a 37 °C). Por el
agregado de 0,5 ml de CaCl: 0,025 M, se obtuvieron los coagulos correspondientes
(dempo cero). Los tubos se mantuvieron a 37 °C y se registrté el momento de la lisis

completa (tiempo de lisis de euglobulinas) en cada uno.

FORMACION DE REDES DE FIBRINA

Se evalué el efecto de la homocisteina en la fibrinoformacién y se comparé con la

accién de otros compuestos azufrados.

MUESTRAS

Alicuotas de un pool de plasmas normales citratados se incubaron separadamente
(a 37 °C, 1 hora) con soluciones de homocisteina, cisteina y homocistina con una
concentracion final (c.f) = 0,3 mM. La muestra control se obtuvo reemplazando los
compuestos azufrados por buffer PBS (NaCl 137 mM, KCl 3mM, Na,HPO, 15 mM y KH,PO,
1,5 mM, pH 7,2).

Se utilizaron soluciones frescas de homocisteina, cisteina y homocistina, en PBS.

FIBRINOFORMACION
A cada una de las muestras plasmaticas modificadas se agregdé trombina bovina
(c.f.= 0,05 U/ml) y CaClz (c.f.= 33 mM), obteniéndose los coagulos correspondientes.

Los ensayos se realizaron por triplicado, en policubetas de poliestireno.
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La fibrinoformacién y las redes de fibrina fueron evaluadas mediante estudios

dnéticos y potr microscopia electronica, respectivamente.

o Estudios cinéticos.
Durante el proceso de coagulacién de cada uno de los plasmas ensayados, se
registré la densidad 6ptica (DO) a 450 nm, cada 2 minutos hasta valor constante!®

(Reader 100, Organon Teknica, EE.UU.).

¢+ Microscopia electrénica.

Los geles plasmaticos finales se dejaron estabilizar 18 horas a 4 °C. Los pasos
subsiguientes se realizaron a temperatura ambiente. Las muestras se fijaron con
glitaraldehido (30%)- paraformaldehido (2,5%) durante 2 horas y luego con tetréxido de
osmio (1%). Luego fueron deshidratadas con soluciones de acetona en agua en
concentraciones crecientes (50, 70, 85 y 100 %). Todos los reactivos utilizados fueron
provistos por Sigma Chemical. Las muestras se secaron por punto critico (Baltec CPD
030, Balzers, Alemania) y fueron metalizadas para su observacién en un microscopio
electronico de barrido (Catl Zeiss DMS 940 A, Oberkochen, Alemania)!®. Las
observaciones se realizaron a 5 kvolts y se obtuvieron las fotografias correspondientes a
3.000 aumentos.

Para realizar mediciones sobre las fotos se utliz6 un sistema analizador de
imagenes (Q520 Leica, Cambridge, Inglaterra). Se evaluaron 12 campos de igual area,
aleatoriamente seleccionados y se caracteriz6 cada red determinando el nimero de fibras

por campo, el porcentaje de red, el ancho y largo de las fibras.
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PERFILES ELECTROFORETICOS

Se analizaron los perfiles electroforéticos de muestras (soluciones de fibrindgeno y
factor XIII) incubadas in vitro con homocisteina. Las proporciones y condiciones se

detallan en la seccion de Resultados.

o Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se realizaron las cornidas electroforéticas segun el método descripto por
Laemmli'3!, Se prepararon mini-geles de poliacrilamida de 4 % (gel concentrador) y 7,5
% (gel separador). Las muestras se diluyeron en buffer Tris-HCl pH 6,8 y SDS (4%)-
glicerol (1 gota), a una concentracién de 0,6 mg proteinas/ml. Luego de un
calentamiento a 100°C durante 2 minutos, se sembraron 10 pl de cada una de cllas. Una
de las muestras recibié tratamiento reductor con 2-mercaptoetanol (10 %). El buffer para
el desarrollo electro-forético fue Tms-glicina-SDS, pH 8,3.

Las corridas electroforéticas se realizaron a 25 mA, con un voltaje maximo de 140
volts, durante 1 hora (Equipo Pharmacia Biotech EPS 600, Suecia). Los geles sc tifieron
con solucién 0,1 % de Azul Brillante de Coomasie (Sigma Chemical) durante 30 minutos
y se decoloraron con solucién 7 % de acido acético. Los geles se deshidrataron al aire, en

papel celofan.
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ESTUDIO DEL POLIMORFISMO C677T DE LA MTHFR

El estudio de la sustitucién C677T en la MTHER se llev a cabo por amplificacion
por PCR (Polymerase Chain Reaction) del fragmento 198-pb ADN y digestién posterior
del mismo con la enzima de restricciéon Hinf I, segun la técnica descripta por Frosst y

colaboradoresZ.

MUESTRAS
Sangre entera anticoagulada con KGEDTA (7,5 %). Las muestras fueron

congeladas a =70 °C hasta el momento de su procesamiento.

METODO

El estudio de la sustitucién se realizé en tres etapas.

1. Extraccion de ADN con proteinasa K
Se trataron 0,5 ml de sangre con buffer TE hasta obtener un pellet claro. Luego de

centrifugar a 14.000 g (centrifuga Hermle Z 200 M/H, Alemania) durante 2 minutos, se
eliminé el sobrenadante y se agregaron 270 pl de buffer de incubacion y 30 pl de
proteinasa K (Sigma Chemical). Las muestras se incubaron toda la noche a 56°C.

Posteriormente se inactivé la proteinasa K a 100°C durante 10 minutos.

Verificacion de la extraccion: Se realizé por electroforesis en gel de agarosa (Promega,
EE.UU.) 1 % en buffer TBE, conteniendo de bromuro de etidio. Se sembraron 3 pl de la
muestra de ADN, coloreado con azul de bromofenol. La corrida electroforética se
realiz6 a 100 volts durante 60 minutos. La calidad de la banda se observé con un

transiluminador Hoefer Macro Vue UV-20 (UV Transilluminator, California, EE.UU).
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Soluciones utilizadas:

-Proteinasa K: 1 mg/ml en buffer Ttis 50 mM, acetato de calcio 3 mM, pH 8.
-Buffer TE de lavado: Tris 1,21 g/l, EDTA 0,37 g/1, pH 8.
-Buffer incubacién: KCI 50 mM, Tris 10 mM, MgCl: 2,5 mM, Tween 20 0,5 % v/v, pH 9.

2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction)

La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar una
secuencia especifica de ADN, con alta especificidad y sensibilidad. Esencialmente la PCR
consiste en someter una mezcla de reaccién a una secuencia de ciclos térmicos, para
permitir la sintesis de una secuencia de ADN especifica.

La mezcla de reaccién contiene el ADN de partida, dos oligonucleétidos que
sefialardn los puntos de inicio de la sintesis (primers) (Biodynamics, Argentina), la enzima
ADN polimerasa termoestable (Promega, EE.UU.), iones Mg?* y una mezcla de los
cuatro desoxinucleétdos trifosfato precursores (dANTPs: A, G, C, T) (Promega).

Los tubos conteniendo 50 pl de la mezcla de reaccion se sometieron a ciclos
térmicos en un equipo Mastercycler Gradient (Eppendorf, Alemania). El proceso

completo para cada muestra fue de 2 horas, segin el siguiente programa:

Temperatura Tiempo Proceso
94 °C 3 minutos Inicio
94 °C 45 segundos Desnaturalizacién del ADN
56 °C 1 minuto 30 ciclos Unién de los primers
72°C 45 segundos Sintesis de fragmentos de ADN
4°C Final

Ademis de las muestras se procesaron un control de diagndstico y un control

negativo.
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Verificacion de la PCR: Se realiz6 por electroforesis en gel de agarosa (Promega,
EE.UU.) 1% en buffer TBE, conteniendo 5 pl de bromuro de etidio. Se sembraron 20 pl

del producto de PCR del control negativo y 5 pl del producto de PCR de cada muestra,
coloreados con xilene. La corrida electroforétca se realiz6 a 100 volts durante 30
minutos. Las bandas se observaron con el transiluminador. Si el proceso de PCR se
realiz6 correctamente debe verificarse ausencia de producto de amplificacion en la
siembra del control negativo y una sola banda en el caso de las muestras. De lo

contrario, se sospecha una contaminacién o amplificacién inadecuada.

Soluciones utilizadas:
-Buffer TBE: Tris 10,8 g/, Ac.bérico 5,5 g/1, EDTA (0,5 mM pH 8) 4 ml/]
-Bromuro de etidio: 5pul (10mg/ml de bromuro de etidio en buffer TBE) en 100 ml gel
-Colorante: Xilene 0,1 % p/v, glicerol 40 % v/v, buffer TBE 60% v/v

3. Estudio del producto de amplificacion

En esta etapa el producto de amplificacién se incuba con una enzima de restriccion
especifica que produce un corte en el fragmento amplificado si el mismo presenta la
sustitucion C677T.

Se incubaron 10 pl de los productos de PCR con 15 pl de la enzima Hinf I
(10.000U/ml) (New England Biolabs, EE.UU.), a 37 °C durante toda la noche.

El diagnésuco final se realiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa 2,5%
en buffer TBE con bromuro de etddio. Se sembraron 25 pl de la mezcla de incubacién
coloreada con xilene. La corrida se realiz6 a 100 volts durante 3 horas. Las bandas se
observaron con el transiluminador.

La sustitucién 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

establece segin el patrén de bandas obtenido (Figura 5).
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Normal Heterocigota ~ Homocigota Siembra
|£
— — 198 pb
— — 175 pb
23 pb

Figura 5. Esquema del perfil electroforético de los tres genotipos posibles para la
variante termolibil de la MTHFR. Los fragmentos de 23 pb no suclen observarse cn

el gel
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METODOS ESTADISTICOS

Para el anilisis estadistico y presentacién de los datos se utilizaron los programas
Statistix V 2.1 y GraphPad Prism V 2.0. A continuacién se enumeran los parimetros y

pruebas realizadas!52133,

o Andlisis de datos cuantitativos

Para evaluar la distribucion de las variables analizadas se realizaron histogramas y
grificos de tipo Box & Whisker plots. Se prob6 normalidad con el rest de Shapiro-Wilk.

Se calcularon medidas de posicion y dispersiéon. Los resultados fueron
expresados como media * DE (distribuciones simétricas) o mediana y rango

(distribuciones asimétricas).

Medidas de posicion
- Media: Promedio aritmétco de las observaciones. Es una medida muy sensible a la
presencia de datos anémalos (outliers).
- Mediana: Dato central, divide a la muestra ordenada en dos partes de igual

tamafio. Es una medida resistente a la presencia de datos atipicos.

Medidas de dispersion
- Desvio estandar (DE): Dispersion de los datos alrededor de su media.
- Rango: Diferencia entre el dato mayor y el menor. También se expres6 mostrando
el valor maximo y el minimo de los datos.
- Coeficiente de variacion (C.V.): Desvio estindar dividido la media, por 100 (%).
Es el modo de expresiéon del DE como porcentaje de la media.
- Percentiles (a %): dato de la muestra ordenada que deja a % de valores debajo de
si mismo. Los percentles 2,5 % y 97,5 % se utlizaron para determinar los limites del

rango de homocisteinemia. Cuando los datos mostraron una distribucién normal,
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esos limites coinciden con los valores de la media + 1,96 DE, conteniendo el 95 %

central de los resultados.

Comparacion de poblaciones

Segiin las caracteristicas de los datos a evaluar se utilizaron pruebas parametricas y
no paramétricas: fest de Student, test de z, test del signo y test de Mann-Whitney-
Wilcoxon. En todos los casos se considerd significacion estadistica cuando el valor de p

resulté menor a 0,05.

Pruebas de asociacion

Para evaluar la relacién entre dos variables numéricas se utlizaron diagramas de
dispersién (Scatter Plof). Se realizaron analisis de regresion lineal y para describir el grado
de asociacion entre las variables se calcularon los coeficientes de correlacién de Pearson
(cuando los datos presentaron distribucién normal) o de Spearman (cuando los datos no

presentaron distribucién normal).

Comparacion de métodos analiticos
Para comparar las técnicas de determinacién de homocisteina (ELISA vs. HPLC)y

establecer la equivalencia entre ambos métodos se realiz6 la prueba de Bland-Altman'>.

o Anilisis de datos categoricos

Para evaluar la relacién o asociacién entre dos variables categéricas en los estudios
retrospectivos se calcularon los Odds ratios y sus intervalos de confianza (IC 95 %).
Para comparar proporciones se utlizé la prueba de chi cuadrado con la correccion

de Yates.




RESULTADOS




NIVELES PLASMATICOS
DE HOMOCISTEINA

Para llevar a cabo la determinacién de homocisteinemia
en diferentes grupos poblacionales fue prioritario elegir
un método confiable y accesible. Con este fin se optd
por una técnica de ELISA (Enzyme Lynked Immuno
Sorbent Assay), disponible comercialmente. Si bien se
trata de una metodologia rapida 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 validacion y estandarizacion del
ELISA para la medicién de Hcy.

Con el fin de optimizar los resultados de homocisteine-
mia se evaluaron condiciones inherentes a las muestras:
tdpo de muestras sanguineas, estabilidad ante congela-
mientos y descongelamientos sucesivos y efectos de la

variabilidad biolégica.
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VALIDACION DEL METODO DE ELISA

La validacién de la técnica de ELISA para la determinacién de los niveles de Hcy,
se llevo a cabo mediante estudios de precisiéon y de comparaciéon con el método de
referencia (HPLC: High Performance Liquid Chromatography).

Se obtuvieron plasmas en K3EDTA 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 determind la concentracién de Hey en cada una de las muestras.

¢ Precision

Sc determinaron los coeficientes de variacion del intra e inter-ensayo. Para el intra-
ensayo se analizaron tres muestras (de baja, media y alta concentracién de Hcy). Cada
uno de los plasmas fueron dosados 12 veces en el mismo analisis.

La precision del inter-ensayo se determiné estudiando las mismas muestras, por
duplicado, 12 dias diferentes durante 6 semanas. En todos los casos se determinaron los

coeficientes de varacién (C.V.). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Coeficientes de variacion (C.V.) del método de ELISA.

[Hey] C.V. Intra-ensayo C.V. Inter-ensayo
uM % %
4,0-10,0 7,9 8,5
11,0-20,0 6,8 7,0
> 20,0 8,4 8,2

[Hcy): concentracién de Hey plasmitica total.

e Comparacion de métodos
Se realiz6 la comparaciéon del método de ELISA versus HPLC. Entre los 97
plasmas analizados por la técnica de ELISA (rango de Hcy = 4,0 — 54,0 uM), se

seleccionaron 50 muestras (de niveles bajos, medios y altos de Hcy): 18 muestras entre 4-
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10 pM; 20 muestras entre 11-20 pM y 12 muestras > 20 uM. Ademas, estos plasmas
fueron analizados por HPLC (rango de Hey = 4,8 — 52,0 uM).

Los datos obtenidos por ambos métodos, para las mismas 50 muestras, fueron
comparados por: (a) Anilisis de regresion lineal y (b) Prueba de Bland-Altman!34,

(@) La Figura 6 muestra la curva de la rcgresion lincal entre los datos obtenidos
por ELISA vs. HPLC. Este analisis estadistico dio como resultado:

y = 0,952 x + 1,242; coeficiente de correlacion, r = 0,984; r* = 0,968 y error
estandar de la estimacién, S, = 1,483.

(b) La Figura 7 representa la distribucion de los puntos obtenidos cuando sc
grafica la diferencia entre las determinaciones de Hcy para cada muestra por ELISA v
HPLC versus el promedio de los resultados obtenidos con las mismas muestras, por las
dos técnicas. J. Bland y D. Altman proponen este analisis como método alternativo y de
mayor informacién para comparar valores obtenidos por un método nuevo respecto de
otro ya cstablecido. En ¢l caso en que las dos técnicas no dificran significativamente, cl

método tradicional puede reemplazarse por cl nuevo.

50

aof

ey gpisa (M)

0 I 1 1 I L I 1 I I 4 1 )

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
ey yipLe (1M)

Figura 6. Curva de regresion lineal entre los resultados de Hey determinados por ELISA y
HPLC.
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Figura 7. Prueba de Bland-Altman. DE: Desvio estindar.

Para las 50 muestras utilizadas en la comparacion 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 guisa- Hey weic (Hey pisa - Hey wpic) /2
Promedio 0,5 15,0
Desvio estandar 1,5 8,4
Minimo -3,0 5,4
Maximo 3,2 53,0

n = 50; Hcy: Concentracion de homocisteina plasmatica total expresada en pM.
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DISCUSION

La técnica de ELISA (Axis®) para la cuandficacién de los niveles de
homocisteinemia utiliza un volumen muy pequefio de muestra (25 pl), permite procesar
por duplicado 39 muestras, tres controles y la curva de calibracién en 4 horas y requierc
un equipamiento simple. Estas caracteristicas resultaron importantes para realizar las
determinaciones en esta tesis.

Los resultados muestran que para un amplio rango de concentraciones (4,0 — 54,0
puM) los coeficientes de variacion del intra-ensayo y del inter-ensayo son < 8.5 %, lo que

permite obtener datos reproducibles y confiables.

La comparacién entre el ELISA y el método de referencia (HPLC) demostré que
los resultados registrados por ambos métodos son equivalentes. El analisis de la
regresion lineal muestra un alto coeficiente de correlacion (» = 0,984) y un valor de la
pendiente cercano a 1 (0,952). Si bien la ordenada al origen de la regresién dio un valor
distinto de cero, este dato no resultd estadisticamente 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 pM, sugiriendo una bucna
correspondencia.

Ln la Figura 7 no sc observa sesgo entre los datos obtenidos por ELISA respecto a
los de HPLC. Ademis, dos veces el desvio estandar de esa diferencia (DE = 1,5) indica
que los datos obtenidos por ambos métodos podrian diferir, como maximo, cn 3 UM
con 95 % de confianza.

J. Pietzch et al. 13 realizaron la comparacion entre el ELISA (Axis®) y la cromato-
grafia gaseosa/espectrometria de masa (CG/EM). Este grupo determiné la
concentraciéon de Hcey in 104 muestras plasmaticas por ambos métodos (rango de Hcy =
1,60 - 82,34 pM). Los coeficientes de variacion del ELISA para el intra- e inter-ensayo
fueron < 6,2 % y < 8,0 %, respectivamente. Ademas, el ELISA mostré concordancia

con CG/EM (r = 0,993; pendiente = 1,056; ordenada = -0,133 uM y S,., = 0,768).
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Por otra parte, el método de ELISA (no comercial) desarrollado por Frantzen er
al., mostré buena correlacion con HPLC?. El analisis de la regresion lineal de los datos
presentd la siguiente ecuacién: y = 0,933 x + 0,184 (n = 44; r = 0,986; S,x = 2,357).
También con este método se obtuvo buena precisién (C.V. < 6-8 %).

Los resultados de estos trabajos internacionales avalan nuestras conclusiones, si

bien los sistemas analizados no son completamente coincidentes.

Por lo tanto, la técnica de ELISA para la determinacion de homocisteina plasmdtica

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-analitica, se evaluaron los

niveles de homocisteina en muestras obtenidas en distintas condiciones.

e Plasmas/Sueros
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 pl de una solucién de
K3EDTA 7,5 %).

Muestra B: Plasma en citrato trisédico (9 partes de sangre y 1 parte de solucion de

citrato trisodico 3,8 %).
Muestra C: Suero obtenido segun el procedimiento convencional.

Muestra D: Sucro obtenido con gel separador.

Los procedimientos para la obtencion de plasmas y sueros se describen cn la
seccion 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 sc¢ determinaron los niveles de Hey en cada una
de las muestras, con un mismo equipo de ELISA.

Teniendo en cuenta que el volumen de anticoagulante udlizado cjerce un efecto de
dilucién (principalmente en el caso del citrato trisédico), deben corregirse las
concentraciones de Hcy, por el factor correspondiente. Debido a que las soluciones
antcoagulantes permanecen en la fase extracelular, debe considerarse sélo el volumen de

plasma centrifugado y no el volumen de sangre entera.
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Por lo tanto:

[Heylcorregida = F x [Hey]peterminada

F= (VOll’lasma + VOIl\nllcmguIamc)

VOll’I:.\mz = VOlS;mg“- (1 - }‘I[O)
Voh’lz\mz

[Hcy]: Concentracién de Hey total
Vol: Volumen

Hto: Hematocrito

Asumiendo que el hematocrito promedio es 0,42 1/1 y 0,46 1/1 para mujeres y

hombres respectivamente, resultan los siguientes factores de correccion:

e Muestras de sangre extraidas en K3sEDTA
F Mujeres = 1,042 F Hombres = 1,045

e Muestras de sangre extraidas en citrato trisodico

F Mujeres — 1,]92 F 11ombres = 1,206

Los valores de Hcy de todas las muestras plasmaticas (A y B) fueron corregidos
por el factor de dilucién correspondiente. En la Tabla 6 se resumen los valores de Hcy

para todas las muestras.

Tabla 6. Niveles de homocisteina en plasmas y sueros.

Hcy (uM) Heycorregia(pM)
Muestras A (n = 20) 11,5(7,0-472) 12,0 (7,3 - 49,2)
Muestras B (n = 20) 8,3 (4,8-135,5) 9,9 (5,7-42,3)
Muestras C (n = 20) 14,2 (8,9 - 54,5)
Muestras D (n = 20) 11,8(7,2-48,1)

Los datos estin expresados como mediana y rango.
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Se calcularon las diferencias entre los valores de Hecy determinados en los distintos
tpos de muestras, para cada individuo. Para este analisis, las muestras de referencia
fueron los plasmas en Ks3EDTA (Tabla 7). En la evaluacion de los datos obtenidos con
las Muestras A y B, se utlizaron los valores corregidos por el factor de dilucion

correspondiente.

Tabla 7. Diferencias de la Hey en las muestras B, C y D respecto a la muestra A.

A (uM) A (%) p
Muestras A vs. B 1,9 [0,8-7,1] 15,4 [7,2-27,6] 00001
Muestras A vs. C 2,5 [(-5,3) - (-0,8)] -14,4 [(-24,3) - (-6,9)] 0,0001
Muestras A vs. D 0,5 [(-1,9)-2,3)] 3,3 [(-7.7) - (16,6)] NS

A: Diferencia entre los datos de Hcy de cada tipo de muestra para cada individuo. Los resultados
estin expresados como mediana y rango. El anilisis estadistico se realizé con el fest de Wilcoxon
para muestras aparcadas.

. Congelamientos/Descongelamientos sucesivos

Alicuotas de las 20 muestras plasmaticas en K3EDTA obtenidas para la seccién
anterior se sometieron a cuatro congelamientos (a -70°C) y descongelamientos cada 45
dias, en un periodo 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 dilucién
para las muestras en KGEDTA es pricticamente 1 y que, ademas, en cada proceso se
dosaron las mismas muestras, los datos obtenidos no fueron corregidos por el efecto de

la dilucién (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto del congelamiento en los niveles de Hey.

n Hey (uM)
Muestras Proceso 1 20 11,5(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 (8,1 — 45,1)

Los datos estin expresados como mediana y rango.

Se calculé la diferencia entre los datos de Hcy determinados luego de cada proceso

respecto a la determinacién inicial (Proceso I). Los resultados se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Diferencias de la Hcy en las muestras post-congelamientos.

A (uM) A (%) P
Proceso 1 vs. 2 0,5[(-28)- (D] -22[(-94)-(177] NS
Proceso 1 vs. 3 LI[-08)-3,7)] 88[(-7,3)-(14,0)]  0.0003
Proceso 1 vs. 4 0,1 [(-13)-(3]  3,1[(-15,7) - (14,2)] NS

Los resultados estin expresados como mediana y rango. El anilisis estadistico se
realizé con el fest de Wilcoxon para muestras apareadas.

o Variabilidad biologica

Se extrajo sangre a 23 individuos (rango de edades = 35 a 72 afios) en ayunas y se
obtuvieron las respectivas muestras plasmaticas con Ks3EDTA. Se repitié la experiencia
con los mismos sujetos 7 dias después, sin indicaciones respecto a la ingesta dietaria. Los
plasmas obtenidos de cada individuo en las dos extracciones fueron congelados a —
20°C. La determinaciéon de homocisteinemia para las 46 muestras se realiz en el mismo

dia, con el mismo equipo de ELISA.
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Los valores de Hcy correspondientes a la primera extraccion fueron 13,7 uM (6,0 -
40,4 uM), expresados como mediana y rango. Los niveles plasmdticos a los siete dias
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 continuacion: A (uM) = 0,3 [(-9,6) — (5,3)] y A (%) = 4
[(-23,7) - (24,6)].

DISCUSION

Los estudios epidemiolégicos que asocian a la hiperhomocisteinemia con el riesgo
de enfermedad vascular oclusiva, muestran que pequeiias diferencias en los niveles de
Hcy plasmatica pueden tener importancia clinica. Por lo tanto, con el fin de disminuir la
variabilidad de los resultados obtenidos para una muestra, se han realizado numerosas
experiencias para la optimizacién de las fases pre-analitica y analitica (los errores
inherentes a la fase post-analitica son similares a los de otras determinaciones del
laboratorio clinico).

Respecto al tipo de muestra sanguinea, la mayoria de los trabajos internacionales
udlizan plasmas en EDTA (obtenidos segin lo descripto en Materiales y Métodos). Por lo
tanto, la validacién del método de ELISA se realizé con estas muestras. A partir de la
confiabilidad y estandarizacién 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 ain cuando los valores sc
corrigen por el factor de dilucién correspondiente, siendo el valor de la mediana de las
diferencias igual a 15,4 % (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¢ Estos resultados se deberian no sélo a diferencias
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de dilucién sino también a efectos osméticos e interacciones especificas con los analitos.
Por el contrario, Palmer-Toy er al. 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 concentracion de
Hey resulté mayor que la de los plasmas en EDTA (mediana de las diferencias =
-14,4 %; p = 0,0001). En cambio, los sueros obtenidos con gel separador (Muestras D)
mostraron valores de Hcy similares a los de las Muestras A (mediana de las diferencias
= 3,3 %,; p no significativa).

Los resultados de las muestras séricas coinciden con los reportes internacionales
que sugieren que, aun in vitro, los ertrocitos contindan generando Hcy, liberandola al
compartimiento extracelular®!8, De esta manera se produciria un incremento artificial
de la concentracién de Hcy cuando los elementos particulados de la sangre no son
separados inmediatamente. Estos hallazgos explicarian 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 centrifugaciéon. 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 glébulos 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 mayoria
de los estudios (inclusive los que determinan valores de referencia) utlizan plasmas en
EDTA, es conveniente realizar la determinacién de Hcy con este tipo de muestra.

En este trabajo también se evalué el efecto de congelamientos vy
descongelamientos sucesivos. L.a Tabla 9 muestra que las diferencias entre los valores de
Hcy determinados en los Procesos I y 2 y en los Procesos I y 4 no resultaron
estadisticamente  significativas. Estos hallazgos coinciden con los reportes
internacionales!®’. Si bien la diferencia entre los Procesos I y 3 fue 8,8 % (p = 0,0003),

este valor es semejante al coeficiente de variacidén intra-ensayo (8,4%) e inter-ensayo




Resultados

100

(8,2%), lo que permite asumir que una variacién de 8,8 % entre las dos series de datos
seria un valor aceptable (del orden del error del método).

Otro de los objetivos del trabajo fue evaluar si variaciones inherentes al individuo
(variabilidad bioldgica) podrian reflejar cambios en los niveles de Hcy. Los resultados
obtenidos muestran que en un periodo de siete dias no se observaron diferencias
significauvas. Sin embargo, en algunos individuos la vanacion de su nivel de
homocisteinemia alcanzé el 24,6 %. Esta diferencia estaria asociada principalmente a
cambios en la ingesta alimentaria®. Ademas, deben considerarse posibles variaciones en
la obtencién de las muestras y el error inherente al método (para evitar las diferencias
por el inter-ensayo se dosaron las 46 muestras simultaneamente con el mismo lote de

reactivos).

Se concluyo que las muestras mds apropiadas para la determinacion 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 bioldgica,
podemos concluir que en periodos cortos de tiempo, no se observan cambios significativos

en los niveles de Hcy de cada individuo.




FACTORES DETERMINANTES
DE LA HOMOCISTEINEMIA

La concentracién de homocisteina total en sangre
refleja el nivel intracelular del aminoicido y la
integridad de los pasos metabdlicos involucrados. El
valor de homocisteinemia es la resultante del efecto
directo y de la interaccion de factores genéticos y
adquiridos. El aumento de los niveles plasmiticos de
homocisteina esti 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 B2 y acido fdlico y la variante termolibil de la

metlentetrahidrofolato reductasa.




Resultad
esultados 103

HOMOCISTEINEMIA DE LA POBLACION DE BUENOS AIRES

En el comienzo del desarrollo de esta tesis no se disponia de reportes referidos al
estudio de la homocisteinemia en Argentina. Por lo tanto, una de las lineas de la
investgacién tuvo como objetivo realizar estudios que evaluaran los niveles de
homocisteina plasmatica en diversos grupos poblacionales de nuestro pais.

Los niveles de Hcy plasmatica se determinaron mediante la técnica de ELISA. En
todos los casos se extrajo sangre por puncién venosa a voluntarios con 8 horas de
ayuno. Se obtuvieron los correspondientes plasmas en KGEDTA, segin el procedimiento
descripto en la seccion de Materiales y Métodos.

Durante un periodo de 6 meses se extrajeron las muestras sanguineas
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 sintomatica, enfermedad renal, psoriasis y
otras patologias asociadas a incrementos en los niveles de Hcy.

Se evaluaron 305 individuos y fueron clasificados segin la siguiente distribucion

ctarea:

Grupo A: neonatos (n = 32).
Grupo B: 3 a59 afios (n = 151).
Grupo C: 260 afios (n = 122).

Los niveles de Hcy para la poblacién general o Grupo B mostraron una distri-

bucién normal (Figura 8) y los valores hallados se encuentran resumidos en la Tabla 10.




104 Resultados

)
V2777

il

Frecuencia (%o)

kK

XA 2%

777 /4
G777 %%
* v

.,,,
o

77

N
N
N

0o 2 4 6 8 10 122 M 6 B N 2 A BB B N
Hcy (umol/1)

Figura 8. Distribucion de frecuencias de homocisteinemia para la poblacion general.
Coeficiente de Shapiro-Wilks = 0,9914.

Tabla 10. Homocisteinemia en Buenos Aires. Resultados para la poblacién general (3 a 59 afos).

Edad Nivel plasmatico de Hcy
(arios) (umol /1)
n Media + DE %g’;‘gfgj’ Media +DE ';f;ﬁ;’;j’
Total 151 31,2+ 14,0 30,0 (3-59) 12,1 £3,6 11,7 (3,1-20,1)
Hombres 58 28,0+ 14,0 28,5(3-59) 12,7+3.8 12,4 (4,3-20,1)
Mujeres 93 32,7+13,1 30,0 (4-59) 11,7+34 11,5 (3,1-19,6)

DE: Desvio estandar. Heynombres > Heymujeres (0 = 0,0493; test de t).

Cuando al Grupo B se lo dividié por sexo, el anilisis estadistico también mostrod
una distribucién 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 concentraciéon plasmatica de Hcy esta relacionada con la edad, se
ordenaron los sujetos del Grupo B en tres subgrupos etireos. Los resultados

correspondientes para cada subgrupo se muestran en la Tabla 11. Se observa que el
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promedio de la concentracién plasmatica de Hcy aumenta con la edad, encontrindose

diferencias significadvas sélo entre el primer subgrupo y el segundo.

Tabla 11. Distribucién de homocisteinemia segin edad y sexo para la poblacién general (3 a
59 afos).

Nivel plasmatico de Hcy
(umol /)
Edad . .
(arios) n Media + DE Mediana (Rango)
Total 30 9,7+3,6 8,9 (3,1 - 17,0)
3-19 Hombres 17 93+33 8,5(4,3-17,0) .
Mujeres 13 10,3 + 4,1 993,1-156 P © = 00654
P« = 0,0001
Total 81 12,4 £3,3 12,0 (5,0-19,7)
20- 39 Hombres 31 13,8+3,0 14,1 (7,3-19,7) v = 0.0016
Mujeres 50 1,632 11,5(50-18,5) P o=
p“ W= 0,]08
Total 40 13,3+£3,8 12,0 (6,8 - 20,1)
40 - 59 Hombres 10 15,1 £3,2 15,2 (10,6 - 20,1) .
Mujeres 30 12,738 11,6 (6,8-200) P © 7 0,0402

P*: HC}'llnmbms vs. HCYMu]cms; Pl: l‘le_'i.ll) anos V5. HcyZﬂ-J‘) anosy P": HC)’Z(I-}‘) anos U, HC)’«LS‘) anos-
(8): Test de ©; (t): Testde t.

Se analizaron los datos correspondientes a dos grupos etareos extremos, el de los
neonatos (Grupo A) y el de los sujetos > 60 afios (Grupo C). Los valores estan resumidos
en la Tabla 12. Los niveles de Hcy del Grupo A siguieron una curva de distribucion
normal, mientras que los correspondientes al Grupo C mostraron una distribucién no
normal, con valores outliers o atipicos a la derecha de la curva de Gauss. Nuevamente se
observé que la concentracién plasmaitca de Hcy aumenta con la edad encontrandose
diferencias significativas entre los valores de homocisteinemia del Grupo A vs. Grupo By

entre el Grupo B vs. Grupo C.
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Tabla 12. Distribucién de homocisteinemia segin edad. Analisis en grupos etireos
extremos.
n Media + DS Mediana (Rango) P
Grupo A (neonatos) 32 6,4+26 5,9(12,4-103)
P = 0,0001
Grupo B (3-59 afios) 151 12,1 £3,6 11,7 (3,1 - 20,1)
P = 0,007
Grupo C (> 60 afios) 122 13,659 12,7 (5,0-41,0)
™ : Heya vs. Heyn, test de t; pB’c (z): Heyp vs. Heyg,, test de z.
DISCUSION

Basados en las evidencias de un nimero muy importante de estudios
epidemioldgicos, se ha postulado que la hiperhomocisteinemia esta 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 Hcy plasmatca. Varos
investigadores han recomendado que los valores de referencia para la concentracién de
Hcy plasmadca total deben establecerse en poblaciones aparentemente sanas y ademas,
con adecuado nivel vitaminico.

Se determiné la media y su desvio estandar en cada uno de los tres grupos etareos
principales: Grupo A (neonatos); 6,4 + 2,6 pmol/l; Grupo B (3 — 59 afios), 12,1 * 3,6
pumol/l y Grupo C (> 60 afos), 13,6 + 5,9 pmol/l, observandose que los valores de
homocisteinemia aumentan con la edad, ain dentro del Grupo B. También se encontrd
que los hombres muestran niveles de Hcy significativamente mayores que las mujeres.
Esta diferencia entre los sexos tuvo significacion estadistica ain a pesar de que la media
de las edades de las mujeres fue mayor que la de los hombres. ‘T'odos estos hallazgos
coinciden con los presentados por otros autores*.

Dado que la homocisteinemia es funcidon de los niveles de folato, vitamina Bi y
posiblemente vitamina B, Ubbink e al. '*° udlizaron los datos obtenidos en individuos

sometidos a suplementacién vitaminica y desarrollaron un modelo matematico 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 umol/l. También Rasmussen y
colaboradores'é! establecieron valores de referencia en una poblacién con niveles
6ptimos de acido félico, obteniendo los siguientes rangos en funcién del sexo y la edad:
4,6 a 8,1 pumol/1 para hombres y mujeres de 20 a 29 afios; 4,5 a 7,9 umol/] para mujeres

y 6,3 a 11,2 pmol/1 para hombres, de 30 a 59 afios y 5,8 a 11,9 umol/] para ambos sexos
a partir de los 60 afios.

Nuestro estudio mostré que el 95 % de los niveles plasmaticos de Hcy para la
poblacién de Buenos Aires con edad de 3 a 59 anios, estin comprendidos entre 5,0 y 19,2
pumol/l (calculado como la media * 1,96 DE). Cabe cuestionarse si este rango
corresponde al intervalo de referencia para homocisteinemia en nuestra ciudad. En un
sentido, la respuesta seria afirmativa ya que estos valores fueron obtenidos del analisis
estadistico propuesto por Altman's?, para aquellos datos de una poblacién sana, con una
distribucién normal. Sin embargo, se ha propuesto que para determinar los valores de
referencia para homocisteinemia se requiere la participaciéon de individuos no sélo
aparentemente en buen estado de salud, sino con niveles séricos 6ptimos de folatos,
vitamina Bi2y Bs. En nuestro estudio no se determinaron los niveles de estas vitaminas,
pero dado el valor elevado del percentilosrs = 19,2 pmol/l, podria sospecharse la
presencia de deficiencias vitaminicas subclinicas en algunos de los individuos estudiados.
En particular, es probable el déficit de folatos asociado a los habitos alimentarios de
nuestro medio (elevado consumo de proteinas de origen animal y baja ingesta de
alimentos con alto contenido de acido folico). Ademas, nuestra poblacion presenta una
alta prevalencia de la vanante termolibil de la metlentetrahidrofolato-reductasa
(heterocigota 42,8 % y homocigota 15,8 %), cuya actividad disminuida se pone de
manifiesto cuando la concentracién de folatos no es la apropiada®’.

Uno de los trabajos mas relevantes para establecer Valores Normales para
homocisteinemia es el estudio NHANES III (n=8.086 participantes). Establecié como

niveles elevados de Hcy a aquellos valores mayores al percentiloss registtados en una
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poblacién sana, joven (edad 20-39 afios), con un adecuado nivel sérico vitaminico y sin
insuficiencia renal. Basados en este criterio, se definié como hiperhomocisteinemia a los
niveles superiores a 10,4 pmol/1 en las mujeres y 11,4 pmol/l en los hombres. Teniendo
en cuenta cste criterio, nuestra poblacion de 3 a 59 afios de edad present6 44,1 % y 50,0
% de hiperthomocisteinemia, en mujeres y hombres respectivamente NHANES I1I: 12,0

% y 20,8 %).

Los valores de homocisteinemia de la poblacion de Buenos Aires, entre 3 y 59 arios de
edad, estan comprendidos entre 5,0 y 19,2 uM. Este intervalo no deberia considerarse como
Rango de Referencia; por el contrario, sugiere que aproximadamente el 50% de nuestra

poblacion estaria expuesto a un mayor riesgo del desarrollo de aterotrombosis.




Resultados

109

HOMOCISTEINEMIA Y RELACION CON OTROS ANALITOS
FISIOLOGICOS EN INDIVIDUOS MAYORES DE 65 ANOS

El estudio fue realizado en 196 individuos (62 hombres y 134 mujeres) con una
edad de 75 afios (66 a 93 afios), expresada como mediana y rango. Todos los
participantes fueron evaluados por personal médico, a través de una encuesta de
sintomas, en relacién con enfermedad coronaria, cerebral y periférica. Se completaron
los datos mediante examen fisico, electrocardiograma, e interrogatorio referido a factores
de resgo (tabaquismo, alcohol, estrés, sedentarismo), habitos alimentarios, ingesta de
suplementos vitaminicos y drogas. En los casos con antecedentes de enfermedad
vascular, se recabaron datos objetivos del diagnéstico previo.

Se considerd portador de enfermedad vascular oclusiva a los pacientes con las
siguientes patologias:

Arteriopatia periférica: Individuos con antecedentes de cirugia de by-pass
aortofemoral o femoropopliteo y aquellos con historia de claudicacién intermitente y
estudios que demostraron disminucién de flujo arterial en miembros inferiores (ecografia
Doppler, arteriografia o pletsmografia).

Enfermedad cerebral isquémica: Individuos con antecedentes de déficit
neurolégico focal motor y/o sensitivo transitorio o con secuela y tomografia axial
computada cerebral sin signos de hemorragia y pacientes con o sin sintomas con

ecografia Doppler de vasos carotideos con obstrucciones mayores al 20%.

Coronariopatia: Individuos con antecedentes de cirugia de revasculanzacion
miocérdica y/o angioplastas, pacientes con o sin antecedentes de dolor toricico y
necrosis secuelar en el electrocardiograma, pacientes con antecedentes de dolor toricico
con estudios complementarios positivos para isquemia (ergometria, ventriculograma) y
aquellos con histonia de dolor toricico y medicacién antianginosa, en ausencia de
estudios complementarios.

Se obtuvieron los plasmas en K3EDTA y sueros correspondientes de todos los

partacipantes. Se determinaron los niveles de Hcy, acido folico sérico y vitamina Bia.
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Ademas, se dosaron los niveles de colesterol total, HDL-colesterol, triglicéridos y

creatinina.

Como resultado de la evaluacidén clinica y de las pruebas de laboratoro, la

poblacidon mostrd las siguientes caracteristicas (Tabla 13):

Tabla 13. Caracteristicas de la poblacion.

% Media (DE)
Diabéticos 17,0 IMC (kg/m’) 27,3 (4,7)
Hipertensos 70,6 Colesterolyyy (mg/dl) 234,1 (39.9)
Sedentarios 64,3 HDL (mg/dl) 48,8 ( 7.8)
Fumadores 8,5 Triglicéridos (mg/dl) 125,2 (60,6)
Pacientes con EVO 17,3 Creatinina (mg/dl) 1,1 ( 0,2)
EVO: LEnfermedad vascular oclusiva, IMC: Indice de masa corporal, HDL: Lipoproteinas de alta

densidad.

I.os resultados de la determinacidon de homocisteinemia se resumen en la ‘T'abla 14. |

Tabla 14. Niveles de Hcy plasmatica.

n Edad (arios) Hcey (uM)
Poblacion total 196 75 (66 —93) 12,8 (5,5 - 48,9)
Hombres 62 72 (66 - 88) 14,0 (6,5 - 42,1)
p =0,005
Mujeres 134 79 (68 -93) 12,0 (5,5 - 48,9)

Datos expresados como mediana y rango.

Enla Tabla 15 figuran los valores de Hcy de los individuos con y sin enfermedad

vascular (segun los criterios descriptos).
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Tabla 15. Niveles de Hcy plasmatca.

n Hey (uM)
Poblacion total 196 12,8 (5,0-48,9)
Poblacion sin EVO 162 12,6 (5,0-42,1) p=NS
Poblacion con EVO 34 13,9 (6,9 -48,9)

Datos expresados como mediana y rango.

Respecto a los niveles de vitaminas que afectan la concentracién plasmatica de
Hcy, se encontraron los siguientes valores (expresados como mediana y rango):
- Vitamina B2 = 292 (48 — 1.500) pg/ ml
- Acido folico sérico = 4,44 (1,82 - 20,00) ng/ ml

Se analiz6 la asociacién entre la homocisteinemia y los parametros de laboratorio:
vitamina Bz, dcido fdlico, creatinina, triglicéridos, colesterol total y HDL-colesterol. El
estudio de correlaciéon de cada una de estas variables con los niveles de Hcy se realizo
separadamente, evaluando en cada caso sélo aquellos individuos que mostraran valores
normales de las variables restantes. La homocisteinemia correlacioné con los niveles de
vitamina By, 4cido félico y creatinina (Tabla 16); mientras que no se encontrd asociacion

con la concentracién de triglicéridos, colesterol total ni de HDL-colesterol.

Tabla 16. Correlacién entre los niveles de vitamina By, acido
folico y creatinina y los niveles de Hcy.

Hey (uM)
r P
Vitamina By, (pg/ml) -0,387 < 0,001
Acido félico (ng/ml) -0,428 <0,001
Creatinina (mg/dl) 0,537 < 0,001

r: Coeficiente de correlacién de Spearman.
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e Hiperhomocisteinemia y niveles vitaminicos

Si se considera que el valor de corte para homocisteinemia es 15 uM, la proporcion
de individuos hiperhomocisteinémicos en la poblacion evaluada resulta 34,4 % (ICosv,
27,7 — 41,6 %). En la Figura 9 se muestra la prevalencia del déficit de vitamina B2 y de
acido folico en el grupo con hiperhomocisteinemia. Se observé que ningun individuo

present6 las dos deficiencias simultineamente.

& 38,1 % By | (<180 pg/ml)
% 33,3 % Ac. félico | (< 3,00 ng/ml)

Bl Hcy<15uM
Hey > 15 uM

Figura 9. Deficiencias de vitamina B1z y 4cido félico en el grupo con hiperhomocisteinemia
(Hey > 15 uM).

Al analizar la concentracion sérica vitaminica en toda la poblacion, se observé que
el 17,7 % presenta niveles suboptimos de vitamina Biz y el 24,2 % muestra déficit de
acido folico. 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) uM, respectivamente. La Figura 10
representa la proporcion de sujetos hiperhomocisteinémicos en los grupos deficitarios de

las vitaminas mencionadas.




Resultados

113

Vitamina By, Acido félico
Bl B> 180 pg/ml Bl Ac. folico >3 ng/ml
B2 <180 pg/ml Ac. félico <3 ng/ml

72,7% HHcey 53,3% HHcy

Figura 10. Prevalencia de hiperhomocisteinemia (HHcy), a partir de 15 uM, en individuos
con deficiencias de vitamina B2 o icido f6lico.

DISCUSION

Varios trabajos han reportado que los niveles plasmaticos de Hcy aumentan con la
edad, dependiendo de factores nutricionales, metabdlicos, alteraciones de la absorcion de
vitamina Bi2 y de la excrecion renal. En el presente estudio la homocisteinemia de una
poblacién > 65 anos resulté 12,8 uM (valor de la mediana), valor similar al hallado en
nuestro estudio previo (12,7 uM; pag. 104). Ademas, en este grupo también resulté que
los niveles de Hcy de los hombres (mediana = 14,0 uM) fueron significativamente mas
altos que los de las mujeres (mediana = 12,0 pM), coincidiendo con los resultados en la
poblacion de 3 a 59 anos.

Si se considera el rango de valores normales como 5 — 15 uM%, la prevalencia de
hiperhomocisteinemia de la poblacién afiosa de Buenos Aires resulta 34,4 %. Este valor
aumenta significativamente si se establece como valor de corte al propuesto por estudios
mas recientes. El estudio NHANES definié hiperhomo-cisteinemia (HHcy) a valores

mayores de 11,4 uM en hombres y 10,4 uM en mujeres®®. Teniendo en cuenta estos
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niveles, la HHcy en la poblacién estudiada alcanza valores muy altos (76,2 % vy 66,4 “o
para los hombres y mujeres respectivamente).

Respecto a la concentracién plasmatica de Hey en aquellos sujetos portadores de
enfermedad vascular oclusiva (segin los criterios enunciados) se observa que en estos
individuos los valores de homocisteinemia resultaron mas altos, aunque sin significacion
estadistica, que en el resto de la poblacién evaluada. Debe tenerse cn cuenta que cl
diagnéstco de enfermedad vascular alude a la historia clinica de los individuos
incorporados al estudio, pero no pretende tener relacion directa con los niveles de Hey
de cada uno de cllos en el momento del estudio. Para establecer esta asociacion deben
realizarse estudios epidemiolégicos prospectivos. Existen numerosos reportes interna-
cionales que muestran esta relacion: el estudio Rotterdam (n = 7.983) encontrd que en
sujetos > 55 afos el incremento en 1 uM de los niveles de Hey aumento entre ¢l 5 % v
10 % la ocurrencia de diversos cventos vasculares’. En un seguimiento de 4 afios, los
participantes con niveles mayores a 18 uM mostraron un aumento significativo del niesgo
de infarto de miocardio y accidente cerebro-vascular comparado con los que tenian
niveles inferiores a 12 uM. Un anilisis del estudio Framingham (n = 1.933) relaciond la
homocisteinemia con muerte por enfermedad cardiovascular cn poblacién anciana,
durante 10 anos'®2. Se encontré que con valores de Hey mayores a 14,3 uM el resgo
relativo de mortalidad fue 2,2 (ICys0, 1,7 — 2,8) respecto a valores mas bajos. El Proyecto
Multicéntrico Europeo estudi6 la interaccion entre la concentracidén plasmatca de Hey v
factores de riesgo cardiovascular establecidos®. Se reportaron efectos multiplicatvos v
aun mayores, para las interacciones Hcy-hipertension (odds ratio = 11) y Hey-tabaquismo
(odds ratio = 4,6). Entre los sujetos del presente estudio se observé un alto porcentaje de
casos con hipertensiéon arterial (70,6 %) y 8,5 % de fumadores. Por lo tanto, la
proporcién de individuos con hiperhomocisteinemia ¢ hipertension sugiere que la
poblaciéon > 65 afios seria un grupo con riesgo moderado a clevado de sufrir enfermedad
vascular.

Respecto al estudio de la relacién entre la homocisteinemia y otros analitos

fisiologicos, se encontrd que los niveles de Hey correlacionaron significadvamente con
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los de vitamina B2 (r = - 0,387), dcido fdlico (r = - 0,428) y creatinina (r = 0,537). Estos
resultados concuerdan con lo reportados internacionalmente, que muestran una
correlacion positiva con la concentraciéon de creatinina e inversa con cobalamina y
folatoss574. Entre las vitaminas involucradas en el metabolismo de la Hcy, se ha descripto
que el acido folico presentaria la correlacién con la homocisteinemia de mayor
significacion estadistica’e.163,

En la poblacion analizada se encontré que entre los sujetos con niveles de Hcy
mayores a 15 pM, el 38,1 % mostrd niveles disminuidos de vitamina B2 y el 33,3 %,
valores bajos de acido folico sérico (ningun individuo present6é las dos deficiencias
simultaneamente). Podriamos inferir que el 71, 4 % (sumatoria de ambos déficits) de la
poblacién con HHcy estaria relacionado con las deficiencias vitaminicas. El resto podria
asociarse a factores tales como funcién renal alterada, presencia de ciertas patologias,
estilos de vida, etc. Un anilisis inverso indica que los individuos con niveles séricos
sub6ptimos de vitamina B12 o de 4cido félico presentaron valores aumentados de Hcy.
Con un valor de corte para Hcy = 15 uM, se encontré que la proporcién de hiper-
homocisteinémicos fue 72,7 % y 53,3 % respectivamente. Estos porcentajes se incre-
mentan notablemente si se considera el valor de corte propuesto por el estudio
NHANES.

Algunos trabajos han reportado que mas del 90 % de pacientes con déficits de
cobalamina o folatos han presentado niveles de Hcy elevados'®. El aumento de
homocisteinemia refleja la pérdida funcional de vitamina Bi2 y/o édcido félico a nivel
sular, ain cuando los niveles séricos vitaminicos correspondan a valores normales!'¢5.16¢,
Se ha observado una alta prevalencia de niveles séricos bajos de vitamina Bi2 y folatos en
individuos sanos mayores de 65 afos, sin evidencia clinica de déficits de estas
vitaminas'é1%8, Ademas, se ha planteado que algunos métodos de rutina para el dosaje
de vitamina B2 y acido félico muestran baja exactitud y precision, limitando el valor
diagnéstico de los mismos!®. Por lo tanto, se ha recomendado la determinacién de
homocisteinemia para detectar deficiencias vitaminicas en poblaciones de mesgo,

especialmente en ancianos'7*17!,
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En conclusion, la concentracion plasmdtica de homocisteina en una poblacion > 65
arios mostro una estrecha relacion con los niveles séricos de vitamina By, dcido folico y
creatinina. Se observo wuna alta prevalencia de hiperhomocisteinemia, asociada

principalmente a niveles vitaminicos suboptimos.
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EFECTO DE LA RESTRICCION DE ACIDO FOLICO SOBRE LOS
NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA

A los pacientes bajo tratamiento crénico de anticoagulacién 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 higado y vegetales verdes.
Estos alimentos también tenen un alto contenido de acido félico, coenzima clave en la
regulacion metabdlica de la homocisteina. Por lo tanto, nuestra hipétesis fue que tales
conductas terapéuticas podrian provocar deficiencia de folatos y consecuentemente
aumento en los niveles de Hcy plasmiétca.

Para este estudio se seleccionaron 91 sujetos segun los siguientes criterios de
seleccién:

Inclusion: Pacientes con valvulopatias (con o sin reemplazo valvular), bajo
tratamiento crénico de ACO con acenocumarol o warfarina, por un periodo mayor a 6
meses. Pacientes que presentaran las cuatro dltimas determinaciones del RIN (Relacién
Internacional Normalizada) dentro del rango terapéutico.

Exclusion: Pacientes con insuficiencia renal cronica, psoriasis, hipotiroidismo o
neoplasias. Sujetos con suplementaciéon farmacoldgica de vitaminas y/o pacientes bajo
tratamiento con drogas que afecten el metabolismo de la Hcy.

Los participantes fueron clasificados en:

- Grupo I (con restriccién dietaria): 45 sujetos (16 M/29 H); de 66 afios (21 — 89 anos)
(Mediana, rango)

- Grupo II (sin restriccion dietaria): 46 sujetos (20 M/26 H); de 63 afios (34 — 79 arios)
(Mediana, rango)
A cada paciente se extrajo sangre para la obtencién de suero, plasma citratado,

plasma en Ks3EDTA y lisado de globulos rojos (ver seccion Materiales y Métodos).
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Se determinaron los valores de homocisteina, hematocrito, volumen corpuscular
medio (VCM), ferritina, creatinina sérica, vitamina B2, icido félico sérico (AFgg) ¥
acido folico intraeritrocitario (AF pyraeri)-

Los parametros evaluados sc muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Parametros evaluados en los grupos bajo tratamiento de
anticoagulacion oral.

Grupo | Grupo 11

m=45) (n=46)
Hematocrito (%) 42,6 (37,3-51,9) 43,0 (37,0-49,0)
VveM () 90,9 (82,2 - 98,4) 92,0 (81,0 - 100,0)
Ferritina * Normal Normal
Vit.B,; (pg/ml) 318,5 (123 - 1.500) 359,5 (48 — 730)
Creatinina (mg/dl) 1,1(0,7 - 1,6) 1,1(0,6-2,1)
Ac. félico sinco (ng/ml) 3,7 (1,0-20,0) 3,7 (1,5-8,5)
Ac. f6lico yracrirociario (ng/ml) 145 (61 — 725) 248 (178 -437)
Homocisteina (uM) 15,8 (7,6 - 50,0) 14,8 (5,6 —42,1)

Los parimetros estin expresados como mediana y rango.
* En la cvaluacion de los resultados se consider6 el sexo y la condicién hormonal
para las mujeres.

Dado que el objetivo del trabajo fuc evaluar el impacto de las pautas alimentanas
sobre los niveles de folatos y Hcy en pacicntes bajo ACO, debieron excluirse del estudio
aquellos individuos con factores que potencialmente podrian provocar hiper-
homocistcinemia (fundamentalmente déficit de Bi2y funcion renal alterada). Segun los
valores de referencia del método utilizado, se considera deficiencia estricta de Bi2 a
niveles séricos < 145 pg/ml; sin embargo los valores normales corresponden a una

concentracion 2 180 pg/ml. Teniendo en cuenta estos valores de corte para la vitamina
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Bi2 y niveles < 1,4 mg/dl para la creatnina, debieron excluirse del estudio algunos

pacientes. Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 18 y 19.

Tabla 18. Homocisteinemnia y niveles de acido félico en pacientes con valores de Byz 2
145 pg/ml.

Grupo I Grupo 11

(n=31) (n =32 p
Homocisteinemia (uM) 16,8 (10,4 - 50,0) 13,6 (5,6 -22.6) < 0,001
/fcidofélico_qé,,m (ng/ml) 3,7 (1,0-6,1) 3,6 (1,5-8,3) NS
Acido Jolicopuraern. (ng/mi) 138 (61 - 538) 242 (178 - 437) <0,0001

Todos los pacientes incluidos presentaron concentracion sérica de creatinina < 1,4 (mg/dl).
Los parametros estan expresados como mediana y rango. La comparacién estadistica se realizd
con el test de Mann- Whitney.

Tabla 19. Homocisteinemia y niveles de acido félico en pacientes con valores de By 2 180
pg/ml.

Grupo 1 Grupo 11

(n=22) (n=24) 4
Homocisteinemia (uM) 15,8 (10,4 -26,5) 12,4 (5,6 - 22,6) 0,0025
Acido Jolicossrico (ng/ml) 3,7 (2,0-6,1) 3,5 (1,5-8,3) NS
Acido f6licompaers. (ng/ml) 136 (85-538) 240 (178 -437) <0,0001

Todos los pacientes incluidos presentaron concentracion sérica de creaunina < 1,4 (mg/dl).
Los parimetros estin expresados como mediana y rango. La comparacion estadistica se realizé con el
test de Mann- Whitney.
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p =0.0025

Hey (uM)

Grupo [ Grupo 11

Figura 11. Box & Whisker Plots para los valores de homocisteinemia.
La comparacion estadistica se realizé con el rest de Mann- Whitney.

Las Figuras 11, 12 y 13 representan los valores de Homocisteinemia, Acido Félico
Sérico y Acido Félico Intraeritrocitario, en los dos grupos evaluados, considerando el
criterio de inclusiéon mas riguroso: Niveles de vitamina Bi2 2 180 pg/ml y crcatinina

sérica < 1,4 mg/dl.

p=N8§

AFsinco(ng/ml)

Grupo I Grupo 11

Figura 12. Box & Whisker Plots de icido félico sérico (AFsinco). La
comparacién estadistica se realizé con el test de Mann- Whitney.




Resultados

121

p <0,0001

AFinment (ng/ml)
B 8 8 8 &8 &8 8 B

Grupo I Grupo II

Figura 13. Box & Whisker Plots de icido félico intraeritrocitario (AFniracra.)-
La comparaci6n estadistica se realizé con el test de Mann- Whitney.

La evaluacién de la encuesta alimentaria confirmé 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 observé una proporcion elevada de sujetos con
valores de acido fdlico intraeritrocitario (AFnyeerir) menotes al valor de referencia (164
ng/ml). Por el contrario, todos los sujetos del Grupo II mostraron niveles de AFjgeris
superiores al valor de corte (Figura 13). Excluyendo a aquellos pacientes con niveles
subéptimos de vitamina B2, el porcentaje de pacientes con déficit de AFjgeri, resultd
77,3 % (ICos% 56,6 — 91,2) y 0 % (ICos% 0 — 14,2) en el Grupo I y Grupo II,
respectivamente (Figura 14). Ninguno de los deficitarios de AFnger; del Grupo I

presentd macrocitosis.
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Grupo 1 Grupo II

H AFurard <164 ng/ml

: AFImraurn > 164 ng/ml

Figura 14. Proporcion de pacientes con valores normales y subdptimos de acido fdlico
intraeritrocitario  (AFpraere). Diferencia entre grupos altamente significativa  (Test
asintotico, p < 0,0001).

DISCUSION

En este estudio se cvalud el cfecto que podria provocar una dicta restringida en
vegetales verdes sobre los niveles plasmatcos de Hcy. Con este fin se determiné la
homocistcinemia en pacientes bajo tratamiento anticoagulante oral (como modclo de
poblaciéon con restriccién dietaria). En este tipo de terapéutica se administran
compuestos cumarinicos (warfarina, acenocumarol y otros) que interfieren en cl
metabolismo de la vitamina K, disminuyendo los niveles de vitamina K reducida
indispensable, junto al Oz y COs, para la gamma carboxilacion de los residuos glutamicos
de ciertos factores e inhibidores del sistema de coagulacién (FII, FVII, FIX, FX,
proteina C y proteina S). La interferencia de la y carboxilacién de los factores K
dependientes  resulta en una actvidad coagulante disminuida de las proteinas
mencionadas.

Para conferir estabilidad en los niveles de anticoagulacién oral (ACO), en
numerosos centros hematolégicos 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 ademas tienen alto contenido de acido folico; por lo tanto esta
testriccidn dietaria podra inducir deficiencia de folatos y secundariamente hiperhomo-
cisteinemia.

Un primer analisis de los datos obtenidos en los Grupos [y II (Tabla 17) muestra
que los niveles de acido folico sérico (AFssi,) fueron similares en cada uno de los
grupos, en cambio los de acido félico intraeritrocitario (AF ngeriy) tesultaron muy
diferentes: el valor de la mediana en el Grupo I (145 ng/ml) fue menor al limite inferior
normal (164 ng/ml); mientras que todos los sujetos del grupo sin restriccidén dietaria
mostraron niveles superiores al valor de corte.

La concentracién plasmatca de Hcy fue mayor en el Grupo I respecto al Grupo 11,
aunque sin significacién estadistica.

Como el objetivo del estudio fue evaluar la incidencia de la dieta sobre los niveles
de folatos y de Hcy, se realiz6 un nuevo analisis de los datos, excluyendo los
correspondientes a pacientes que presentaran factores asociados a hiperhomo-
cisteinemia, principalmente funcién renal alterada y/o deficiencias de vitamina Bi2. Para
esta evaluacion se analizaron los datos de acido félico y Hcy de aquellos sujetos con
concentracion sérica de creatinina < 1,4 mg/dl y de vitamina B2 > 145 pg/ml (Tabla 18).
Las observaciones respecto a los niveles de icido folico sérico e intraeritrocitario
resultaron similares a las ya enunciadas; no asi para la homocisteinemia que resultd
significadvamente mas elevada en el Grupo I que en el Grupo I1.

Con un crterio de seleccidén atin mas riguroso, se evaluaron sélo los pacientes con
concentracién sérica de vitamina Bi2 superior al valor normal, 180 pg/ml, segin
referencia del método utilizado (Tabla 19). En este andlisis también los niveles de Hcy
fueron significativamente mayores en los sujetos con restriccion dietaria que cn los
pacientes sin dieta condicionada. Respecto a los niveles de folatos se mantuvieron las
conclusiones de los anilisis previos.

Todos los pacientes incluidos en este estudio estuvieron bajo tratamiento crénico

de ACO por un periodo 2 6 meses, alcanzando en algunos casos a 5 afios. 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 explicaria que los niveles de AF uueri €n €l Grupo I resultaran significauvamente
disminuidos respecto a los del Grupo II. Es conocido que el valor de AF gern €5 ¢l
mejor indicador de los depésitos de folatos porque no esta influenciado por la ingesta
dietaria reciente ni por drogas, pero si por el nivel de cobalamina'™. En deficiencias de
esta vitamina, ¢l AFgg,, (5-metlTHF) tiende a aumentar como resultado de la “trampa
de folato”, bloqueando el ingreso del AFs, al interior de la célula y en paruacular del
eritrocito'”?. La menor disponibilidad del sustrato 5-metlTHF disminuye la sintesis de
poliglutamatos, componente principal del AF nygeri '3 Como consecuencia, un déficit de
vitamina B2 conduce a valores bajos de AFuygerir, ain con una ingesta adecuada de
folatos. En nuestro estudio la evaluacién de la proporcion de pacientes con niveles de
AF jyraerie menores al valor de corte (164 ng/ml) se realiz6 sélo en aquellos individuos
que presentaran valores 6ptimos de cobalamina. En estos pacientes, ¢l 77,3 % del Grupo
I mostrd déficit de AFjugeri, mientras que en el Grupo II no se detectdé ningun
deficitario. Estos resultados también scrian consecuencia de las pautas alimentarias.
Respecto a la concentraciéon de AFs i, se observaron resultados similares en los
dos grupos, con valor de la mediana mayor al valor normal (3,0 ng/ml). Si bien los
niveles AFg;, constituyen un indicador sensible a la ingesta reciente dc folatos, los
resultados obtenidos en ambos grupos sugenitian que con una dicta restringida en acido
folico durante un periodo prolongado, los niveles de AFg,,, tienden a normalizarse a

expensas de que el AF prger disminuye.

En conclusion, los pacientes bajo tratamiento cronico de ACO con restriccion de
ingesta de vegetales verdes con alto contenido de vitamina K y folatos, mostraron un déficit
importante de dcido folico intraeritrocitario. Los niveles plasmadticos de homocisteina en
estos sujetos fueron significativamente mas altos que en los individuos sin restriccion

dietaria.
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EFECTO DE LA SUPLEMENTACION VITAMINICA SOBRE LOS
NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA

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 acido félico por alguno de los siguientes métodos: a) ingesta de alimentos con
alto contenido de dicha vitamina; b) fortficacion de determinados productos de
consumo elaborados y/o ¢) suplementacion farmacolégica con la adicién, en la mayoria
de los casos, de vitaminas Biz2 y B,

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la magnitud del descenso de los niveles
de Hcy por el aporte de acido félico, administrado en la dieta y en combinaciéon con
suplementacion farmacolégica.

Se evalud la respuesta a la suplementacion con acido félico, en 50 individuos
ambulatorios mayores de 65 afios. La duracién del tratamiento fue de 60 dias. Los
participantes fueron aleatoriamente asignados a uno de los siguientes grupos, recibiendo

el tratamiento correspondiente:

Grupo I: Dieta conteniendo alimentos que proveen 400 pg/dia de icido félico mas
un comprimido como placebo.

Grupo II: Dieta conteniendo alimentos que proveen 400 pg/dia de acido félico
mads un comprimido conteniendo 1 mg de acido félico, 1 mg de vitamina Bi2 y 25 mg de
vitamina B.

Grupo III: Dieta conteniendo alimentos que proveen 400 pg/dia de acido folico
mas un comprimido conteniendo 2,5 mg de dcido félico, 1 mg de vitamina Bi2 y 25 mg
de vitamina Bq.

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 Hcy 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 cllos era vegetariano,
ni recibié suplementos vitaminicos durante los 12 meses previos a la incorporacion al
estudio.

A todos los sujetos sc les entregd por escrito una lista de alimentos con alto

contenido de acido félico (AF). Las porciones detalladas equivalen a 100 pg de AF.

Para ingerir los 400 pg/dia de AF indicados para los tres grupos, cada paciente

seleccioné cuatro porciones diarias iguales o diferentes.

Dieta

+ 3 naranjas chicas (100 g) 6 2 medianas (150 g)
» 4 bananas chicas (100 g) 6 3 medianas (150 g)
« 4 tomates pequenos 6 2 grandes (200 g)

o Y2 taza de espinacas cocidas

« 2 huevos enteros

+ 1 remolacha mediana (150 g)

« 3 rodajas de melén (100 g)

o ‘2 taza de brécolis cocidos

o 2 tazas de coliflor

o % taza de repollo de Bruselas

« 100 g dc higado

De cada individuo se extrajeron muestras sanguincas (con 8 hs de ayuno), pre v
post-tratamiento. Sc obtuvieron los plasmas en Ks3EDTA y se congelaron a -70 °C hasta
su procesamiento.

Iinalizaron cl estudio 44 individuos, los que manifestaron un cumplimiento
estricto del régimen alimentario. las caracteriscas de los individuos evaluados se
muestran en la Tabla 20.

El valor de Hcy (pre-tratamiento) en la poblacion total (n = 44) result6 18,1 pM

(9,5-41,2 uM), expresado como mediana y rango; mientras que la Hey (post-tratamiento)

descendié a 6,6 pM (2,0 - 17,0 uM). El descenso en los niveles de Hcy fue muy
significativo, alcanzando el 63,2 % (18,1 - 87,9 %). Los resultados para cada grupo sc

mucstran en la Tabla 21 y Figura 15.
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Tabla 20. Caracteristicas generales de la poblacién en estudio.
Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111
n=12 n=18 n=14
Hombres (%) 34 50 57
Mujeres (%) 66 50 43
Edad (arios) 73 73 74
(mediana, rango) (67-80) (67-81) (67-81)
Hipertensos (%) 42 50 43
Diabéticos (%) 25 17 14
IMC >30 kg/m’ (%) 8 1 7
Fumadores (%) 12 11 14
EV.0O. (%) 8 5 7
Sedentarios (%) 83 60 60
IMC: Indice de masa corporal; E.V.O.: Pacientes con enfermedad vascular oclusiva
sintomatica.
Tabla 21. Respuesta de los niveles de homocisteinemia al tratamiento vitaminico.
H CY pre-tratamienio H CY post-tratannento A Descenso p
(M) (uM) (uM) (%)
18,7 8,0 11,2 62,4
Grupol 12 (123 -28.5) (G4-122)  (27-240) (181-842) OO0
18,1 6,2 11,6 64,8
Grupoll 18 (122285  (20-120)  (53-226) (41,4-855 "o
18,0 6,9 11,2 60,4
Grupolll 14— (95 _412) @6-170)  (45-289) (7.6-879) 0

Hcy: Concentracién plasmatica de homocisteina; A: Diferencia entre Hcy pre-tratamiento y Hey post-
tratamiento. Los parimetros estin expresados como mediana y rango.
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Finalizados los tratamientos, no se observaron diferencias significauvas en los
valores de homocisteinemia de los individuos que recibicron sélo dieta (Grupo 1)

respecto de los que recibieron suplementacién farmacolégica adicional (Grupos I1'y I1I).

42

Hey (uAD)

2 T

Pre Post Pre Post Pre Post
Grupo | Grupo II Grupo II1

Figura 15. Box & Whisker Plots dc los niveles de Hcy antes (Pre) y después (Post) de los
tratamientos administrados.

Por anilisis de regresion lincal se observé una buena correlacidn entre los niveles
iniciales de Hcy (pre-tratamicnto) y cl grado de respuesta de la homocisteinemia,
expresada como la diferencia Hey pe - Hey vos. El coeficiente de correlacion de
Spearman fue 0,745 (p < 0,01) (Figura 16).

Los niveles de homocisteinemia post-tratamiento alcanzaron valores < 5 pM en

14/44 sujetos (31%), distribuidos homogéneamente en los tres grupos.
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Descenso (uM)

tHcy Pre-tratamiento (UM)

Figura 16. Regresion lineal entre el descenso de los niveles de homocisteinemia vs.
los valores iniciales de Hey. y = 2,243 + 0,737 x (n = 44; r = 0,745).

DISCUSION

Considerando que todos los participantes del estudio tuvieron un alto
cumplimiento de la dieta, la efectividad de la misma se demostré 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 pM; n = 44) y resultd similar en los tres
grupos. Estos resultados indican que una dieta que provee 400 pg/dia de icido folico es
suficiente para disminuir significativamente la concentraciéon plasmatca de Hcy. Como
se muestra en la regresion lineal (Figura 16), el descenso fue muy importante, aun en 12
individuos con valores iniciales de Hcy <15 pM.

Los datos publicados sobre el efecto de la administracion farmacoldgica de acido
folico (dosis = 0,5 — 5 mg/dia), sefialan un descenso promedio del 25 % del valor inicial
de homocisteinemia. El agregado de vitamina Bi» (dosis promedio = 0,5 mg/dia)

provocé una reduccioén del 7 %, mientras que la vitamina Bg (16,5 mg/dia) no produjo
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cfecto adicional significatvo!’. Se reportan pocos estudios que hayan evaluado la
respuesta al acido félico, aportado por la dieta. 1. Brower er al. registrd que la ingesta de
vegetales y citricos que proveen 560 pg/dia de folatos (sujetos entre 18 y 45 anos de
edad), diminuye significativamente (media = 2,0 pM) la concentracién plasmatica de
Hcy. El grado de respuesta de nuestro estudio resulté mucho mayor (media = 10,8 pM).
Esta reduccién tan significativa en los niveles de homocisteinemia sugiere que los

individuos evaluados serian portadores de deficiencias subclinicas de acido félico.

En conclusion, el presente estudio muestra que en una poblacion > 65 afios la ingesta
de una dieta que aporte 400 ug de dcido folico por dia, disminuye significativamente los

niveles de homocisteina plasmatica.
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RELACION ENTRE LA HOMOCISTEINEMIA Y EL POLIMORFISMO
C677T DE LA MTHFR

La medtlentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) es una de las enzimas involucradas
en el metabolismo de la homocisteina. La sustitucion en el nucledtido 677 (citosina por
timina) de la MTHFR da como resultado una variante termolabil con actvidad
enzimatica disminuida. S1 bien la sustitucién C677T en el gen de la MTHFR se ha
asociado con hiperhomocisteinemia y riesgo de enfermedad vascular, existen numerosas
controversias al respecto. Por lo tanto, en esta seccion de la tesis se estudié la relacién
entre la concentraciéon plasmatica de Hcy y la presencia de la variante termolabil en
individuos homocigotas y heterocigotas de nuestra poblacién.

Se evaluaron 160 individuos (89 M/71 H) no relacionados, con una edad,
expresada como mediana y rango, de 37 afios (19 — 65 afios). Se excluyeron individuos
que presentaban causas evidentes de hiperhomocisteinemia.

De cada partcipante se extrajo sangre en ayunas y se recolectd en tubos con
KGEDTA. Se separaron 2 ml de la sangre entera anticoagulada y el resto se procesé para
la obtencién de plasma (segun las recomendaciones para determinar Hcy). Las muestras
se congelaron a —70 °C hasta su procesamiento.

A pardr de las muestras de sangre entera se extrajo ADN y se determiné el
genotipo de cada individuo para la posicién 677 del gen de la MTHFR por técnicas de
biologia molecular: amplificacién por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) de un
fragmento de 198 pares de bases y digestion posterior del mismo con la enzima de
restriccién Hinf I (ver seccidon Materiales y Métodos).

Las electroforesis de los productos de PCR incubados mostraron, segun el
genotipo, un patrén de bandas como el indicado en la Figura 17. De acuerdo al perfil
obtenido se realiz6 el diagnoéstico de cada muestra. Para los tres genotipos posibles se

utiliza la siguiente denominacién:
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Normal individuo homocigota CC
Heterocigota individuo heterocigota CT
Homocigota individuo homocigota TT

1000

500

200

100

Figura 17. Corrida electroforética de los productos de PCR incubados con Hinf I.
N: Normal (CC), calles 3 y 8; He: Heterocigota (CT), calles 4, 6 y 9; Ho: Homocigota (TT),
calles 5 y 7. Calle 1: marcadores de peso molecular (de 1000 a 100 pares de bases).

Del analisis genotipico result6 la siguiente distribucién: 33,8 % C677C; 50,0 %
C677T y 16,2 % T677T.

Paralelamente, en los plasmas de cada individuo se determinaron los niveles de
Hcy, resultando el valor promedio y el DE = 125 * 44 uM. La relaciéon 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 (uM) para cada genotipo.
n Media + DE Mediana (rango)
Normal (C677C) 5429M/25H) 12,044 11,3 (54-222)
NS
Heterocigota (C677T) 80 (43 M/37 H) 12,1 £4,1 11,9 (3,0-224) I p=0025

p =002
Homocigota (T677T) 26 \SM/11H)  143+50 14,0 (5,0 - 28,5) I

M: Mujeres; H: Hombres. Comparacién estadistica: test de Mann-Whitney.

Hey (M)

N He Ho

Figura 18. Box & Whisker Plots de homociteinemia para los individuos normales (N),
heterocigotas (He) y homocigotas (Ho).

DISCUSION

La metlentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) cataliza la conversion del 5,10-
medtlentetrahifrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, sustrato proveedor del grupo metilo,
indispensable para la remetilacion de la Hcy. Se ha descripto una mutacién comin de la

MTHEFR, en la que se reemplaza citosina por timina en la posicion 677 del gen, que se
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traduce en un cambio de alanina por valina (mutacién missense). Este cambio genera una
variante termolabil de la enzima (sensible al calentamiento a 46 °C durante 5 minutos),
con reducida actividad catalitca a 37 °C'">. La presencia de esta alteraciéon se asociaria a
menores niveles de 5-metiltetrahidrofolato y consecuentemente a un aumento en la
concentracién de Hey!%.

En el presente estudio se determinaron los niveles de Hcy y el genotpo cn la
posicidon 677 del gen de la MTHFR en 160 individuos aparentemente sanos. El valor
medio de homocisteinemia en la poblacién analizada (12,5 * 4,4 uM) no mostuéd
diferencias significativas respecto al hallado en la evaluacién de “Homocisteinemia de la
poblaciéon de Buenos Aires” (12,1 * 3,6 uM; pag. 102). Ademais, la distribucion
genotipica del polimorfismo de la MTHFR (Normal 33,8 %; Heterocigota 50,0 % 'y
Homocigota 16,2 %) result6 similar a la reportada en un estudio multicéntrico de la
Argentina (Normal 41,4 %; Heterocigota 42,8 % y Homocigota 15,8 %)?. Estos resultados
avalan la representatividad de la muestra seleccionada.

La tabla 22 y la Figura 18 muestran los niveles de Hcy para cada genotipo,
observandose que sélo los individuos homocigotas TT presentaron valores de Hcy
significaivamente mas altos que los individuos heterocigotos (CT) y normales (CC).
Lstos resultados concuerdan con trabajos internacionales que han encontrado asociacidn
entre ¢l genotpo TT y la hiperhomocisteinemia leve a moderada'822!77. Algunos
investigadores sugiricron que csa asociacion sélo se observaria cuando la concentracién
de folatos es reducida en los individuos portadores de la mutacién en homocigosis. Sin
embargo, otros estudios han reportado que el genotipo TT afecta los niveles de Hey

plasmatca aun cuando la concentracién de folatos es dptima!™.

En nuestro estudio se encontré que los niveles de homocisteina plasmdtica son
afectados por la presencia del alelo T de la MTHFR, sélo en individuos homocigotas para la
mutacion. En estos sujetos el valor de homocisteinemia resulté significativamente mayor

respecto a los heterocigotas y a los normales.




HOMOCISTEINEMIA
Y TROMBOSIS VENOSA

La trombosis es una enfermedad multicausal en la que
interactian  dinamicamente factores genéticos y
adquiridos. El impacto de un factor de riesgo es una
funcién de su prevalencia y del riesgo relativo. Por lo
tanto, establecer los factores de riesgo asociados a la
trombosis  permitira  implementar medidas de
prevencion y terapéuticas para la enfermedad.

Se determind el valor de corte de homocisteinemia por
debajo del cual no se observa nesgo de trombosis
venosa. Ademais, se estudid la relacion de esta patologia

con el polimorfismo C677T de la MTHFR.
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DETERMINACION DE LOS VALORES DE CORTE PARA
HOMOCISTEINEMIA

Las evidencias epidemiolégicas postulan que los niveles elevados de Hcy se asocian
a una incidencia incrementada de episodios aterotrombéticos. 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; clasicamente se
considera 15 uM, aunque ain 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 trombético (se considerd sélo

trombosis venosa, TV).

Grupo Trombdtico (GT): 118 pacientes (60 M/58H) con episodios de TV.
Edad (mediana y rango) = 37 afios (23 — 58 afios).

Grupo Control (GC): 115 individuos sanos (65 M/50 H).
Edad (mediana y rango) = 32 afios (20 — 55 afios).

Cada paciente del Grupo Trombdtico fue incorporado al estudio a los siete dias de
haber sufrido el episodio de TV. En este grupo no fueron incluidos pacientes con
trombosis venosa post-quirurgica, ni asociada a neoplasia, diabetes o embarazo. La
determinacién de la concentracion de Hey de todos los partcipantes se realizé en los

correspondientes plasmas en K3EDTA. Los resultados se resumen en la Tabla 23.

Tabla 23. Concentracién plasmatica de Hey en los Grupos Trombotico y Control.

Grupo Trombotico Grupo Control

n Hey ( uM) N Hey ( uM) P
Total 118 16,4 £ 8,1 115 12,834 <0.001
Muyjeres 60 14,0+ 7,0 65 12,0+ 3,5 0.08
Hombres 58 19,0+ 85 50 14,0 + 2.8 0.001

Los resultados estan expresados como media * DE (desvio estindar).
La comparacién estadistica se realizé con el fest de z.
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Como los resultados del Grupo Control mostraron distribucién normal:

Valor de corte = X + 1,96 DE

X: Promedio
DL:: Desvio estandar

Por lo tanto, los valores resultaron 19,4 uM; 18,9 uM y 19,6 uM, para la poblacién
Total, Mujeres y Hombres, respectivamente. Teniendo en cuenta estos resultados, se

calcularon los odds ratios (OR) respectivos (Figura 19).

Valor de corte
Hey OR
—e— T Total 19,4 uM 9.5
—— M Mujeres 18,9 uM 3,7
' . i H Hombres 19,6 pM 14,5
0.1 1 10 100 1000

Odds ratio

Figura 19. Odds ratios ¢ 1Cys-. en ¢l Grupo Tromboético para la poblacién Total (1), Mujeres (M) v
Hombres (H), scgin el valor de corte correspondiente. Escala logaritmica.

Se observa que el riesgo de TV asociado a estos valores de corte es muy clevado y
que ademads, cl sexo es modificador del efecto. Sin embargo, este riesgo podria cstar
relacionado no sélo a la accién de la hiperhomocisteinemia sino a la presencia de otros

factores de riesgo tromboéticos tales como: deficiencias de proteina C (PC), proteina S
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(PS), antitrombina III (ATIII); presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aFL); factor V
Leiden (FVL) y/o protrombina 20210 (P20210). Por lo tanto, en un analisis posterior se
evaluaron estos pariametros, excluyéndose 36 pacientes que presentaron uno o mas
factores de niesgo (8 deficitarios de PS; 8 con aFL; 10 heterocigotas FVL, 2 homocigotas
FVL; 4 heterocigotas P20210 y 4 doble heterocigotas FVL + Pax210). Esta seleccién dio

como resultado un Grupo Trombético Final con las siguientes caracteristicas:

Grupo Trombdtico Final (GTF): 82 pacientes (38 M/44H).
Edad (mediana y rango) = 39 afios (25 — 58 afios).

En este grupo los valores de homocisteinemia, expresados como mediana y rango,

resultaron:

Hey rom (n=82) =16,4%8,1uM
Hcy ayjeres (n = 38) =144+83uM
Hcy Hombres (n = 44) =181+77uM

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

varid), se calcularon los odds ratios para GTF (Figura 20).
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Valor de corte

Hey OR

—e—— T Total 19,4 uM 10,5

. ° . M Mujeres 18,9 uM 6,5

) - ) H Hombres 19,6 uM 11,2

0.1 10 100 1000
Odds ratio
Figura 20. Odds ratios ¢ 1Cys~. en el Grupo Trombdtico Final para la poblacién Total (T), Mujeres (M) v
Hombres (H), segun el valor de corte correspondiente. Escala logaritmica.

Los valores de los OR sugieren que niveles de Hcy superiores a: r:\7 + 1,96 DE], sc
asocian con un riesgo elevado de sufrir trombosis venosa. Este hecho plante$ la
necesidad de proponer otros valores de corte. Se eligieron arbitraiamente 15 pM, 12 uM

y 10 uM. Los resultados se muestran en la Tabla 24 y Figura 21.

Tabla 24. Odds ratios ¢ IC g5+, calculados para distintos valores de corte en el Grupo
Trombotico Final.

Odds ratio (IC 95%)
Total Mujeres Hombres
> X+ 1,96 DE 10,5 (2,7-41,1) 6,5(1,3-32,1) 11,2 (1,2-103,1)
> 15 uM 2,7(1,3-5,7) 1,9 (1,1 -5,8) 2,8(1,0-8,3)
> 12 uM 2,4 (1,1-5,0) 2,1(0,9-5,8) 2,4(1,0-6,3)

> 10 uM 1,2(0,5-3,1) 0,8(0,3-2,3) 1,8 (0,2-17,9)
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b i i —
t * { >X + 1,96 DE

F : ® . Il >15uM

—k—

I‘I .. ll >12uM

—

' - 1 > 10 uM
——
0.1 1 10 100 1000
Odds ratio

Figura 21. Odds ratios e 1Cos>. en el Grupo Trombético Final para la poblacion Total
(m), Mujeres (@) y Hombres (A). Evaluacién de diferentes valores de corte. Escala
logaritmica.

Segin los datos mostrados en la Tabla 24, se observa que para Hcy > 12 pM los
OR son significativamente mayores a 1, mientras que para Hcy > 10 uM, los OR no son
significativamente distintos de 1. Por lo tanto, se analizaron valores de corte intermedios
entre 10 pM y 12 uM

En la Tabla 25 y Figura 22 se muestran los OR de la poblacion 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 poblacién total.

Valor de corte (uM)
> 12,0 >115 > 11,0 >10,5 >10,0

Odds ratio 2,4 1,7 1,9 1,3 1,2

(IC 95%) (1,1-50) (0,8-3,6) (0,8-4,5 (0,6-3,2) (0,5-3,1)
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—e— > 12,0 yM
—e— >11,5 uM
—e— > 11,0 uM
—— >10,5 utM
——e— > 10,0 uM
0.1 1 10 100
Odds ratio
Figura 22. Odds ratios ¢ 1Cys-. en ¢l Grupo Trombético Final para la poblaciéon Total
Evaluacién de valores de corte entre 10 y 12 uM. Escala logaritmica.
DISCUSION

Adn no hay consenso internacional respecto al rango de referencia para
homocisteinemia, observindose diferentes valores segin el estudio considerado. Esta
variabilidad se explicaria fundamentalmente por las diferencias en las poblaciones
evaluadas, tamafio y procesamiento de las muestras y en las metodologias utlizadas.
Ademas, individuos sanos (requisito indispensable para ser incluido en un estudio de
referencia) pueden presentar deficiencias subclinicas de vitamina Bi2 y 4cido félico, que

conducen a niveles de Hcy aumentados. Por lo tanto, cl valor de corte para

homocisteinemia establecido a partir del rango de referencia estaria afectado, entre otras,
por las variables cnunciadas.

Por otra parte, considerando que una concentracién plasmatica de Hcy mayor al
limite superior del intervalo de referencia no refleja la presencia de una patologia sino un

riesgo asociado a la misma, seria conveniente establecer ¢l valor de corte en un analisis
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que evalie la asociacion entre los niveles de Hcey y la presencia de la patologia. En esta
tesis ya se ha comentado las innumerables evidencias clinicas que relacionan la
hiperhomocisteinemia con la enfermedad vascular oclusiva; en particular en el irea de
hemostasia es importante la relaciéon con la trombosis venosa.

Se determind la concentracion de Hcy plasmatica en pacientes que hubiesen
sufrido episodios tromboticos venosos recientes (GrupoTrombético, GT) y en individuos
aparentemente sanos (Grupo Control, GC).

A partr del GC, el valor de corte para la poblacién en general, resulté igual a 19,4
uM; si se divide por sexos, los valores de corte para mujeres y hombres fueron 18,9 y
19,6 uM respectivamente. Con estos datos se esimo el riesgo asociado a trombosis
mediante el cilculo de odds ratios. La Figura 19 muestra que la probabilidad de sufrir
eventos tromboéticos a partir de niveles plasmatcos de Hcy mayores a 19,4 uM (para la
poblacion total) es muy elevada, siendo mucho mayor en los hombres que en las mujeres
(considerando los respectvos valores de corte).

Teniendo en cuenta que la trombosis es una enfermedad que resulta de la
interaccién entre factores genéticos y adquiridos, se realizo un anilisis posterior mas
riguroso. Se excluyeron del estudio a los pacientes portadores de factores de mesgo
establecidos para la trombosis venosa tales como deficiencias de proteina C, proteina S,
antittombina; presencia de anticuerpos antifosfolipidos, factor V Leiden vy/o
protrombina 20210. Se obtuvo un Grupo Trombético Final (GTF), con valores de Hcy
similares al GT inicial.

En el GTF los valores de los odds ratios (OR) para la poblacién total y para las
mujeres resultaron ain mas altos que en el GT, observindose que también en el GTF, el
OR fue mayor en los hombres (Figura 20). Estudios internacionales han reportado que
los individuos con concentracién de Hcy mayores a 18,5 uM mostraron un resgo de
trombosis venosa 2,5 veces mayor que los sujetos con niveles de Hcy por debajo de ese
valor; mientras que por encima de 20 pM el nesgo se incrementé 3 a 4 veces'’317.

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 OR para valores de corte
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menores a los descriptos. Segun se muestra en la Tabla 24 y Figura 21 sc encontrd que el
riesgo de eventos tromboéticos se incrementa notablemente a medida que aumenta cl
valor de corte y el valor 6ptimo estaria comprendido entre 10 y 12 pM. El analisis de
valores intermedios (Figura 22) confirmé que sélo el nivel de corte en 12 uM mostrd
limites del ICys», estadisticamente significativos.

A pesar de que ain no estid claramente establecido el nivel minimo de Hcy
plasmitica que no se asocia con mesgo aterotromboético, varios trabajos internacionales
han propuesto valores normales menores al utilizado corrientemente (15 pM). Entre los
estudios mas relevantes pueden mencionarse al NHANES 111, los trabajos de Ubbink et
al. y Rasmussen er al. (comentados en pag. 106-108). También se ha propuesto que para
niveles de Hcy mayores a 12,5 uM, o ain mayores a 10 pM, se obscrva una fuerte

asociacion con la enfermedad vascular a nivel arter1a]66.83.88,180,

Por lo tanto podria postularse que los niveles elevados de homocisteina plasmatica
constituyen un factor de riesgo independiente para la trombosis venosa. El sexo resulto
modificador del efecto y en particular el riesgo trombdtico asociado a la hiperhomo-
cisteinemia fue mucho mayor en los hombres que en las mujeres. Se propone un valor de

corte para la concentracion plasmdtica de homocisteina para ambos sexos igual a 12 uM.
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RELACION 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 trombético. Se excluyeron aquellos
sujetos con factores de riesgo trombodtco establecidos: deficiencias de antitrombina,
proteina C, proteina S; presencia de anticuerpos antifosfolipidos; factor V Leiden,
protrombina 20210 y patologias 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 afios (25-58 afios).

Como grupo control se estudiaron 50 individuos sanos no relacionados (Grupo C),
con distribucién etarea y de sexo similares a la del Grupo Tr.

De cada individuo se obtuvieron muestras de sangre entera anticoagulada con
KGEDTA y se determiné el genotipo para la variante termolabil de ]a MTHFR (C677T).

Con los resultados obtenidos por biologia molecular se calculd, en los dos grupos
estudiados, la proporcién de individuos normales, heterocigotas y homocigotas para la
variante termolabil de la MTHFR. No se observaron diferencias significativas (fest x2) en

la distribucién genotipica entre los dos grupos (Tabla 26).

Tabla 26. Proporciéon (%) de individuos normales, heterocigotas y
homocigotas en los grupos Trombétco y Control.

Normal Heterocigota Homocigota
(C677C) (C677T) (T677T)
Grupo Trombdtico
(n=82) 22,0 % 58,5% 19,5 %
Grupo Control
(n =50 38,0 % 42,0 % 20,0 %

Se calcul6 también, la frecuencia del alelo T en las dos poblaciones. Este anilisis

mostrd los siguientes resultados:
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Grupo Trombdtico: 48,8 % (IC 95+ 41,2 — 56,4 %).
Grupo Control: 41,0 % (IC 95% 31,7 — 50,8 %).

La distribucién alélica tampoco mostré diferencias significativas entre los dos
grupos (Test asintotico para proporciones).

Considerando que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente
para la trombosis venosa, en un analisis posterior se excluyeron aquellos individuos con
niveles de Hcy >15 pM (valor de corte tradicional). En este subgrupo tampoco se
encontraron diferencias significativas para la distribucién genotipica, ni para la frecuencia

del alelo T entre los grupos Control (n = 43) y Trombdtico (n = 42).

DISCUSION

En esta tesis se ha demostrado que la presencia del alelo T en la posicion 677 del
gen de la MTHFR en homocigosis se asocia a niveles de Hcy mayores respecto a los
portadores heterocigotas (CT) y normales (CC). Por otra parte, se postulé que la
hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente para la trombosis venosa. Se
planteé entonces si la variante termolabil de la MTHFR seria un factor de resgo
trombdtco. Con este objetivo se realizé el estudio genotipico de individuos que
presentaron episodios de trombosis venosa (Grupo Tromboético) y de sujetos
aparentemente sanos (Grupo Control), con distribucioén etarea y de sexo similares a la
del Grupo Trombético. En ningin caso se incluyeron individuos con relaciéon de
parentesco.

Los valores de la distribucién genotipica y de la frecuencia del alelo T no
mostraron diferencias significativas entre los dos grupos. Estos resultados sugieren que
la presencia de la vanante termolabil de la MTHFR (ain en portadores homocigotas) no

estaria relacionada con el riesgo de trombosis venosa.
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Si bien en el Grupo Tromboético no fueron evaluados pacientes con factores de
riesgo establecidos, el criterio de inclusion fue independiente de los niveles de Hcy. Sin
embargo, segin lo demostrado, los episodios tromboéticos de los sujetos evaluados
podrian estar asociados a hiperhomocisteinemia. En una seleccién mas rigurosa de la
poblacion se excluyeron a los pacientes con niveles de Hcy mayor a 15 uM. En este
nuevo analisis los resultados de la distribucion genotipica y de la frecuencia del alelo T
confirmaron la ausencia de asociacién entre la MTHFR y la trombosis venosa.

A nivel internacional los reportes son contradictorios. Algunos trabajos proponen
al genotpo homocigota para la vanante termolabil como factor de riesgo independiente
para la enfermedad aterotrombética'®!.!82, mientras que otros concluyen que si bien la
mutacién C677T/MTFHR es causa de hiperhomocisteinemia leve, no incrementa el

tiesgo trombotico!'83184185 ¢ Jo aumenta débilmente!®.

En el presente estudio la presencia de la variante termoldbil de la MTHFR no resulté

Jactor de riesgo para la trombosis venosa.




HOMOCISTEINA
Y HEMOSTASIA

Si bien existen numerosas evidencias clinicas que
relacionan los niveles elevados de homocisteina con los
episodios tromboéticos, aun no estan esclarecidos los
mecanismos fisiopatologicos 1involucrados en esta
asociacion. Con el fin de dilucidar la accién perjudicial
de la homocisteina se investigo el efecto del aminoacido
sobre componentes del sistema hemostitico en
modelos experimentales in vitro y ex vivo. Por otra parte,
se evaluaron los niveles de factor von Willebrand y
dermatin sulfato en hiperhomocisteinemia, como

posibles parametros asociados al deterioro vascular.
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ACCION DE LA HOMOCISTEINA SOBRE COMPONENTES DEL
SISTEMA HEMOSTATICO

Con el fin de evaluar el efecto de la Hcy sobre el sistema hemostatico se
analizaron: la agregacién plaquetaria, la actividad de los factores del sistema de
coagulacién y la fibrinolisis, en presencia de concentraciones elevadas de homocisteina.

La mayoria de los trabajos in vitro que han estudiado el efecto de la Hcy en
distintos sistemas, han utilizado concentraciones del aminoicido excesivamente altas
(entre 1 y 10 mM). Este hecho, habitualmente es motivo de critica de los resultados
reportados. En esta tesis, uno de los objetivos de las experiencias in vitro fue utlizar
concentraciones elevadas de Hcy pero posibles de detectar ex vivo, al menos en algunos
individuos (E): en pacientes homocistinuricos 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
eligié la concentracién de la solucién de trabajo = 3 mM y la concentracién de la

solucién final = 0,3 mM.

PLAQUETAS

Se estudié la accién de la homocisteina sobre la agregacion plaquetaria, evaluando
in vitro, el efecto sobre las plaquetas y los inductores. Con este objetivo se incubaron

separadamente ambos componentes con solucién de Hcy.

Muestras

A partir de un pool de plasmas rico en plaquetas (PRP) e inductores de agregacion
(trombina, ADP, colageno) se prepararon muestras modificadas in vitro por el agregado
de una solucion de Hcy (3 mM). Los controles correspondientes se obtuvieron
reemplazando la solucién de homocisteina por solucién fisioldgica. Las proporciones y

condiciones ensayadas se indican a continuacién:
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PRP — Hcy

Tiempos de incubacién (a 37 °C)
a) 900 pl PRP + 100 pl Hey 0 min 30 min 60 min
a’) 900 ul PRP + 100 pl SF " " "

Inductor (Trombina, ADP, Colageno) — Hcy

Tiempos de incubacién (a 37 °C)
b) 200 pl Inductor + 100 pl Hey 0 min 60 min
b’) 200 pl Inductor + 100 pl SF

¢) 150 pl Inductor + 150 pl Hey 0 min 60 min
¢’) 150 pl Inductor + 150 ul SF

d) 100 pl Inductor + 200 pl Hcey 0 min 60 min
d’) 100 pl Inductor + 200 pl SF

Agregacion plaquetaria
La valoracién de la respuesta de agregacion de las plaquetas sc realizd por el
agregado de 50 pl del inductor a 450 pl de la solucion PRP, registraindose la densidad

6ptuca (DO) en funcién del tiempo. Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado. Los inductores ensayados fueron trombina, ADP y coligeno, con

concentraciones descriptas en la seccién Materiales y Métodos.

Lla comparacién de las curvas obtenidas para cada una de las muestras respecto a

sus controles mostrd los siguientes resultados:
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Los plasmas incubados con Hcy a distntos tiempos (@) presentaron agregacion
normal con los tres inductores. En todos los casos, no se observaron diferencias en
las curvas de agregacion de las muestras con Hcy respecto a las de los controles con
solucioén fisiologica.

El PRP con los inductores trombina o ADP, incubados con Hcy segin las
condiciones (b), (c) y (d), mostrd curvas de agregacioén semejantes a los controles.

El PRP con colageno incubado con Hey segin (b) y (c), ptesentd agregacion normal.

Por el contrario, el PRP con colageno incubado con Hcy, segin (d), presentd curvas
de agregacion con una amplitud 43 % menor respecto a las obtenidas con el control
en las mismas condiciones. Esta disminucién fue aun mas significativa (73 %) cuando
la prueba de agregacién se realiz6 aumentando la proporcién de coligeno respecto al

plasma (120 pl coligeno + 380 ul PRP). Estos resultados se muestran en la Figura 23.

A B
T T
C C
M
M
T t tiempo f f tiempo

Figura 23. Curvas de agregacién plaquetaria. T: transmitancia; C: curva control; M: curva de la
muestra con Hey. Las flechas indican el agregado de colageno.
A: 50 pl colageno+ 450 pl PRP; B: 120 pl coligeno+ 380 ul PRP.
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FACTORES DE COAGULACION

Se estudi6 el efecto de la homocisteina 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 solucion de Hcy 3 mM en solucién fisiologica
(SF). Los controles correspondientes se obtuvieron reemplazando la soluciéon de

homocisteina por SF. Las proporciones y condiciones ensayadas se indican a

continuacién:
Sin incubacién
900 pl Plasma + 100 pl Hey —— M,
900 pl Plasma + 100 pl SF . C
37°C,1h
900 pl Plasma + 100 pl Hcy - M,
900 pl Plasma + 100 pl SF - C;

Todas las muestras y controles se prepararon por triplicado. Las pruecbas de
coagulacién se realizaron por duplicado con un coagulémetro semiautomaitico ST4
(Stago, Francia).

Se realizaron las pruebas globales (TP: Tiempo de Protrombina; 7TPA: Tiempo de
Tromboplastina Parcial Actavada y 7T Tiempo de Trombina). Ademas se determinaron
los niveles de los factores de coagulacion (Fbg: Fibrinégeno; FII, FV, FVII, FVIII, FIX,
FX. FXI'y FXII). En la Tabla 27 sc muestran los resultados de cada tipo de muestra (M) y

los controles respectivos (C).
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Tabla 27. Parametros del sistema de coagulacién de muestras modificadas in vitro.
M, o] M, &)

T.P. (%) 95 (93 - 100) 98 (93 - 99) 92 (90 - 95) 94 (93 -97)
A.P.T.T.(seg) 31,5(29,0-355) 33,2(31,0-35) 30,8 (28,2-32,1) 31,4(28,0-33,0)
T.T. (seg) 18,0(17,1-19,2) 18,5(16,9-19.9) 17,8 (15,6 - 19,1) 18,5(17,3 -20,0)
Fbg (mg/dl) 250 (240 -260) 255 (240 - 260) 245(230-260) 240 (230 - 250)
FII (%) 102 (95 - 108) 108 (102 - 110) 98 (92 - 100) 95 (89-97)
FV (%) 73 (711-176) 75 (70 - 76) 60 (58 -63) 58 (55-59)
FVII (%) 78 (75 - 80) 81(75-82) 75 (72 - 80) 77(715-179)
FVIII (%) 83 (80 - 84) 80 (78 - 81) 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)
FXI (%) 85 (80-89) 88 (84 -92) 80 (75 - 84) 84 (79 - 86)
FXII (%) 102 (95 - 104) 105 (99 - 106) 98 (90 - 100 ) 102 (90 - 104)

Los datos estin expresados como mediana y rango.

Se compararon los resultados de cada muestra tratada con Hcy, respecto a los
obtenidos con los controles respectivos. El analisis estadistico (fest de Mann-Whitney)

no mostré diferencias significativas entre los mismos.

Sistema ex vivo

Durante un periodo de tres meses se recolectaron los plasmas en K;iEDTA y en
citrato trisédico, de 72 individuos aparentemente sanos. Las muestras se conservaron a
-70 °C hasta su procesamiento.

Se determiné la concentracién de Hcy en todas las muestras (plasmas en EDTA).
Se encontté que 16/72 correspondian a sujetos con hiperhomocisteinemia. Se
seleccionaron las muestras en citrato de estos 16 individuos (Grupo H:
Hiperhomocisteinémicos) y de 16 sujetos con Hcy baja (Grupo C: Control). Las muestras
del Grupo C correspondieron a los mismos dias de extraccion de las del Grupo H.

Los grupos presentaron las siguientes caracteristicas (expresadas como mediana y

rango):
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Grupo H: 9 M/7H; edad = 42 afios (35 — 59 afios); Hey = 24,6 uM (16,2 — 38 uM).
Grupo C: 8 M/8H; edad = 37 afios (24 — 52 afios); Hcy = 9,5 uM (7,1 — 11,2 uM).

Los niveles de Hcy en el Grupo H fueron significativamente mas altos que en el
Grupo C (p = 0,01; test de Mann-Whiney).
Se determinaron las prucbas globales y los factores de coagulacién en plasmas

citratados seleccionados. Los resultados se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Parimetros de coagulacion en los grupos de individuos
hiperhomociteinémicos (H) y control (C).

Grupo H Grupo C
(n =16) (n=16)

T.P. (%) 95 (88 - 100) 99 (95 - 100)
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 -22,1)
Fbg (mg/dl) 315 (195 -1388) 278 (270 - 355)
FlI (%) 95(75-103) 101 (85-105)
FV (%) 79 (58 - 88) 85 (60 - 98)
FVII (%) 81 (67-92) 89 (65 -100)
Fviil %) 90 (53 - 105) 94 (60 - 102)
FIX (%) 82 (77 - 100) 90 (83 - 109)
FX %) 99 (80 - 105) 95 (85 -100)
FXI (%) 82 (67 -98) 87 (73 - 98)
FXII (%) 97 (65 -102) 103 (84-110)

Los datos se expresan como mediana y rango.

Los parametros evaluados no mostraron diferencias significativas entre los grupos

entre los dos grupos (fest de Mann-Whitney).
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FIBRINOLISIS

Se evalu6 el efecto de la homocisteina sobre pruebas globales de la fibrinolisis.

Tiempo de lisis de sangre entera diluida

Para la evaluaciéon de esta prueba, en el sistema de reaccién se incorpord solucion
de Hcy 3 mM, en una proporcion cuya concentracion final resultara = 0,3 mM. El
control correspondiente sc obtuvo reemplazando la solucién de homocisteina por
solucién fisiologica (SF). Las proporciones y condiciones ensayadas se indican a

continuacion:

200 ul sangre + 1.500 pl buffer + 200l Hey — o A,

200 pl sangre + 1.500 pl buffer + 200 pl SF

Cs

La muestra y el control se prepararon por triplicado. A cada sistema se agregaron
100 pl de trombina y se procedié segun la técnica. La disolucion total de los coagulos se
observé 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 dempo de lisis de la muestra y del control no result estadisticamente significativa.

Tiempo de lisis de euglobulinas

La precipitacién de la fraccion euglobulinica se realizé a partir de un pool de
plasmas normales citratados. Luego de descartar el sobrenadante, que contene la mayor
parte de los inhibidores del sistema fibrinolitico, se disolvié el precipitado con buffer
borato, a 37 °C. A partir de esta solucién se agregé Hcy en concentracién final = 0,3

mM. Para el control se agrego SF:

500 pl solucién euglobulinica + 55,5 pl Hey

My
500 pl solucién euglobulinica + 55,5 pl SF —_— e (y
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La muestra y el control se prepararon por cuadruplicado. Se agregé la solucion de
CaCly, obteniéndose los coagulos correspondientes. Los tiempos de lisis de euglobulinas,
expresados como mediana y rango, resultaron 192 (175 — 235) minutos y 195 (180 — 240)
minutos, para M, y C, respectivamente. No se obscrvaron diferencias significativas en

los tiempos de lisis de la muestra tratada con Hcy respecto al control. i

DISCUSION

En esta seccion de la tesis se estudié el efecto de altas concentraciones de Hcy
sobre componentes del sistema hemostatico, a través de pruebas de evaluacién que sc
realizan en el laboratorio de hemostasia.

En los estudios de agregacion plaquetania sc analizé separadamente la accién de la
Hcy sobre los componentes principales de esta prueba: plaquetas e inductores.

Plaquetas. Los resultados obtenidos muestran que, en los sistemas in vitro
ensayados (PRP — Hcy), las concentraciones de Hcy utilizadas no incrementaron la
agregacion de las plaquetas, sugiriendo que el aminoicido no modificaria las reacciones
intracelulares involucradas en la unién plaqueta-plaqueta. Probablemente, no se modifica
la actividad de la glicoproteina IIblIla (reguladora del proceso de agregacién) ni de los
ligandos intervinientes en la unién, como el fibrinégeno, la trombospondina y la
fibronectina.

En la literatura se dispone dec pocos reportes referidos a la agregacion plaquetaria
en hiperhomocisteinemia (HHcy). Coppola er al. 132 no encontraron diferencias significa-

tivas en los resultados de esta prueba (agonistas utilizados: ADP, icido araquidénico y

colageno) entre individuos homocistiniricos y un grupo control. En modelos animales
con HHcy inducida, Fuglsang er al. reportaron que la agregacién con ADP resultd
normal, mientras que con colageno la respuesta disminuyé respecto al control'. En
cambio, otros investigadores en modelos experimentales similares, obscrvaron una

potenciacion de la agregacion plaquetaria en respuesta al ADP y a la trombina'#®.
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Probablemente, las discrepancias en los resultados se deben a que la Hcy no
aumenta la agregacion plaquetaria per se, sino que de manera dosis-dependiente, inducitia
la adhesion de las plaquetas a las células endoteliales, como consecuencia de su efecto
toxico sobre el endotelio mismo.

Inductores. En estas experiencias se evalué la agregacién plaquetaria post-
incubacion de los distintos agonistas con Hey. Se observaron respuestas similares a la de
los controles cuando se utiliz6 ADP y trombina en todas las proporciones ensayadas.
Igual resultado se obtuvo con coligeno incubado en las condiciones (b) y (c). Sin
embargo, cuando la relacién “Hcy/Coligeno” utlizada fue mayor (d), la agregacién fue
significativamente menor respecto al control (descenso de la amplitud de la curva =
43%). Ademis, cuando se aumenté la proporciéon “Coligeno.y)/PRP” en la prueba de
agregacion, se registré un descenso ain mas significativo en la amplitud de la curva
(73%). Los resultados de las experiencias indican que la Hcy no modificaria la integridad
metabodlica de las plaquetas (evaluada por las pruebas de agregacion) pero si afectaria la
estructura y/o funcionalidad del colageno.

Existe poca informacién acerca de la posible accidén de la Hey sobre las fibras de
coligeno. Estas fibras constituyen uno de los componentes del tejido conectivo que le
confieren resistencia y flexibilidad. Se ha hipotetizado que las complicaciones oculares,
Oseas y vasculares observadas en pacientes homocistinuricos no tratados, se asociarian a
un defecto en el entrecruzamiento de las fibras de coligeno, mediado por la Hcy'.
Probablemente los grupos sulfhidrilos del aminoicido bloquearian a los grupos
aldehidos del colageno, los que le confieren funcionalidad a la proteina'®."!. Este efecto
de la Hcy sobre la integridad del tejido conectivo también estaria relacionado con
desenlaces obstétricos adversos observados en mujeres hiperhomocisteinémicas
embarazadas'?.

Si bien los resultados del presente estudio y las hipdtesis enunciadas no muestran
una relacién directa de la Hcey sobre las plaquetas (uno de los objetivos de esta parte de la

tesis), las observaciones respecto al coligeno plantean otros puntos de interés a

investigar.
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En la evaluaciéon del efecto de la Hcy sobre los factores de coagulacion se
analizaron muestras plasmaticas 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 Hcy (tanto in vitro como ex vivo) no modificarian la actividad de
los componentes evaluados.

Para el estudio de la relaciéon de la Hey con la fibrinolisis se realizaron las pruebas
de lisis de sangre entera diluida y lists de cuglobulinas en presencia de Hcy. Los tempos
de lisis de los coagulos obtenidos a partir de sangre cntera diluida resultaron similares en

las muestras y en los controles, sugiriendo que la relacién entre tPA-PAI (Acuvador

tisular del plasminégeno-Inhibidor del activador del plasmindgeno) se mantiene en
cquilibrio. En la prucba de lisis de euglobulinas también se registraron tiempos sin
diferencias significativas entre las muestras tratadas con Hcy y sus controles. En esta
técnica sc climinan del sistema los inhibidores de la fibrinolisis, por lo que de los
resultados  obtenidos podda inferirse que la Hcy no producitia modificaciones
importantes en la actividad del t-PA (principal activador del sistema fibrinolitico).

Si bien sc trata de prucbas globales de evaluacién de la fibrinolisis, orientan acerca
de ciertas alteraciones en el sistema total.

Sélo pocos estudios han investigado la relaciéon directa entre la hiperhomo-
cisteinemia y los sistemas de coagulacidn y fibrinolitico en humanos. Para los factores de
coagulacién se dispone de datos parciales y contradictorios, segun el estudio analizado.
Los trabajos de von Eckardtein er al. y de B.Kuch et al. demostraron una fuerte
asociacion entre la concentracion plasmatica de Hey y los niveles de fibrinégeno!93.194,
mientras que los estudios Framingham, ARIC y Caerphilly no encontraron dicha

asociaci6n?*1931%_No se¢ conocen otras referencias relevantes que reporten los niveles de

los factores de coagulacién en hiperhomocisteinemia.
Respecto a la relaciéon entre la concentracidén elevada de Hcy y los parametros

fibrninoliticos también existen controversias. Algunos investigadores observaron una
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correlacion significativa entre la homocisteinemia y los niveles antigénicos de t-PA17 y

PAI-119 en cambio M.Bozic er al. demostraron lo contrario!?.

En los estudios in vitro y ex vivo no se encontraron evidencias para asociar los niveles
elevados de homocisteina con alteraciones en las plaquetas, los factores de coagulacion y en
la fibrinolisis. Un hallazgo significativo fue la modificacion de la actividad agregante del

coldgeno, sugiriendo que altas concentraciones de Hcy podrian afectar la estructura de la

proteina.
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RELACION DE LA HOMOCISTEINEMIA CON LOS NIVELES DE
DERMATAN SULFATO Y FACTOR VON WILLEBRAND

En base a experiencias previas en nuestro laboratorio, encontramos que los niveles
plasmaticos de dermatin sulfato (DS) estin aumentados en pacientes quemados, en
enfermos renales (en hemodiilisis) y en pacientes sépticos. Estos hallazgos sugieren que
una concentracion elevada de DS en circulacion, estaria asociada a la injuria endotelial.

Considerando que estudios experimentales in vitro postulan que una concentracién
clevada de Hcy induciria disrupcidon endotelial, se analizaron los niveles de dermatan
sulfato y de factor von Willebrand en individuos con hiperhomocisteinemia.

Con este objetivo de evaluaron los plasmas obtenidos en citrato trisédico de 40
individuos con una edad de 75 afios (66 a 83 afios), expresada como mediana y rango. Se
scleccionaron muestras de sujetos con niveles elevados de Hcy (Grupo 4 > 15 pM) y
con niveles bajos de Hey (Grupo B < 15 uM).

En todas las muestras se determinaron las concentraciones de dermatan sulfato y

de factor von Willebrand.

Los resultados para cada grupo se resumen en la Tabla 29.

Tabla 29. Niveles de Hey, DS y FvW en individuos con hiperhomocisteinemia y en un
grupo control.

Grupo A Grupo B

(n=20) (n=20) p
Homocisteina (uM) 22,0 (15,2-48)9) 12,6 (7,7-15,0) <0,0001
Dermatan sulfato (ug/ml) 1,75 (0,00 —3,00) 0,85 (0,00 -3,00) 0,05
Factor von Willebrand (%) 328 (162 - 368) 200 (150 -305) 0,01

Grupo A: Hey > 15 uM; Grupo B: Hey < 15 uM.
Valores expresados como mediana y rango. Test estadistico: Mann-Whitney.
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DISCUSION

El endotelio, superficie interna del sistema vascular, desempefia un rol activo en la
regulacién de la hemostasia y del tono y permeabilidad de los vasos sanguineos. El
endotelio esta constituido por una monocapa de células endoteliales que controla cl
intercambio de distintos componentes con la matriz extracelular. En estado basal o
quiescente se expresan y desarrollan su accién la mayoria de las sustancias con actividad
antitrombdtica, mientras que cuando el endotelio se activa por injuria mecanica o
estimulos inflamatorios se liberan fundamentalmente sustancias protrombdticas. Por lo
tanto, una alteracién del endotelio puede producir desequilibrios en su entorno y
contribuir al desarrollo de procesos aterotrombdticos?¥.

En la Introduccion de esta tesis se han comentado los mecanismos fisiopatologicos
involucrados en la accién téxica de la Hcy sobre el endotelio. Se postula que una
concentracion elevada de Hey provoca disfuncién e injuria endotelial mediante un efecto
directo o a través de la generacién de otras moléculas. Estos hallazgos se observaron en
experiencias con cultivos celulares, pero ain no hay resultados concluyentes de la accién
de la Hey sobre la funcién vascular in vivo.

Existen pocos estudios que hayan evaluado los niveles de marcadores de darfio
endotelial en hiperhomocisteinemia. Entre ellos se ha descripto aumento en la
concentracion de trombomodulina soluble®! y de factor von Willebrand (FvW)»2 en
individuos hiperhomocisteinémicos. En particular, van den Berg ef al. encontraron que
cuando disminuyeron los niveles plasmiticos de Hcy post-tratamiento vitaminico,
también descendieron aquellos marcadores?03.

El DS es un glicosaminoglicano (GAG) natural sintetizado en los fibroblastos del
subendotelio. En sujetos normales no se detectan niveles de DS en circulacién, por lo
que la presencia de este GAG sugiere alguna alteracion vascular.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, se encontré que en pacientes con
alteraciones del sistema vascular (sépticos, quemados y enfermos renales cronicos) los

niveles plasmatcos de dermatan 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 valotes de referencia (DS=no detectable; FvW=60 - 150 %).
Probablemente, los resultados sc expliquen por la edad avanzada de los individuos
evaluados. En el grupo con HHcy (Grupo A4) los parametros analizados fueron aun mas
clevados, resultando significativamente mayores que en los controles.

Como respuesta a la injuria vascular se desencadenan complejos mecanismos
celulares y moleculares tales como formacién del trombo, proliferaciéon y muerte celular,
procesos inflamatorios, modificacion de la matriz extracelular, remodeclacion vascular,
ctc. Estudios recientes han encontrado un importante rol del DS en relacién al dafio
tisular; este GAG, liberado durante la injuria, parece estar involucrado en un camino de
sefializacion celular importante para la inflamacién y en la reparacién dsular?™.

Por lo tanto, los niveles de DS y FvW detectados en los individuos con HHcy
podrian estar asociados al deterioro vascular que presumiblemente presentan los sujetos

cvaluados.

Si bien no se ha establecido que el dermatdn sulfato es un marcador de disfuncion

endotelial, los resultados obtenidos plantean esta posibilidad.
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ACCION DE LA HOMOCISTEINA EN LA FORMACION DE LA RED DE
FIBRINA

A nivel internacional se han realizado numerosas experiencias in vitro, ex vivo y cn
modelos animales con el fin de interpretar la relacion entre hiperhomocisteinemia y
trombosis. La mayoria de los estudios que pretenden interpretar esta asociacion estin
basados en el dafio endotelial y los eventos sucesivos previos a la generacion del trombo.
Sin embargo, los mecanismos involucrados aun no han sido completamente esclarecidos.

Con el fin de dilucidar posibles mecanismos que contribuyan a la accion
protrombédtica de la Hcy se evalud su efecto en la formacién y estructura de la red de

fibrina.

FIBRINOFORMACION

Se evalud el efecto de la homocisteina en la fibrinoformacion y se comparé con la
accién de otros compuestos azufrados, en las mismas condiciones experimentales. .

Se incubaron a 37 °C durante 1 hora, alicuotas de un pool de plasmas normales
citratados con soluciones recién preparadas de: homocisteina, cisteina y homocistina, en
concentracién final (c.f) = 0,3 mM. La muestra control se obtuvo reemplazando los
compuestos azufrados por buffer PBS.

A cada una de las muestras plasmaticas modificadas se agregé trombina bovina
(c.f.= 0,05 U/ml) y CaClz (c.f. = 33 mM), obteniéndose los codgulos correspondientes.
Los ensayos se realizaron por triplicado, en policubetas de poliestiteno. La
fibrinoformacién y la estructura de las redes de fibrinas obtenidas se evaluaron mediante

estudios cinéticos y microscopia electrénica de barndo (M.E.B.).
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e Cinética de la fibrinoformacion

Durante el proceso de coagulaciéon de cada uno de los plasmas ensayados, se

registr6 la densidad 6ptica (DO) a 450 nm en funcién del tiempo hasta valor constante

(Fig. 24).

DO (450 nm)

b<d
-

—e—PBS

—e— Hcy
08 —a— Cisteina

—— Homocistina

04
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Figura 24. Efecto de los compuestos azufrados sobre la fibrinoformacién.
Las curvas representan el promedio de las DO (n = 3) vs. el uempo.

Las curvas sigmoideas obtenidas fueron caracterizadas por tres parametros: fase lag,

(dempo de inicio de la coagulacién), pendiente (velocidad de fibrinoformacién) y DO

maxima (Tabla 30).

Tabla 30. Parametros de la cinética de la fibrinoformacién.

Fase lag (min) Pendiente (min™) DOpicima
Control (PBS) 15,6+ 1,4 0,140 £ 0,079 1,478 + 0,024
Homocisteina 143+1,3 0,132+0,019 1,517 £ 0,023
Cisteina 16,6 £0,7 0,132+0,028 1,527 £ 0,025
Homocistina 15,3+0,6 0,118 £0,026 1,491 £ 0,028

Los resultados se expresan como media £ DE.
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Para los tres parimetros estudiados no se observaron diferencias significatuvas

entre cada una de las sustancias ensayadas respecto al control (fesz de Student).

¢ Estructura de las redes de fibrina

Las redes obtenidas en los diferentes ensayos se observaron con un microscopio
electronico de barrido (MEB) y se obtuvieron las fotografias correspondientes a 3.000
aumentos (Lamina II). Para la caracterizacion de las redes, las fotos se evaluaron con un
sistema analizador de imagenes, determinando el nimero de fibras por campo, el
porcen-taje de red, el ancho y largo de las fibras. Se evaluaron 12 campos de igual édrea,

aleatoriamente seleccionados (Tabla 31).

Tabla 31. Caracterizacion de las redes de fibrina.

N° Fibras/campo % Red Ancho de fibra (um) Largo de fibra (um)

n=12) (n=12) (n=180) (n=180)
Control PBS 30 62 0,31 1,02
(27-32) (56 - 70) (0,17-0,41) (0,56-2,31)
Homocisteina 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
Cisteina 31 65 0,36 0,83
(21-35) 42-170) (0,20 -0,84) (0,38 - 1,96)
NS NS p=0,02 p=0,001
Homocistina 31 65 0,31 0,92
(27-33) (57-170) (0,18 -0,61) (0,46 -2,55)
NS NS NS NS

% Red: (Area total de las fibras/Area total del campo) x 100.
Los parimetros estin expresados como mediana y rango. La comparacién estadistica se realizd con el
test de Mann-Whitney. NS: diferencias no significativas.

Con Hcy se obtuvieron redes de fibrina con un nimero de fibras por campo y
porcentaje de red estadisticamente mas altos que el control. Ademis, las fibras resultaron
mas gruesas y cortas. De esta manera, las redes observadas presentaron una arquitectura

mas densa y con mas ramificaciones que el control.
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En presencia de cisteina se formaron redes cuyo nimero de fibras por campo y
porcentaje de red fueron similares al control, aunque las fibras resultaron significativa-
mente mas gruesas y cortas.

Con homocistina no se observaron diferencias significativas en ninguno de los

parametros que caracterizan la red.

DISCUSION

Los mecanismos que pretenden explicar la asociacién entre la hiperhomo-
cisteinemia y la enfermedad vascular oclusiva no estin totalmente esclarecidos. Se
postula que la Hcy reducida afectaria el balance normal del endotelio, generando un
microambiente protrombético!?'. Este efecto se ejerceria por la accién directa de 1a Hey
sobre proteinas intra y extracelulares o indirectamente mediante las especies oxigenadas
altamente reactivas que se generan durante la auto-oxidacién de la Hcy. Los trabajos
publicados intentan explicar el efecto trombogénico de la Hcy a partir del dario
endotelial y de los procesos previos relacionados a la generaciéon del trombo. Sin
embargo atiin no se han reportado las consecuencias que la presencia de altos niveles de
Hcy tendria sobre las caracteristicas del trombo. Por lo tanto, en este trabajo se evalud
las caracteristicas del coagulo plasmitico obtenido en presencia del aminodcido y de
otros compuestos azufrados.

La Figura 24 y la Tabla 30 muestran los resultados de la cinética de la
fibrinoformacion. No se observaron diferencias significativas en los parametros
registrados para cada una de las curvas vs. el control. Este hecho sugiere que las distintas
sustancias ensayadas no afectarian a las velocidades de liberacién de los fibrinopétidos A
y B del fibrindgeno ni a la polimerizacion de los monémeros de fibrina. Ademas, la
ausencia de diferencias en las propiedades opticas de los geles de fibrina hidratados
indicaria similitud entre las estructuras obtenidas. Sin embargo, la microscopia

electronica de las redes de fibrina revel6 diferencias importantes entre las redes, lo que
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propone que la mera comparacion de DO no seria suficiente para detectar cambios
estructurales.

La Liamina II y Tabla 31 muestran que la red obtenida con Hcy posee una
estructura mis compacta, con fibras significativamente mds gruesas y cortas que las del
control. Weisel e al. han demostrado que la velocidad de fibrinolisis es fuertemente
dependiente del tamafio y de la arquitectura de la red'¥. La plasmina corta
transversalmente a las fibras individuales, lo que explicaria que las fibras gruesas scan
mis lentamente lisadas que las fibras delgadas. Ademas, las tramas cerradas, con mas
ramificaciones, son digeridas con mas dificultad que las estructuras abiertas, ya que hay
mas fibras por unidad de volumen para cortar, disminuyendo la difusién de los
componentes del sistema fibrinoliico. Por lo tanto, estas redes ofrecerian mayor
resistencia a la lisis.

Numerosos estudios demostraron que la accidon perjudicial de la Hcy estaria
mediada por el grupo tiol. La Hcy seria oxidada a disulfuro por sustancias con -SH, tales
como la misma Hcy, la cisteina, glutatién o diferentes proteinas. Ademas, la Hcy también
podria intervenir en reacciones de intercambio de uniones disulfuros!®. Con el fin de
dilucidar si el grupo tiol esta efecivamente involucrado en los resultados obtenidos, se
analizé el efecto de otros compuestos azufrados, tales como homocistina y cisteina.

Analizando la Limina II y la Tabla 31, surge que sélo la red de fibrina obtenida en
presencia de homocistina es semejante a la del control. La homocistina es el dimero de la
Hcy (Hcy-S-S-Hcy) y por lo tanto no presenta el grupo tiol libre en su molécula. Por otra
parte, la incubacién con cisteina gener6 una red con fibras mas gruesas y cortas que el
control, aunque la trama de la red (N° fibras/campo) no mostré diferencias estadistica-
mente significativas. Los cambios sélo parciales, observados con cisteina sugieren que la
reactividad de este aminodcido seria de menor magnitud que la asociada a la Hcy.
Ademids, esta observacién estaria apoyada por el hecho de que existen muy pocos
reportes que evidencian una accién aterogénica de la cisteina, a pesar de que su

concentracion plasmatica es 20-30 veces mayor que la de Hcy'?.
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Las modificaciones observadas con Hcy y con cisteina, pero no con homocistina
sugieren que el grupo —SH estaria involucrado en esos cambios. Sin embargo, en
concordancia con otros reportes internacionales, aun no se puede esclarecer si se trata de
un efecto del grupo tiol especifico de la Hcy o si es un efecto de ese grupo presente en

otros compuestos azufrados.

En conclusion, se demostro que las redes de fibrina obtenidas en presencia de
homocisteina presentan caracteristicas diferentes respecto al control; con fibras mds cortas,
gruesas y ramificadas, resultando en una trama mds compacta. Estos resultados generarian
codgulos mds resistentes a la fibrinolisis. Ademds, el grupo —SH estaria 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.




Lamina Il

Control Homocisteina

Imagenes de microscopia electrénica de barrido. Redes de fibrina obtenidas a partir de
plasma incubado con PBS (control), homocisteina, cisteina y homocistina.
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EVALUACION DE COMPONENTES INVOLUCRADOS EN LA
FIBRINOFORMACION
. En base a los hallazgos obtenidos en la fibrinoformacion, se plante6 si altas

concentraciones de Hcy causarfan modificaciones o alteraciones de algunos de los
componentes involucrados en la red de fibrina. Con este objetvo se realizaron

experiencias a partir de fibrinégeno (Fbg) puro y de concentrado de factor XIII (FXIII).

o Fibrindgeno

Teniendo en cuenta la relacién molar de las muestras que se utlizaron para la
formacion de las redes de fibrina y considerando a la concentracién plasmatica media de
Fbg = 300 mg/dl, se prepararon las muestras M; (incubacién 1 h, 37 °C); M> (incubaci6n
4 hs, 37 °C) y los controles respectivos, C; y C> (con buffer PBS):

900 pl Fbg + 100 pl Hey ——7 - 1h - M
900 pl Fbg + 100 pl PBS - C
900 pl Fbg + 100 ul Hey —37"C.4hs M,
900 pl Fbg + 100 pl PBS - - C;

Ademas, se prepararon las muestras M3 y My, con mayor proporcion de Hcy

respecto al Fbg:
500 ul Fbg + 500 ul Hey ——-C- 1B M;
500 ul Fbg + 500 ul PBS - - C
500 pl Fbg + 500 ul Hey —27"C.4hs - M,

500 ul Fbg + 500 ul PBS - Cy
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Las soluciones de fibrindgeno y homocisteina se prepararon a partir de los
reactivos descriptos en la seccion de Materiales y Métodos, en concentraciones iniciales

segun se indican:

Fbg (en PBS) = 300 mg/dl Hcy (en PBS) = 3 mM

Para evaluar los posibles efectos de la Hcy 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 fibrindgeno en muestras incubadas con Hey (M) o PBS (C).

Fbg (mg/dl)
M, C M, C; M; C; M, C,
Mediana 217 220 214 212 142 145 139 140
Rango 215221 217-222  211-217  211-215  139-145  140-147 136141  136-142

M, - M,y C, - C;: ver descripcion en el texto.

Electroforesis. Se realizé la corrida electroforétca en gel de poliacrilamida con SDS, de
cada una de las muestras incubadas con Hcy y de los controles respectivos. Ademas, se
corrié la solucién de Fbg utlizado en la experiencia y de Fbg pretratado con un agente
reductor (2-mercaptoetanol). Se desarrollé la electroforesis vertical en mini-geles (ver
condiciones en seccidn Materiales y Métodos). En cada calle se sembraron 10 ul de cada

muestra, con igual concentracion proteica (0,6 mg/ml). El petfil electroforético obtenido
se muestra en la figura 25.
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Figura 25. Electroforesis (SDS-PAGE) de las muestras de fibringeno
incubado con Hey o PBS (ver descripcion en el texto).

De izq. ader.: C;, M}, Cy, M3, Fbg puro, Fbg reduciior C3, M3, Cyy M.

Las bandas obtenidas en todas las calles (excepto la calle 6) no presentaron
alteraciones del perfil electroforético entre las distintas muestras (M;, M>, M3, My y Fbg
puro) ¥ entre cada muestra y su control. S6lo en la calle 6 (Fbg + reductor) se observa

modificacion de las bandas respecto a la solucion de Fbg puro.

o Factor XIIT
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 determiné 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 relacién de los
componentes utilizados en la experiencia de la fibrinoformacién se incubé plasma con
Hcy en la siguiente proporcion (se prepararon los controles correspondientes con

solucion fisiologica):
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900 pl Plasma + 100 pl Hey 37°C,1h - M

900 pl Plasma + 100 pl SF > Cs

Sc prepar6 la mucestra Mg, con mayor proporcioén de Hey respecto al plasma:

500 pl Plasma + 500 pl Hey ST L

500 pl Plasma + 500 pl SF = (s

Considerando que 1 ml de plasma contiene 1 U de FXIII y que la soluciéon
preparada a partir del concentrado de factor XIII humano contienc 62,5 U/ml, se
realizaron incubaciones previas de FXIII con Hcy (y sus controles con SF) en dos
proporciones:

a) rclacion de los componentes en el sistema 900 pl Plasma + 100 pl Hey

15 ul FXIII + 100 ul Hey 71k y
15 wl FXIII + 100 pl SF - -4

b) relacién al medio de ambos componentes

50 ul FXIII + 50 pl Hey 3°Gth

50 pl FXIII + 50 pl SF -

in todos los casos la concentracién de la solucién de Hey utlizada fue 3 mM.

Como las determinaciones de actividad de FXIII requieren componentes

plasmaticos, los sistemas 4 y B se realizaron con plasma, segun:

500 ul Plama + 500 pl 4 Sin incubacién M,

500 pl Plasma+ 500 pl 4° - C;
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500 ul Plama + 500 pl B Sinincubacion

500 pl Plasma+ 500 pl B’ = Cg

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. Actvidad de factor XIII en las muestras incubadas con Hey (M) o SF (O).

FXIII (%)
M; Cs M; Cs M; C; My Cy
Mediana 98 97 55 53 198 197 249 246
Rango 97-100 9599 53-56 50-55 195-201  194-200 245250  242-250

M; - Mgy Cs - Cg: ver descripcion en el texto.

No se observaron diferencias significativas entre los niveles de FXIII de cada
muestra respecto a su control.

La actividad de FXIII también se determiné por la prueba de solubilidad en urea.
Con esta técnica se evaluaron las mismas muestras dosadas por el método espectro-
fotométrico.

La consistencia y disolucién de los coagulos se realizo 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.

M; Cs M; Cs M, C; My Cy
24 hs. - - - - - - - -
30 hs. - - - - - - - -
40 hs. + + + + - - - +
50 hs. + + -
65 hs. +

+: Tiempo de disolucién total del coagulo.
Mj; - My y Cs - Cg: ver descripcién en el texto.
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Electroforesis. Se realizé la corrida electroforética en gel de poliacrilamida con SDS de la
solucion de FXIIIpuwo, de las muestras de FXIII incubado con Hcy y de los controles. Se
desarroll6 la electroforesis vertical en mini-geles y en cada calle se sembraron 10 ul de
cada muestra, con igual concentracién proteica (0,6 mg/ml). El petfil electroforético

obtenido se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Electroforesis (SDS-PAGE) de las muestras de
factor XIII incubado con Hcy o SF (ver descripcion en el texto).
De izq. a der.: FXIII 0, A, A", B, B’

Las bandas obtenidas en todas las calles no mostraron alteraciones del perfil
electroforético entre las distintas muestras (4, B y FXIII pu,) y entre cada muestra y su

control.

DISCUSION

Las alteraciones halladas en las redes de fibrina obtenidas en presencia de Hcy,
plantearon el interrogante acerca de cudles serian los componentes involucrados en la
fibrinoformacién que estarian afectados por altas concentraciones del aminoacido. Si
bien en la generacién del trombo in vivo intervienen los componentes sanguineos, en el
modelo experimental utilizado, se excluyeron a los eritrocitos, linfocitos y plaquetas. Por

lo tanto, los cambios observados estatian asociados solo a modificaciones de
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compuestos plasmaticos. B. Blémback demostréd que diferentes factores del plasma
modulan la red de fibrina, en particular postulé que cambios estructurales en el
fibrinégeno (Fbg) podrian generar codgulos trombogénicos, dificiles de lisar®S. Por otra
parte, estudios recientes mostraron que sustancias con grupos fiol en la molécula,
incrementan el grado de entrecruzamiento del fibrinégeno y fibrina mediado por el
factor XIII (FXIII)?%. En base a estos reportes y a los resultados del presente trabajo se
postula que altas concentraciones de homocisteina podrian modificar la estructura y/o
funcion del Fbg y del FXIII.

Para la evaluacién del fibrindgeno se consider6 que las posibles reacciones con Hey
no son de tipo enzimatico, por lo que la magnitud de la modificacién proteica seria
proporcional al nivel de Hcy plasmatca y al iempo que la proteina estuviera en contacto
con el aminoicido. Por lo tanto, se prepararon las muestras M;, M2, M3 y M, (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 sugtere que la Hey no afectaria la liberacion de
los fibrinopéptidos A y B de la regién aminoterminal de las cadenas Aa Bp respectiva-
mente, para la conversién del Fbg en monémeros de fibrina. La ausencia de diferencias
en los dempos de coagulacién (por Clauss) entre cada muestra y su control plantean,
ademis, que la Hcy no modificaria la agregacién y polimerizaciéon de los mondmetos de
fibrina. Por otra parte, tampoco se observaron alteraciones del perfil electroforético
(sistema SDS-PAGE) entre cada muestra y su control, por lo que no habran
modificaciones importantes en la estructura del Fbg. La presencia del grupo ftiol en la
molécula de Hcy, le confiere propiedades oxidantes y/o reductoras, dependiendo del
potencial redox del medio!®. Para evaluar esta caracteristica, se compaté con el efecto
producido con 2-mercaptoetanol (2-ME), reconocido agente reductor en los sistemas
biologicos. La calle 6 del gel de poliacrilamida muestra la corrida electroforética del Fbg
tratado con 2-ME. Sc observan las tres bandas caracteristicas de las cadenas Ao, BBy y

del Fbg, que surgen de la reduccién de puentes disulfuros intercadenas. Este patron no
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se observa en el resto de las calles del gel, sugiriendo que la Hcy no ejerceria un efecto
reductor sobre el Fbg, al menos en las condiciones de las muestras analizadas.

En la evaluacidn del factor XIII, los resultados de la determinaciéon de actividad
por el método espectrofotométrico mostraron valores levemente aumentados en las
muestras con Hcy respecto a cada control, aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Tabla 33). Por otra parte, con la prueba de solubilidad en
urea, las muestras de plasmas incubados con Hcy en distintas proporciones (Ms y Mg) y
los controles (Cs y Cs), mostraron resultados semejantes (Hempo de disolucion = 40 hs.).
Esto sugeriria la generacién de coidgulos de consistencia similar. Cuando la incubacién
con Hcy se realiz6 directamente con FXIII (muestras 4 y B) y posterior agregado de
plasma (M7 y M), la disolucién de los codgulos obtenidos, ocurrié entre las 50 y 65 hs.
Esto se explicaria porque estas muestras tienen mayor concentracion de FXIII respecto
a Ms y Ms. Los resultados obtenidos con la muestra M; fueron similares al control C,
mientras quc en las condiciones de Mgy Cg se observo una diferencia importante en los
tdempos de disolucidon del coagulo: 65 hs. para la muestra con Hcy y 40 hs. para su
control.

Si bien no se observé un aumento significativo de la actvidad del FXIII en los
sistemnas con Hcy respecto a los controles (método espectrofotométrico), si se infirié que
los coagulos obtenidos en presencia de Hcy con las muestras Mj resultaron
notablemente mas estables que con los controles Cs (prueba con urea). La diferencia de
resultados entre los dos métodos podtia explicarse por la diferencia de fundamentos de
las técnicas. En el método espectrofotométrico, la concentraciéon de FXIII se determina
indirectamente a través de reacciones quimicas en las que intervienen sustratos no
fisiologicos y fundamentalmente, refleja cantidad de la proteina. En cambio, con la
prueba de solubilidad en urea se infieren los niveles de FXIII mediante su funcién
especifica (estabilizacién de la red de fibrina) en un sistema fisiologico: el FXIIlacivado
(transglutaminasa), que se genera por el agregado de trombina e iones Ca?*, entrecruza
las cadenas o y y de la fibrina, lo que confiere estabilidad mecdnica a la red formada. La

activacién del FXIII presupone un cambio conformacional, permitiendo el acceso de su
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sustratos, principalmente Fbg y fibrina, a la trfada catalitica (cisteina - histidina - ac.
aspirtico) del sitio activo de la molécula de FXIII?"". Se ha postulado que el grupo tiol de
la cisteina debe permanecer en estado reducido para que la proteina actie como
transglutaminasa®®. Por lo tanto, en el sistema de la experiencia es probable que la Hcy
asegure un medio reductor. Ademas, la Hcy podra intervenir en reacciones de
intercambio de disulfuros, favoreciendo la alineacién de los mondémeros de fibrina,
indispensable para la formacién de la red.

Similarmente a lo observado con el Fbg, el patrén electroforético obtenido con las

muestras de FXIII sugiere que la Hcy no modificaria la estructura de la proteina.

En base a los resultados hallados, puede postularse que la homocisteina afectaria la
actividad del factor XIII, incrementando el entrecruzamiento de los monémeros de fibrina.
Por lo tanto, el factor XIII seria uno de los componentes involucrados en la
fibrinoformacion, responsable de las redes compactas y muy ramificadas, obtenidas en

presencia de homocisteina.
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Uno dc los puntos de interés en el drea de hemostasia es la prevencion y
tratamiento dec la trombosts. En el siglo XIX Virchow postul6 tres grupos de causas
principales para la formaciéon del trombo: cambios en la composicion de la sangre, en las
propiedades de la pared vascular y/o en el flujo sanguineo. Si bien estos conceptos
siguen vigentes, actualmente se considera a la trombosis como una patologia multicausal
resultante del efecto de factores genéticos y adquiridos que interactian entre si. Se ha
avanzado notablemente en el conocimiento de este tema, pero en algunos casos ain no
puede explicarse la patogénesis del episodio trombético.

En la investigaciéon de condiciones asociadas a un incremento de la enfermedad se
describieron nuevos factores de miesgo que actualmente sc han incorporado a los
tradicionalmente conocidos. En los Gltimos afios se ha postulado que la presencia de una
concentracién elevada de homocisteina en la circulacién sanguinea (hiperhomocis-
teinemia) constituye un factor de riesgo para cl desarrollo de la enfermedad vascular
oclusiva y en particular para la trombosis.

A nivel internacional recién en la década del ’90 se realizaron estudios
epidemiolégicos que postularon a la hiperhomocisteinemia como un factor de ricsgo
independiente para la enfermedad aterotrombética, afectando al sistema vascular arterial
y venoso.

Para evaluar los niveles de homocisteina en diversos grupos poblacionales fue
prioritario disponer de un método analitico accesible y confiable. Con este fin se realizd
la validacién de una técnica de ELISA que, si bien sc disponia comercialmente no
existian reportes internacionales que avalaran los resultados dc esta técnica. El estudio
demostro que este método provee datos equivalentes a los de HPLC (método de referencia) y
presenta coeficientes de variacion del intra e inter-ensayo que avalan la reproducibilidad y
confiabilidad de los resultados.

Disponiendo de la metodologia de evaluacién de Hcy se analizaron variables de la
fase pre-analitica para la optimizacién de los resultados inferidos. Se concluyo que las
muestras mds apropiadas para la determinacion de homocisteinemia son los plasmas en

EDTA o 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 biologica, podemos concluir que en periodos cortos de
tiempo, no se observan cambios significativos en los niveles de Hcy de cada individuo.

Sc analizé la concentracion plasmatica de Hcy en la poblacién normal. En
partcular, sc determind la homocistcinemia en individuos sanos de Buenos Aires. Los
resultados mostraron que para la poblacion entre 3 y 59 anos los valores de
homocisteinemia estan comprendidos entre 5,0 y 19,2 uM. El andlisis en grupos etdreos
extremos mostré que para los neonatos los valores son 1,2 - 11,6 uM, mientras que para
sujetos mayores de 60 anos el intervalo resulté 6,0 - 30,0 uM. Estos resultados, sin embargo,
no deben considerarse como valores de referencia. Por el contrario, en el andlisis de valores
de corte se determind que el nivel 6ptimo para homocisteinemia debe ser <12 uM. Los datos
de Hcy obtenidos en la poblacion ‘“normal” de Buenos Aires muestran una prevalencia
elevada de hiperhomocisteinemia y sugieren deficiencias vitaminicas subclinicas,
probablemente asociadas a los hdbitos alimentarios de nuestra poblacion. Por lo tanto,
aproximadamente el 50% de la misma estaria expuesto a un mayor riesgo de desarrollo de
enfermedad vascular.

A través de los estudios realizados se demostro 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 homocisteinemia es la resultante del efecto directo y de la interaccion de
factores genéticos y adquiridos. En particular, se encontré que en la poblacion mayor de 65
arios existe una relacion inversa entre la Hcy plasmadtica y los niveles séricos de vitamina
B, y de dcido folico;, miesntras que la correlacion resulté positiva con los niveles de
creatinina. Pacientes bajo tratamiento cronico de anticoagulacion oral con restriccion de
ingesta de vegetales verdes (con alto contenido de folatos), evidenciaron un déficit
importante de dcido folico intraeritrocitario y un aumento significativo en los niveles de Hcy
respecto a los individuos sin restriccion dietaria. Estos resultados sugieren que los pacientes
bajo anticoagulacion oral con dieta restringida estarian expuestos a efectos contradictorios:
el tratamiento anticoagulante reduciria la incidencia de trombosis, pero la
hiperhomocisteinemia inducida por la dieta favoreceria el desarrollo de eventos

aterotromboticos, contrarrestando los beneficios de la terapéutica.
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Ademads, se demostro que la ingesta de una dieta que aporte 400 ug/dia de dcido folico
por dia, disminuye significativamente los niveles de homocisteina plasmdtica. Sin embargo,
ain no se ha establecido si este descenso disminuye el riesgo de la enfermedad vascular.
Cuando finalicen los trabajos prospectivos de intervencidon terapéutica en curso, se
dispondra de evidencias confiables para determinar la verdadera asociacién entre Hey y
la enfermedad aterotrombotica.

Respecto al efecto de alteraciones genéticas sobre la homocisteinemia se estudio el
polimorfismo C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa. Los resultados mostraron que
lo niveles de Hcy aumentarian solo cuando la mutacion estd presente en individuos
homocigotas. Pero la presencia de esta variante termoldbil no resulté factor de riesgo
independiente para la trombosis venosa, ni aun en homocigosis.

Si bicn los trabajos internacionales y los resultados de esta tesis relacionan a la
hiperhomocisteinemia con los episodios tromboéticos, no hay resultados concluyentes de
la accién de la Hcy sobre la funcién vascular in vivo. Existen pocos estudios que hayan
cvaluado los niveles de marcadores de dafio endotelial en hiperhomocisteinemia. En este
sentido, nuestros resultados mostraron que los niveles de factor von Willebrand y de
dermatdn sulfato se encuentran significativamente aumentados en individuos
hiperhomocisteinémicos mayores de 65 arios, planteando un interrogante acerca de la
Suncion del dermatdn sulfato.

En los sistemas in vitro y ex vivo se investigaron los posibles efectos que la Hey
podtia ejercer sobre diversos componentes del sistcma hemostatico. Para los cnsayos in
vitro se utilizaron concentraciones elevadas de Hcy pero posibles de detectar ex vivo, al
menos en ciertas patologias (en pacientes homocistinuricos los niveles de Hcy pueden
llegar a 0,4 - 0,5 mM).

Los modelos experimentales ensayados no evidenciaron alteraciones en las plaquetas,
los factores de coagulacion y en la fibrinolisis, cuando estos componentes fueron evaluados
en pruebas del laboratorio de hemostasia. Un hallazgo significativo en estas experiencias
resulto la probable alteracion de la estructura del coldgeno mediada por la Hcy.

En los ensayos de fibrinoformacion se observé un efecto notable de la Hcy sobre la

estructura de la red de fibrina. Se demostro que en presencia del aminodcido se obtienen
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redes compactas con fibras cortas, gruesas y muy ramificadas, que generarian codgulos mds
resistentes a la fibrinolisis. Otros resultados del estudio sugieren que esta accion de la Hey
estaria mediada por su grupo tiol y que uno de los componentes de la fibrinoformacion

afectados por el aminodcido seria el factor X111

Los resultados de esta tesis contribuyen al conocimiento acerca de la accion de la Hey
y su relacion con la hemostasia y plantean un mecanismo diferente de los propuestos hasta
el momento, que permitiria explicar parcialmente la accion trombogénica de lua

homocisteina.
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FORMULAS QUIMICAS

Homocisteina y moléculas relacionadas
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AF
BHMT
CBS
DHF
DO
DS
ELISA
EVO
Hcy
HHcy
HPLC
MTHFR
MAT
MS
PAGE
PBS
PCR
PRP
SAH
SAM
THF
v

ABREVIATURAS

icido félico
betain-homocistein-metil transferasa
cistationin-P sintetasa

dihidrofolato

densidad 6ptica

dermatan sulfato
enzimoinmunoensayo

enfermedad vascular oclusiva
homocisteina

hiperhomocisteinemia
cromatografia liquida de alta resolucién
metilentetrahidrofolato reductasa
metioninadenosil transferasa
metionin sintetasa

electroforesis en gel de poliacrilamida
buffer fosfato salino

reaccién en cadena de la polimerasa
plasma rico en plaquetas
S-adenosilhomocisteina
S-adenosilmetonina
tetrahidrofolato

trombosis venosa
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