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Resumen

Objetivos: Realizar un algoritmo para el diagnostico diferencial de la hiperhomocisteinemia y aplicacion del mismo al diagndstico
de 27 pacientes pediatricos.

Meétodos: Homocisteina total: HPLC con deteccion de fluorescencia de los derivados de SBDF. Aminoacidos: cromatografia de
intercambio ionico. Acidos organicos: cromatografia de gases-espectrometria de masas. Folato y vitamina B12:
Quimioinmunoluminiscencia.

Resultados: El algoritmo de diagnostico diferencial se basa en las concentraciones plasmaticas de metionina, cisteina, metilmalonato,
folato, vitamina B12 y macrocitosis. De los 27 pacientes con hiperhomocisteinemia (> 30pumol/L.) 13 mostraron una homocistinuria
aislada y 14 combinada con aciduria metilmalénica. De los 13 primeros, 9 tenian ademas una elevacion de metionina y deficiencia
de cistina (deficiencia de cistationina beta-sintasa). En 4 la metionina era normal/baja: 1 paciente tenia una deficiencia de metionina
sintasa reductasa (variante CblE) y 3 tenian un defecto parcial de metilentetrahidrofolato reductasa causado por la mutacion 677C>T
con el folato sérico disminuido. Entre los 14 pacientes con homocistinuria combinada con aciduria metilmalonica: 7 mostraron la
vitamina B12 y folato séricos normales (variante CblC de defecto intracelular del metabolismo de la cobalamina) y 7 mostraron un
defecto de vitamina B12: 3 pacientes con un sindrome de Imerslund-Grésbeck, y 4 de origen nutricional [lactancia materna exclusiva
con dieta vegetariana de la madre (1 caso) y defecto de factor intrinseco materno (3 casos)].

Conclusiones: El algoritmo propuesto ha resultado util para el diagndstico de estos pacientes que permite la aplicacion precoz del
tratamiento especifico, asi como el consejo genético y el diagndstico prenatal si se requiere.
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Summary. Differential diagnosis of hyperhomocysteinemia in pediatrics

Objectives: To design an algorithm for the differential diagnosis of hyperhomocysteinemia and to apply it to the diagnosis of 27
pediatric patients.

Methods: Total homocysteine: HPLC with fluorescence detection of the SBDF derivatives. Amino acids: ion-exchange chromatography.
Organic acids: gas chromatography — mass spectrometry. Folate and vitamin B12: Chemoimmunoluminiscence.

Results: The algorithm for differential diagnosis is based on plasma concentrations of methionine, cysteine, methylmalonate, folate,
vitamin B12 and macrocytosis. Of the 27 patients with hyperhomocysteinemia (> 30umol/L), 13 showed isolated homocystinuria
and 14 combined with methylmalonic aciduria. Among the first ones, 9 showed increased methionine and decreased cystine
concentrations (cystathionine beta-synthase deficiency). In four patients methionine was low/normal: 1 patient had methionine
synthase reductase deficiency (CbIE variant) and 3 had a partial deficiency of methylenetetrahydrofolate reductase caused by the
677C>T mutation with low serum folate. Among the 14 patients with homocystinuria combined with methylmalonic aciduria: 7
showed normal serum vitamin B12 (CbIC variant of intracellular defect of cobalamin metabolism) and 7 revealed a serum vitamin
B12 defect: 3 patients with an Imerslund-Grdsbeck syndrome and 4 with a nutricional defect [maternal breast-feeding from a
vegetarian mother (1 case) and a maternal intrinsic factor defect (3 cases)]. Conclusions: The proposed algorithm is useful for the
diagnosis of these patients, which allows the early introduction of specific treatment, as well as genetic counselling and prenatal
diagnosis if required.

Keywords: Homocystinuria. Hyperhomocysteinemia. Methylmalonic acid. Vitamin B 12. Folic acid.
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celebrado en Bilbao el 9,10y 11 de octubre de 2006.
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INTRODUCCION

La hiperhomocisteinemia es una elevacion de la concentracion
plasmatica de homocisteina superior al P . de los valores de
referencia para una poblacion determinada. Existen diversas cau-
sas de hiperhomocisteinemia que pueden agruparse por su origen
en fisiologicas (edad, sexo, etnia, funcion renal y hormonal),
genéticas (deficiencias enzimaticas implicadas en el metabolismo
de la homocisteina y cobalamina) y adquiridas (nutricion, estilo de
vida, entidades clinicas y tarmacos) (7). En pediatria, las causas
genéticas y nutricionales son las mas comunes.

Entre los factores genéticos podemos sefialar en primer lugar los
causantes de hiperhomocisteinemia grave (tHcy>100umol/L) u
homocistinuria, originados por mutaciones en los genes que codi-
fican a las principales enzimas implicadas en el metabolismo de la
homocisteina. Entre ellas se encuentran la cistationina -sintasa
(CBS; EC 4.2.1.22) cuya deficiencia causa la homocistinuria
clasica, la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR; EC 1.5.20)
y el sistema metionina sintetasa (MS; EC 2.1.1.13) -metionina
sintetasa reductasa (MSR; EC 2.1.1.135) (2) (figura 1). Todos ellos
causan importantes acumulaciones de homocisteina en tejidos y
liquidos biolégicos, que pueden ir acompafladas de aciduria
metilmalonica en algunos defectos de absorcion (deficiencias
genéticas de factor intrinseco y sindrome de Imerslund-Grasbeck)
y del metabolismo intracelular de la cobalamina (variantes CbIC,
D, F) (figura 2) (3). También causan hiperhomocisteinemia algu-
nos polimorfismos muy comunes en algunas areas geograficas,
especialmente el 677 C>T de MTHFR (4), que origina la sustitu-
cion de una alanina por una valina en la posicion 225 de la proteina
enzimatica. Este polimorfismo aumenta la termolabilidad de la
enzima y reduce su actividad catalitica en un 50%. Como conse-
cuencia de ello se interfiere la sintesis de 5-metiltetrahidrofolato,
la forma mayoritaria de folato circulante que proporciona el grupo
metilo indispensable para la remetilacion de la homocisteina, lo
que explica que esta variante enzimatica predisponga a la
hiperhomocisteinemia moderada (5), especialmente cuando
la concentracion de folato es deficiente (6).

Aun cuando existe algin tipo de algoritmo de diagnéstico
diferencial de hiperhomocisteinemia, los que hemos hallado en la
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Figura 1. Metabolismo de la homocisteina, vias de la transulfuraciony de la
remetilacion. THF: tetrahidrofolato; MTHFR: metilentetrahidrofolato
reductasa; MTHF: metiltetrahidrofolato; MS&MSR: metionina sintasa &
metioninasintasareductasa; SAM: S-adenosilmetionina; RCH3: radical metilo;
S-AdoHcy: S-adenosilhomocsteina; CBS: cistationina beta-sintasa.
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Figura 2. Defectos del metabolismo de la cobalamina (Cbl) que cursan con
homocistinuria aislada o combinada con aciduria metilmalénica: FI: Factor
intrinseco; S I-G: Sindrome de Imerslund-Griasbeck; T1I: transcobalamina IT;
Cbl F: defecto del transportador de Cbl en lamembrana lisosomal; CblC, CbID:
defecto de sintesis de adenosil cobalamina (AdoCbl) ymetilcobalamina (MeCbl),
CbIG: defecto de metionina sintasa; CblE: defecto de metionina sintasa
reductasa.

literatura no incluyen todas las formas genéticas (7). Por ello
nuestro objetivo ha sido realizar un algoritmo util para el diagnos-
tico diferencial de la hiperhomocisteinemia, asi como la aplicacion
del mismo al diagndstico retrospectivo de pacientes pediatricos con
hiperhomocisteinemia.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Sehan incluido en el estudio retrospectivo 27 pacientes pediatricos
con hiperhomocisteinemia de diferente origen. La edad de los
mismos oscila entre 14 dias y 18 afios. Todos ellos han sido
diagnosticados y/o controlados en la Unidad de Errores Congénitos
del Metabolismo del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona.

Métodos

Homocisteina total (tHcy: suma de todas las formas que generan
este aminoacido por reduccion): Se ha determinado en plasma y
orina por HPLC (Perkin Elmer Series 200) con deteccion de
fluorescencia (Perkin Elmer LC 240) de los derivados de 7-
fluorobenzo-2oxa-1,3-diazole-4-sulfonate (SBDF) por un procedi-
miento previamente descrito (8). Los valores de referencia para
poblacion pediatrica han sido establecidos en nuestro laboratorio
utilizando el mismo procedimiento (8).

Aminodcidos: Se han determinado por cromatografia de inter-
cambio i6nico de los derivados de ninhidrina (Biochrom 30,
Biochrom Ltd) (9).

Acidos orgdnicos: Se han analizado por cromatogratia de gases-
espectrometria de masas de los trimetilsilil derivados (Hewlet
Packard, 5890A)(colaboracion con la Dra. A. Ribes, Instituto de
Bioquimica Clinica, Barcelona).

Folato y vitamina B,,: Se han determinado por quimioinmuno-
luminiscencia (Centauro, Bayer).
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Estudios enzimdticos y genéticos: El diagnostico de estos
pacientes se ha confirmado por estudios enzimaticos y/o

Tabla L Datos analiticos y genéticos de los pacientes con hiperhomocisteinemia.

genéticos realizados en otros centros (ver tabla I y Agradeci-
mientos).

Caso Edad Hemo-grama Ac.Org AA-P (umol/L) AA-Or (umol/g cr) Vitaminas B Defecto
al diagnostico (mmol/ (nmol/L; pmol/L) enzimatico
mol cr)
VCM fl MMA | tHey | Cys | Met tHcy Cyst| Folato| V B12
1 la normal normal 181 trazas| 80 nd nd nd nd lCBS
(T191M/R125W)
2 la normal normal | 250 nd nd nd nd nd nd lCBS
(T191M/R125W)
3 10a normal normal | 283 7 67 2063 39 8 145 lCBS
(R366H/R366H)
4 15a normal normal 176 8 561 nd nd nd nd lCBS
(S349N/IVS1+1G>A)
5 la normal normal | 250 6 192 1379 trazas| nd nd lCBS
(R379Q/1566delG)
6 11a normal normal 112 5 489 375 5 nd nd lCBS
(R366C/1566delG)
7 3a normal normal 180 9 84 4487 6 2.1 normal| { CBS
(T191IM/T191M)
8 6m normal normal | 214 10 171 5616 181 nd nd lCBS
(curso)
9 12a normal normal 180 9 116 527 7 10 147 lCBS
(I278T/R121C)
10 9a 131 normal | 91 28 11 75,2 11 54 268 |CblE
(S4541./S4541)
11 18a 102 normal | 66,5 34 20 37,5 2 4.8 234 | MTHFR
(A222V/A222V)
12 17a normal normal 30,8 21 30 26,1 trazas| 3.6 159 MTHFR
(A222V/A222V)
13 15a normal normal | 43 27 20 nd 12 5 497 MTHFR
(A222V/A222V)
14 1m AHC 1375 209 19 10 6958 36 707 | CbIC
(curso)
15 2m AHC 1190 108 19 9 1878 403 nd nd CbIC
(curso)
16 40d normal 1925 225 13 trazas| 882 1295 nd nd CblC
(curso)
17 2m no consta 1375 32 25 6 2223 513 nd nd CbIC
(curso)
18 1.5m no consta 9829 226 22 5 1545 567 nd nd CbIC
(curso)
19 16d 102 889 110 4 trazas| 253 570 nd nd CblC
(curso)
20 10d 103 649 244 17 7 6245 1503 25,6 691 CbIC
(curso)
21 16m 113 nd nd nd nd nd nd nd <100 |S.I-G
(curso)
22 Sa AN + TM 1041 72 19 6 490 480 32.7 <74 |S.1I-G
(curso)
23 8m 94 1762 86 7 2 574 670 nd 32 S.I-G
(curso)
24 la 108 272 30 22 11 100 583 33 180 | Madre
vegetariana
25 6m 98 1610 159 13 10 1637 190 54 125 | Madre
LI
26 6m 99 204 91.3 18 trazas| 1890 318 34,7 94 Madre
LFI
27 9m 102 120 119 20 6 211,3 138 38,1 88 Madre
LFI
VR variables <20 <12 20-45 13-33] <20 13-33 >120

Casos previamente publicados: 1-7, 9 (22), caso 8 (23), caso 10 (24), caso 14 (25), casos 24-26 (19).
VR: valores de referencia, Nd: no determinado; AHC: anemia hipocromica; AN+TM: anemia normoblastica + Talasemia minor
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RESULTADOS

El algoritmo de diagnostico diferencial de hiperhomocisteinemia
se basa en valorar los acidos organicos en orina (evaluando la
concentracion de metilmalonato), aminoacidos en plasma y orina
(evaluando las concentraciones de metionina, cisteina, cistationina),
vitaminas (folato, vitamina B ) y las posibles alteraciones
hematologicas, especialmente anemia macrocitica (figura 3).
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Figura 3. Algoritmo de diagnostico diferencial de la hiperhomocisteinemia.
MMA: metilmalonato; N: normal; Met: metionina; Cys: cistina; Vit B: folato
yB,: JLCBS: deficiencia de cistationina b-sintasa; JMTHFR: deficiencia de
metilentetrahidrofolatoreductasa; LFT: deficiencia del factor intrinseco; LTI
deficiencia de transcobolamina-II: SI-G: sindrome de Imerslund-Grisbeck.

De 27 pacientes con hiperhomocisteinemia (> 30umol/L; valo-
res de referencia pedidtricos < 12umol/L) 13 mostraron una
homocistinuria aislada y 14 una homocistinuria combinada con
aciduria metilmalonica (tabla I). De los 13 primeros, 9 mostraban
ademas una elevacion de las concentraciones de metionina y
deficiencia de cistina (homocistinuria clasica por deficiencia de
cistationina beta-sintasa). En 4 pacientes los valores de metionina
eran fisiologicos/bajos: un paciente tenia una variante Cbl E
(deficiencia de metionina sintasa reductasa) y 3 tenian un defecto
parcial de metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) causado
por la mutacion C677T (con el folato sérico disminuido).

Entre los 14 pacientes con homocistinuria combinada con aciduria
metilmalonica y macrocitosis, 7 mostraron valores de vitamina B, y
folato séricos fisiologicos (variante CblC de defecto intracelular del
metabolismo de la cobalamina) y 7 mostraron un defecto de vitamina
B,,: 3 pacientes con un sindrome de Imerslund-Grasbeck (defecto de
absorcion de B, causada por deficiencia del receptor de la pared
intestinal cubilina) y 4 de origen nutricional por lactancia materna
exclusiva, con dieta vegetariana de lamadre (1 caso) y defecto de factor
mtrinseco materno (3 casos). El estudio de la madre en estos casos
condujo al diagnostico definitivo. Algunos de estos pacientes han
estado publicados individualmente o en grupo (tabla I).

DISCUSION

Aun cuando la presentacion clinica de las diferentes causas genéticas
o nutricionales de hiperhomocisteinemia puede orientar al diagnostico
diferencial de la misma (2,10), durante los primeros afios de la vida
resulta dificil el diagnostico clinico de esta entidad. Esto es debido a
que muchas veces las manifestaciones clinicas se reducen a un retraso
psicomotor o a un deterioro neurologico inespecifico, que solo condu-
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cen a una sospecha clinica de error congénito del metabolismo (11,12).
El hallazgo de una hiperhomocisteinemia moderada o grave determi-
nara el analisis inmediato de las magnitudes incluidas en el algoritmo
y la evaluacion de los resultados permitira el tratamiento especifico
que puede salvar la vida del paciente o evitar un deterioro neurolégico
irreversible.

El algoritmo de hiperhomocisteinemia podia haberse basado en un
orden mas logico, desde el punto de vista clinico que considerara en
primer lugar las anomalias hematologicas, las deficiencias vitamini-
cas, y finalmente las alteraciones en el perfil de aminoécidos y acidos
organicos (10), magnitudes propias de la bioquimica especial para el
estudio de enfermedades metabolicas. No obstante, la aplicacion de
este algoritmo inicial a nuestros pacientes nos mostro que tanto las
anomalias hematologicas como la deficiencia de vitamina B, pue-
den no ser tan informativas en algunos casos. La corta edad de
diagnostico de los pacientes con la variante CblC del metabolismo
de la cobalamina (15 dias-2 meses) determiné que no se hubiera
manifestado atin la anemia macrocitica caracteristica de los defectos
de remetilacion de la homocisteina a metionina (tabla I). Dicha
reaccion implica al metabolismo de la cobalamina y al del folato y,
cuando esta interferida por defecto nutricional o genético de
cobalamina, se produce un atrapamiento de folato en forma de 5-
metiltetrahidrofolato, sustrato de la reacciéon que no se puede
transformar en tetrahidrofolato, disminuyendo la disponibilidad del
mismo para la sintesis de ADN (3,12) (figura 1). Por otra parte, las
deficiencias vitaminicas pueden no ser tan marcadas en algunos
lactantes con defecto nutricional de vitamina B, por lactancia
materna exclusiva de madres vegetarianas o con defecto de factor
intrinseco (tabla) (13). Ademas, la elevada prevalencia de talasemia
en nuestra area geografica puede enmascarar la existencia de una
anemia macrocitica (tabla I, caso 22). Por estas razones hemos
considerado mas util como base del diagnostico diferencial la
elevacion de la excrecion de metilmalonato que, tal como se observa
en la tabla I, se muestra claramente alterado antes de que se
evidencien las alteraciones hematoldgicas y bioquimicas (74).

El diagnostico diferencial de hiperhomocisteinemia en pediatria
es especialmente importante debido a que de ¢l depende la
aplicacion del tratamiento especifico, que es diferente dependien-
do del origen de la alteracion bioquimica (2,7,10). Por otra parte,
el tratamiento vitaminico especifico puede también aportar datos
de especial interés en el diagnostico diferencial de la
hiperhomocisteinemia. Asi, ante una homocistinuria moderada
con concentraciones fisiologicas de metionina y concentracion de
folato baja, la administracion de esta vitamina normalizard total-
mente la homocisteina en el caso del polimorfismo 677C>T de
MTHEFR (6), mientras que no lo hara si la causa es una mutacion
grave en esta enzima. Esta normalizacion tras el tratamiento con
folato tuvo lugar en los tres casos 11-13 de la tabla I. Estos casos
mostraron una clinica neurologica que hacia sospechar una muta-
cion mas grave de dicha enzima, que fue descartada por tratamiento
con folato y por estudio enzimatico y genético. De hecho, este
polimorfismo es muy comun en nuestra area geografica y en nuestra
experiencia afecta a un 14,5% de la poblacion general, tanto en
adultos (15) como en pediatria (16-18). Por el contrario, las
mutaciones graves de dicha enzima son mucho menos frecuentes y
no hemos tenido ocasion de tratar ninglin caso en nuestro hospital.

Por otra parte, ante una homocistinuria combinada con aciduria
metilmalonica, que puede estar causada por defecto genético o
nutricional de vitamina B, , la administracion inmediata de dicha

12°
vitamina en forma de hidroxicobalamina normalizara totalmente
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ambas anomalias en un defecto nutricional. En los defectos genéticos
solo se observa unareduccion de las concentraciones de homocisteina
y metilmalonato que no llegan a normalizarse. Si un lactante muestra
una deficiencia sérica de vitamina B , que se pone de manifiesto a lo
largo del primer afio de la vida, debemos considerar inmediatamente
si la lactancia es materna exclusivamente o artificial. En el primer
caso, es indispensable considerar un posible defecto de vitamina B ,
de su madre, sea de absorcion o nutricional (dieta vegetariana) (19).
En el segundo, debemos considerar un defecto de absorcion del
paciente, de dificil diagnostico diferencial desde el punto de vista
bioquimico y que requerira el estudio genético de los tres genes
implicados en la absorcion de la vitamina B, . que codifican al factor
intrinseco (GIF) y a las proteinas de transporte a través de la pared
intestinal (genes CUBN y AMN) (20,21).

En resumen, ante la multiplicidad de defectos genéticos o adquiridos
que pueden dar lugar a hiperhomocisteinemia en pediatria es indispen-
sable la aplicacion de un algoritmo de diagnostico diferencial que
permita orientar el origen de la alteracion. El algoritmo propuesto se basa
en la determinacion del metilmalonato, la metionina y la cisteina, las
posibles alteraciones hematologicas y las concentraciones séricas de
vitaminas B , y folato. La excrecion de metilmalonato en orina resulta
mucho mas sensible que la anemia macrocitica y la deficiencia serica de
vitamina B , en pacientes pediatricos. El diagnostico definitivo de estos
pacientes permite la aplicacion precoz del tratamiento especifico, asi
como el consejo genético y el diagndstico prenatal si se requiere.
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