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Resumen

Actualmente esté bien establecido que la hiperhomocisteine-
mia moderada es un factor de riesgo de patologia vascular
cardiaca, cerebral y periférica.

Un aspecto importante es que se trata de un factor deries-
go facilmente modificable mediante un tratamiento aparen-
temente seguro, barato y eficaz como la asociacion de acido
folicoy vitaminas B,, y B,. La mayor disponibilidad de su
determinacion, al alcance en cualquier laboratorio de tama-
filo medio, comporta la necesidad de establecer las bases de
su uso racional en la practica clinica.

En esta revision se analizan tanto los aspectos basicos del
metabolismo de la homocisteina, asi como su relacién con
dos aspectos fundamentales para la salud, como son nutri-
cion y genética.

L os aspectos analiticos de la determinacion de homocistei-
na empiezan a ser resueltos gracias a la reciente disponibili-
dad del enzimoinmunoandlisis. Ello evitara la dispersion de
resultados, propios de la proliferaciéon de los métodos desa-
rrollados en los diferentes laboratorios, que incluyen una
gran diversidad de procedimientos y calibradores, y pese a
gue han sido la base de los estudios realizados hasta €l pre-
sente, tienen el inconveniente de dificultar la transferibili-
dad de resultados. Aunque en nuestro pais todavia no exis-
ten estudios epidemiol dgicos suficientemente amplios, se
acepta ampliamente la evidencia de que el aumento de ho-
mocisteina plasmética total es un factor de riesgo asociado a
la enfermedad vascular, a través de su papel promotor de
aterotrombosis. De hecho, la gran mayoria de los estudios
realizados hallan una mayor prevalencia de hiperhomocis-
teinemia en los pacientes vasculares que en los controles. El
valor de corte (cut-off) mas ampliamente aceptado es una
concentracion plasmatica superior a 15 umol/L y en algu-
nas circunstancias puede ser aconsejable el tratamiento de
ésta. Una recomendacion de intervencion mas generalizada
sblo sera procedente cuando se obtengan los resultados de
los estudios de intervencién que se estan realizando.
Recientemente se ha demostrado que la hiperhomocisteine-
mia es también un factor de riesgo para la enfermedad de
Alzheimer, observacion que también comporta nuevas posi-
bilidades de tratamiento. Todo ello, junto al aumento de
edad de nuestra poblacién, probablemente redundara en
una mayor necesidad de control de la homocisteinemiay
por tanto, de su determinacién e interpretacion por parte del
bioquimico clinico (que también requerira del analisis de
creatinina, folatos, vitamina B, y TSH, sin olvidar otros
factores de riesgo cardiovascular).

Summary

At present it is well established that moderate hyperho-
mocysteinemia is a risk factor for vascular disease either
cardiac, cerebrovascular or peripheral.

An important aspect is that thisrisk factor is easily modi-
fiable by means of a supposedly safe, cheap and efficient tre-
atment with folic acid and vitamins B, and By

The expanding possibility to measurethisanalytein any mid-
dlesizeclinical chemistry laboratory stresses the need to esta-
blish the fundamentals for itsrational usein clinical practice.

I'n this review we address homocysteine basic metabolic
aspects as well as its relationship with two basic aspects for
human health: nutrition and genetics.

Nowadays analytical aspects begin to be solved mainly due
to the recent availability of enzymoimmunoassay based me-
thods. Thiswill reduce results dispersion due to diversity of
methods and calibrators used in home devel opped methods.

Despite the fact that those methods had been the ones used
in all studies carried out up to now they do affect results
transferability between centers.

Although in our country thereis alack for large epide-
miological studies, general evidence support the fact that
elevated plasma total homocysteine concentrationsare a risk
factor associated to vascular disease through itsrole on pro-
moting atherosclerosis and thrombosis. I n fact a great majo-
rity of studies show a higher prevalence of hyperhomocystei-
nemia among vascular patients than in controls. The cut-off
value of 15 umol/L isthe most widely accepted and in this
case treatment should be considered. A more extensive re-
commendation for treatment will appear in agreement to the
results obtained at the end of large intervention studies.

On the other side recently has been shown that hyperho-
mocysteinemia is also a risk factor associated to Alzheimer
disease, an observation that also includes treatment possibi-
lities. Taken altogether and the increase in mean age of our
population will result in an increased need for homocysteine
control, and hence its measurement and inter pretation by
theclinical chemist, which also requires assessment of crea-
tinine, thyroid hormones, folic acid and B, status as well as
other clinical vascular risk factors.
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Introduccion

El interés por lahomocisteinay su metabolismo comenzo hace
unos 40 afios cuando se describié un grupo de pacientes que
presentaban un sindrome hereditario caracterizado por una ex-
traordinaria elevacion de la concentracion de homocisteina en
plasma superior a 100 umol/L y un aumento en la excrecion
urinaria del homodimero de homocisteina u homocistina. De
ahi que el sindrome fuera denominado como homocistinuria
(2). El cuadro clinico de estos pacientes se caracteriza por lu-
xacion del cristalino, signosy sintomas derivados de afecta-
cion 6seay neurolégicay trombosis en venas'y arterias de to-
dos los calibres, que causan la muerte al 50% de estos
pacientes antes de los 30 afios de edad en ausencia de trata-
miento (2). Luego, se identificé uno de los defectos molecula
res responsable de la homocistinuria. Se trata del déficit de la
enzima cistationina -sintasa (CBS) (EC 4.2.1.22), que origina
la forma de homocistinuria més frecuente en la poblacion y
que se suele denominar «cléasica». Otros defectos enzimaticos,
que fueron descritos con posterioridad, también causan ala
vez hiperhomocisteinemia severa, homocistinuriay arterios-
clerosisy trombosis en arterias y venas de diferentes tamafios.
Estas observaciones condujeron aMcCully y Wilson (3) a pos-
tular laexistenciade unarelacion causal entre el aumento dela
concentracion de homocisteina plasméticay la enfermedad
cardiovascular aterotrombdética, incluso en casos en que la hi-
perhomaocisteinemia fuera moderada. Desde entonces, un gran
ndmero de estudios han demostrado que la elevacion modera-
da de la concentracion de homocisteina plasmatica es un factor
de riesgo frecuente e independiente de padecer enfermedad
cardiovascular en la poblacién genera (4).

El hecho de que |a hiperhomocisteinemia moderada consti-
tuya un factor de riesgo vascular esté causando un crecientein-
terés entre los especialistas dedicados a estudio y cuidado de
pacientes con esta patologia, como neurdlogos, cardidlogosy
cirujanos vasculares, debido fundamentalmente a dos factores:
Es frecuente que no se detecte ningun factor de riesgo «clési-
co» (tabaguismo, diabetes mellitus, hipertension, etc.) en pa-
cientes que han sufrido accidentes vasculares, incluso en ague-
llos jévenes y con historia de accidentes vasculares previos.
Dos, existe un tratamiento barato y potencialmente seguro (a
faltade estudios alargo plazo), como la administracién de vita-
minas especificas que logran normalizar, o al menos disminuir
de forma muy notable, la mayor parte de hiperhomocisteine-
mias (4). Sin embargo, no esta todavia probado que dichare-
duccién de homocisteina produzca una disminucién de morbi-
mortalidad vascular (pendiente actualmente de la evaluacion
mediante estudios multicéntricos). Por contra, si estd probada
una notable disminucién de la morbimortalidad en aquellos
pacientes con homocistinuria clasica que responden al trata-
miento con vitaminas (5,6), o que supone indudablemente un
dato esperanzador a la espera de |os resultados de | os estudios
de intervencién mencionados actual mente en curso.

Uno de los factores limitantes que previamente habia impe-
dido una difusion mas amplia de los estudios sobre homociste-
ina plasmética hasido, al menos en parte, superado. Se tratade
la complejidad técnica de su determinacion, usualmente cro-
matografica (7). Sin embargo, en los Ultimos afios se han desa-
rrollado métodos inmunogquimicos para su andlisis que permi-
ten su automatizacion, con lo que su utilizacion es ahora
totalmente asequible para laboratorios clinicos no especializa-
dos (4).
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Figura 1. Metabolismo de la homocisteina

1.L-metionina adenosiltransferasa; 2. metiltransferasas;

3. S-adenosilhomocisteina hidrolasa; 4. cistationina B-sintasa; 5. cistationina
y-liasa; 6. metilenotetrahidrofolato reductasa; 7. metionina sintasa; 8.
betaina:homocisteina metiltransferasa.

SAM: S-adenosilmetionina; X: aceptor de grupos metilos; SAH:
S-adenosilhomocisteina; TFH: &cido tetrahidrofélico ; B6: Vitamina By

Por tanto, en la actualidad parece claro que la necesidad del
diagndstico y tratamiento de la hiperhomocisteinemia modera-
daes unareadidad, aunque su generalizacion dependera funda:
mentalmente de que se demuestre el efecto positivo de ladis-
minucién de la concentracion de homocisteina plasmética en
la prevencidn de la enfermedad vascular de origen aterotrom-
bético (4,8,9).

M etabolismo de la homocisteina

LaL-metioninaes el aminoacido precursor de la L-homociste-
ina. El exceso de metionina procedente de la dieta, o del re-
cambio de las proteinas endbgenas que no se reincorpora alas
proteinas, es metabolizado a homocisteina mediante dos reac-
ciones sucesivas (10) (Figural). En la primera, se formaun
metabolito intermediario, S-adenosilmetionina (SAM), me-
diante una reaccidn catalizada por la enzima L-metionina ade-
nosiltransferasa (EC 2.5.1.6). Este metabolito aporta grupos
metilo ala biosintesis de compuestos como colina, creatina,
adrenalina, melatonina, entre otros, y también participaen la
metilacién de DNA y RNA. Tras esta reaccion de desmetila-
cion, SAM se transforma en S-adenosilhomocisteina, que lue-
go es hidrolizada a homocisteinay adenosina por laenzima S-
adenosilhomocisteina hidrolasa (EC 3.3.1.1) (5).

Una vez formada la homocisteina, su metabolismo se bifur-
caen las vias metabdlicas de transulfuracion —donde se trans-
forma en cisteina mediante dos reacciones dependientes de vi-
tamina B—y de remetilacion —donde se regenera metionina-
(20). En €l caso de latransulfuracién, la primera de estas reac-
ciones es catalizada por CBS (EC 4.2.1.22) y en €lla, lahomo-
cisteina se condensa con una molécula de serina para formar
cistationina (5). En la segunda reaccion, la cistationina y-liasa
(EC 4.4.1.1) cataliza laformacion de cisteinay a-cetobutirato
apartir de cistationina (5). En el caso de laremetilacion, laho-
mocisteina se metila para regenerar metionina mediante dos
rutas metabdlicas independientes, en las que participan respec-
tivamente las enzimas 5-metiltetrahidrofol ato-homocisteina S-
metiltransferasa (metionina sintasa; EC 2.1.13) y la betaina:



homaocisteina metiltransferasa (EC 2.1.1.5) (11). Laprimerade
estas enzimas se encuentra en la mayoria de estirpes celulares
y requiere del &cido 5-metiltetrahidrofdlico como cosustrato y
de metilcobalamina como coenzima (7). La segunda, se en-
cuentra en higado, rifionesy en menor proporcion, en las glan-
dulas suprarrenales, y emplea betaina como fuente de grupos
metilo (7). Lareaccién en laque participala metionina sintasa
es muy importante en el metabolismo del acido fdlico, ya que
permite la formacion de tetrahidrofdlico desmetilado, el dep6-
sito intracelular de &cido fdlico reducido (11). Una alteracién
en esta reaccion puede secuestrar el &cido folico en formade
&cido 5-metiltetrahidrofdlico, lo que disminuiriala disponibili-
dad de &cido tetrahidrofdlico parala sintesis de DNA. Esta
perturbacién en la homeostasis del &cido félico se observa en
la deficiencia de cobalaminay se suele conocer como la tram-
padel &cido félico (11).

La concentracion plasmatica de metionina determinasi la
homocisteina seguird la via de transulfuracion o transmetila-
cién. Cuando la metionina se encuentra aumentada, hay unin-
cremento del flujo de latransulfuracidn y una disminucion de
latasa de remetilacion de homocisteina. Esto es debido a con-
trol metabdlico que gjerce el aumento tisular de la concentra-
cion de SAM, el cual simultaneamente activa la C3S e inhibe
la enzima metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR, EC
1.5.1.20) que convierte el 5,10 metilenotetrahidrofolato en 5-
metiltetrahidrofolato (5,11). Por tanto, en estas condiciones
hay un aumento de la sintesis de cistationinay una disminu-
cién en laformacion de écido 5-metiltetrahidrofdlico. Cuando
disminuye la concentracion de metionina en la sangre, la con-
centracion de los metabolitos y la actividad de las enzimas
cambia en direccién opuesta. Este mecanismo de regulacion
asegura una conservacion eficiente de metionina através de la
remetilacion.

Cuando se aumenta la sintesis de homocisteina o se inhibe
su catabolismo, aumenta la exportacién hacia el espacio extra
celular. Latasa de exportacion reflgja el balance entre sintesis
y utilizacién de homocisteina. Por esta razon, la concentracién
extracelular de homocisteina, y en particular ladel plasma, son
indicadores de la actividad de las enzimas y de la disponibili-
dad de coenzimas y substratos involucrados en su metabolis-
mo (5,8-11). El 70 % de lahomocisteina plasmética esté ligada
alas proteinas, principalmente ala abumina, mediante puen-
tes disulfuro. El 30 % de la homocisteina restante se conoce
como homocisteina libre y esté formada por dimeros de homo-
cisteina-cisteinay homocisteina-homocisteina (homocistina),
en ambos casos unidos por puentes disulfuro, y por Ultimo,
monomeros de homaocisteina. La suma de todas las formas
plasméticas de homocisteina se denomina homocisteina total
(tHcy) (12) y su determinacion es la que resulta de interés
diagnéstico y/o fisiopatol 6gico, ya que se ha demostrado que
laconcentracion de homocisteinalibre es muy variable, depen-
diendo de diferentes circunstancias fisioldgicas y preanaliticas.

Causas de hiperhomocisteinemia

L as causas de hiperhomaocisteinemia son mdiltiples y pueden
interaccionar entre ellas, 1o que dificulta la interpretacién de
los valores elevados de homocisteina. Se pueden agrupar en
causas fisiolgicas, genéticas y adquiridas (4,13).

Entre los determinantes fisiol 6gicos hay que sefialar en pri-
mer lugar laedad y el sexo. Lahomocisteinatotal se incremen-

ta paulatinamente con la edad en ambos sexos. En lainfancia,
aln cuando no se observan diferencias entre sexos, se mani-
fiesta ya unadiferencia significativa entre nifios menores de 10
anos, de 11-15 y de 16-18 arios (14). A partir de esta edad co-
mienza a diferenciarse la concentracion de homocisteina total
de ambos sexos, observandose val ores mas elevados en varo-
nes que en mujeres (entre 1-2 pmol/L) (13,15,16). Esta eleva-
cion se mantiene hasta la menopausia, en que se igualan los
valores observados en ambos sexos (17). Estas diferencias en-
tre sexos se han explicado, en parte, por el efecto de las hor-
monas esteroideas sobre la homocisteina total. De hecho, tam-
bién se observa un descenso de lahomocisteinatotal durante el
primer y segundo trimestre del embarazo, que se normaliza a
los pocos dias del parto (18,19). Este descenso se ha atribuido
no sélo al efecto hormonal sino también ala hemodilucién
propia del embarazo, asi como a aumento de los requerimien-
tos fetales de metionina. La homocisteinatotal disminuye tam-
bién en varones adultos tratados con estrégenos (20). Otro fac-
tor fisioldgico que puede influir en las diferencias observadas
entre sexos es la masa muscular, en relacidn con la sintesis de
creatina-creatinina, que requiere S-adenosilmetionina, gene-
randose homocisteina en dicha reaccién enzimética (4). Por
otra parte, el declive fisioldgico de lafuncion rena puede de-
terminar |a hiperhomocisteinemia observada en la edad avan-
zada, pudiendo influir también las deficiencias vitaminicas re-
lacionadas con problemas de absorcion intestinal de vitaminas
(23).

Entre |os determinantes genéticos podemos sefialar en pri-
mer lugar los causantes de hiperhomocisteinemia grave, origi-
nados por mutaciones de genes que codifican alas principales
enzimas implicadas en el metabolismo de |la homocisteina.
Entre ellas se encuentran la C3S, metilenotetrahidrofolato re-
ductasay el sistema metionina sintasa/metionina sintasa re-
ductasa (5,11). Todos ellos causan importantes acumul aciones
de homocisteina en tejidosy liquidos biol égicos, que pueden ir
acompafiados de aciduria metilmal énica en algunos defectos
del metabolismo de la cobalamina (variantes CblC, D, F). La
condicion de portadores de estas mutaciones graves (heterozi-
gosis), particularmente de las causantes de homocistinuria clé
sica, determina una hiperhomoci steinemia moderada.

También algunos polimorfismos muy comunes en algunas
éreas geogréficas, como el 677 C ->T de MTHFR (21), que
origina la sustitucion de una alanina por una valina en la posi-
cidn 225 delaproteina, provocando termolabilidad alaenzima
y reduciendo su actividad catalitica en un 50%. Como conse-
cuenciade ello seinterfierelasintesis de 5-metiltetrahidrofola-
to, laformamayoritaria de folato circulante que proporcionael
grupo metilo indispensable parala remetilacién de lahomocis-
teina, 1o que explica que esta variante enzimética predisponga
a la hiperhomocisteinemia moderada (22), especial mente
cuando la concentracion de folato es deficiente (23).

Entre | os determinantes adquiridos de hiperhomocisteinemia
més importantes se hallan los relacionados con el estilo de
vida, ciertas condiciones clinicasy €l efecto secundario de a-
gunos farmacos. En cuanto al estilo de vida, el tipo de dieta,
con menor 0 mayor ingestion de vitaminas, folato, riboflavina
y vitaminas B,, y By, implicadas en el metabolismo de |a ho-
mocisteina (24-27), es uno de los mayores determinantes de
hiperhomocisteinemia, pudiendo estar en estrecharelacion con
los factores genéticos antes citados (28). El metabolismo de la
homaocisteina es uno de los mejores ejemplos de interrelacion
entre Genéticay Nutricion. El contenido proteico de la dieta
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parece tener una influencia menor, ya que aln cuando una die-
ta de elevado contenido proteico aumentara el aporte de metio-
nina, precursora de la homocisteina, también elevara el aporte
de cobalamina, previniendo la posible hiperhomocisteinemia
(13). Otros habitos de vida como e tabaguismo, y el consumo
elevado de café y/o alcohol también son determinantes de hi-
perhomocisteinemia (29-31). Por € contrario, la actividad fisica
esti inversamente relacionada con |as concentraciones de homo-
cisteinatotal, que se hallamas elevada en los individuos con vida
sedentaria (29). Asimismo, € estrés agudo induce una elevacion
transitoria de la concentracion de homocisteina total (32).

Entre |as condiciones nutricional es causantes de hiperhomo-
cisteinemia destaca |a deficiencia de vitaminas del grupo B
(folato (By), B,,, B, y riboflavina (B,)), que son la causa mas
importante de hiperhomocisteinemia moderada. Pueden con-
tribuir la malnutricién, como ocurre en nuestro medio en el
caso de laanorexia nerviosa (33), lamalabsorcion, que se pro-
duce en muchas enfermedades gastrointestinales (34), en pa-
cientes infectados por VIH (35) y en lavejez (8-10). Como si-
tuaciones clinicas bien establecidas tenemos la insuficiencia
renal crénica como causa importante de hiperhomocisteine-
mia, con un aumento del orden de dos a tres veces los valores
normales, tanto en diabéticos como en no diabéticos (36,37) y
serelacionamejor con la disminucién del aclaramiento de cre-
atinina que con el aumento de excrecion urinaria de proteinas
(37,38). Ello se ha atribuido en parte ala disminucién del me-
tabolismo renal de lahomocisteinay solo es corregido en parte
por la administracién de vitaminas B (36). Aunque de forma
mucho menos Ilamativa que en el caso de lainsuficienciare-
nal, también el hipotiroidismo se asocia a hiperhomocisteine-
miamientras que el hipertiroidismo se asocia a disminucion de
homocisteinatotal (39). En algunas enfermedades, como el
cancer (40) y algunas enfermedades inflamatorias cronicas
(41) puede existir una mayor demanda vitaminicay que ello
conduzca ala aparicion de hiperhomocisteinemia.

Recientemente también se ha descrito el aumento de homo-
cisteina en enfermedades hepéticas, especialmente cirrosis y
alcoholismo, donde la prevalencia de hiperhomocisteinemia es
superior alaencontrada en accidente vascular cerebral o coro-
nario (4,7). Tanto el efecto de la patologia hepéticacomo lare-
nal podrian estar relacionadas con la disminucién de laremeti-
lacion através de la betaina: homocisteina metiltransferasa,
Unicos 6rganos donde esta via metabdlica es activa.

Diversos farmacos pueden modificar las concentraciones
plasméticas de homocisteina total, entre ellos hay que destacar
los que interaccionan con la absorcién o el metabolismo del
folato y vitaminas B,, y B,. Metotrexato inhibe la dihidrofola-
to reductasa, causando una deplecién celular de folato reduci-
do. A las elevadas dosis usadas en terapias antineoplasicas se
eleva rapidamente la concentracion de homocisteina, que se
normalizatras la administracion de fol atos (40). También a do-
sis bajas como las utilizadas en €l tratamiento de la psoriasis o
en artritis reumatoide |a elevacion es paulatinay de menor gra-
do (41). Algunos farmacos antiepil épticos también producen
elevacion de lahomocisteina debido a su accion antifolato, que
se manifiesta especialmente en |os pacientes homocigotos para
€l polimorfismo 677C->T delaMTHFR (42,43).

Ciertos antagonistas de las vitaminas By (niacina, ionizada)
odelavitaminaB,, (6xido nitroso), asi como farmacos quein-
terfieren con la absorcion de estas vitaminas (colestiramina,
metformina) causan hiperhomocisteinemia. Se ha sefialado ya
la accién de las hormonas sexual es (anticonceptivos, trata-
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miento hormonal post-menopéusico) que disminuyen la homo-
cisteinatotal (13).

En resumen, los determinantes fisiol 6gicos, patoldgicosy
genéticos de hiperhomocisteinemia estan intimamente relacio-
nados (29). Por ello, seria Util —en algunos casos— acompafiar
|a determinacion de homocisteina total de lade estas vitaminas
y de pardmetros que informen de la funcion rena y tiroidea e
incluso, del polimorfismo 677C->T delaMTHFR. Asimismo,
como siempre, seria deseable tener la méaxima informacion so-
bre el paciente (edad, sexo) y de su historia clinica, incluyendo
tratamientos, estilo de vida (dieta, gjercicio fisico, tabaco, café,
alcohol, toma de medicamentos) todo lo cual facilitard lainter-
pretacion de | os resultados.

Aspectos técnicos de la deter minacion
de homocisteina total en plasma

Debido alas bajas concentraciones circulantes de homocistei-
natotal en plasma, alo largo de las Ultimas décadas se han ido
desarrollando y perfeccionado técnicas sensibles, precisas y
especificas para su determinacion (44). El uso de los analiza-
dores de aminoéacidos mediante técnicas de intercambio i6nico
(45) o € radioinmunoandlisis (46) se fue reduciendo de forma
muy importante por su largo tiempo de andlisis. Rapidamente,
la mayoria de laboratorios que analizaban especimenes de un
numero importante de pacientes empezaron a utilizar la cro-
matografia liquida de alta resolucion con detector electroqui-
mico (47) o de fluorescencia (26). Paralelamente se desarrolla-
ron técnicas de cromatografia de gases-masas (47) y los
enzimoinmunoandlisis (48). Finalmente, la cromatografia li-
quida asociada a detector de masas-masas podria ser conside-
rado en un futuro proximo el método de referencia, aunque es
demasiado laborioso y de instrumentacidn poco disponible
para ser utilizado de forma rutinaria en la mayoria de |aborato-
rios clinicos en los que el enzimoinmunoandlisis probablemen-
te serd el de eleccion como método recomendado por permitir
la automatizacion.

Obtencion y conservacion de la muestra

Uno de los aspectos més importantes para la determinacion de
homocisteina total es evitar su liberacion de los hematies al
plasma, que se produce si no se centrifuga el espécimen de
sangre rapidamente (preferentemente a 4 °C) o si éste no se
pone de inmediato después de obtenida en un bafio de hielo o
en unaneveraa4 °C (49). Al comparar muestras de suero y
plasma se observo que, para muestras centrifugadas al mismo
tiempo, no existian diferencias entre ambos tipos de muestra
(50,51). Sin embargo, en la précticadiaria, esdificil garantizar
que la centrifugacion de la sangre se realice en el plazo de
unos minutos tras su obtencién, por 1o que puede ser recomen-
dable guardar la muestra a 4 °C hasta este momento, lo que
permite un margen de 4 horas hasta la separacion del plasma
(Tablal). En estas condiciones se obtienen aumentos de homo-
cisteinatotal plasmaticainferioresa 1% alas4 horasy del 7%
alas 24 h, mientras que atemperatura ambiente el aumento era
de un 20% en las primeras 4 horas 'y del 62% a las 24h (50).
Por €llo, se recomienda separar €l plasma conservado en frio
antes de las 4 h. La situacion es diferente una vez separado €l
suero o el plasmade los hematies, ya que entonces la homocis-
teinatotal es estable 4 dias a temperatura ambiente, varias se-
manas a 0-2°C y varios afios conservado a—20°C (50).



Tabla |. Efecto de la preparacion del espécimen de sangre sobre la concentracion de homocisteina (49)

Concentracién plasmética, pmol/L
Conservacion a 22°C Oh 1h 4h 24 h
Homocisteina total 75+16 89+12 11,6+2,3 20,742,7
Homocisteinalibre 1,94+0,26 3,05+0,34 3,86+0,76 5,29+2,36
Conservacion 4°C Oh 1h 4h 24 h
Homocisteina total 9,0+1,1 9,1+1,0 9,4+1,3 10,5+1,0
Homocisteinalibre 2,06+0,33 2,46+0,35 2,88+0,39 3,48+0,74

El ayuno también puede afectar la determinacion pues dis-
minuye ligeramente la concentracién plasmaética de homociste-
inatotal (51) aunque sin implicaciones clinicas o de tratamien-
to. Otro aspecto importante es el tiempo entre cada andlisis
para confirmar una hiperhomocistei nemia moderada, que com-
porta considerar la variacién biol égica de esta magnitud.
Estudios recientes demuestran que la variacion biol 6gica men-
sual esde 8,3y laanual esde 9,4% (52).

Existe polémica sobre la utilidad de la determinacién de la
homocisteina total tras sobrecarga oral de L-metionina (0,1
g/Kg peso, v.0.). A su favor, se ha dicho que aporta informa-
cién adicional sobre el estado de latransulfuracién y, de hecho,
existen pacientes que presentan hiperhomacistei nemia post so-
brecarga de metioninay son normohomocistei némicos cuando
el andlisis se realiza en ayunas (4,15). Sin embargo, € porcen-
taje de pacientes con homocisteina basal normal y patolégica
post sobrecarga es muy variable seglin los estudios analizados
y en nuestra préactica habitual muy poco frecuente. Ademas
como toda prueba funcional su aplicacién plantea dificultades
précticas y dado que su realizacidn es practicamente imposible
en estudios epidemiol 6gicos amplios (4,15), es muy probable
gue su utilizacion se limite a estudios de investigacion.

Obtencion de patrones y reactivos

Hasta la fecha, muchos de |os patrones disponibles para medir
homocisteina eran en laforma DL-homocistina con un porcen-
taje muy variable de impurezas (Sigma), mientras que algunas
formas L-homocisteina parecian puras (ICN). Formas deutera-
das para €l andlisis por CG-MS estan también disponibles de
forma comercial. Actualmente se recomienda el uso de L-ho-
maoci stina como patrén ya que es mas puro y mas estable que
el de homocisteina. Los patrones internos como la cisteamina
y mercaptopropionil glicina son también facilmente obtenibles
y contribuyen a mejorar la precision y exactitud de la determi-
nacién por cromatografia (53).

En cuanto alos reductores mas cominmente empleados,
como latributilfosfina o € borohidruro de sodio, o més recien-
temente la tris-carboxietil-fosfina (54) aunque suelen ser de
una pureza aceptable deben prepararse justo antes de su uso y
su estabilidad deberia ser siempre comprobada en el |aborato-
rio. El uso de ditiotreitol, mercaptoetanol u otros reductores de
grupos sulfhidrilo suele usarse mayoritariamente en métodos
inmunoenzi méticos.

L os agentes derivatizadores mas frecuentemente usados
parala deteccion fluorimétrica son el monobromobimano
(mBrB, con Ex 380 nmy Em 470 nm) el fluorbenzodiazol sul-
fonato de sodio (SBDF, ex 380 em 510 nm) y el amonio fluo-
robenzoxadiazol sulfonato (ABD-F, ex 380, em 510 nm).
Estos reactivos pueden conseguirse con una buena pureza de

Molecular Probes (Eugene, OR. USA), Wako (Neuss,
Alemania) y Sigma.

M étodos disponibles

1. Radioenzimaticos

Se basan fundamental mente en medir, tras la reduccion de las
diferentes formas moleculares presentes, la conversion de la
homocisteina a S-adenosil-homocisteina en presencia de ade-
nosina*C, y laenzima S-adenosilhomocisteina hidrolasa (44).
Este método fue pronto descartado por su laboriosidad y poca
practicabilidad.

2. Inmunoenzimaticos

El desarrollo de métodos inmunoenziméticos ha permitido la
automatizacion y la generalizacion de esta determinacion aho-
raal alcance de la gran mayoria de laboratorios clinicos. El
fundamento es el mismo que para el método radioenzimético,
pero en este caso se determinala concentracion de SAH por un
método inmunol 6gico. Actualmente existen EIA y andlisis de
fluorescencia polarizada comercializados, basados todos en el
mismo anticuerpo originalmente comercializado por Axis
(Noruega), al que se le asocian diversas estrategias para la
cuantificacion de homocisteina (48,55). Ademas su correlacion
con métodos cromatograficos es correcta, aunque 16gicamente
dependera del método cromatografico utilizado (56,57).

3. Cromatografia liquida

—Deteccion electroquimica:

Aprovechando la capacidad de oxidacion de la homocisteina
es posible usar el detector electroquimico para su determina-
cion, como se ha hecho para otros compuestos azufrados. Un
analisis optimizado fue descrito por Malinow en 1989 (58) y
posteriormente han aparecido otros similares. Es importante
disponer de experienciaen el uso de este tipo de detector.

—Deteccidn por fluorescencia:

A partir del método descrito por Araki y Sato (59) usando tri-
butilfosfina como agente reductor y derivatizacion precolumna
con fluorobenzodiazol sulfonato SBDF, han aparecido multi-
ples trabaj os describiendo métodos para la determinacion de
homocisteina por procedi mientos modificados en mayor o me-
nor grado (7,60-62). Un aspecto importante de estos métodos
es la sensibilidad alaluz de los derivados formados, tanto luz
natural (aspecto especial mente importante en nuestro pais)
como artificial (63). La mayoria de autores prefieren el SBDF
puesto que el cromatograma obtenido es muy limpio, no dando
sefial en el detector si no hay reaccién, adiferenciade otros de-
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rivatizadores como el monobromobimano, (mBrB) o €l or-
tophtalaldehido (OPA), que tienen mucha sefial de fluorescen-
ciapropiay aveces esta sefial es variable y poco estable como
ocurre con el OPA. Como inconveniente del SBDF debemos
sefialar que requiere unaincubacion de 1 horay temperatura
elevada, minimo 60 °C para que se produzca lareaccion. Sin
embargo, unavez derivado, el producto es estable a4°C y pro-
tegido de laluz mas de 48 h.

4. Cromatografia liquida tandem masas:

Recientemente, se han publicado métodos de cromatografia li-
quida con deteccion MS/MSS utilizando patrones deuterados y
como patron interno, homocistina. Como en otras muchas téc-
nicas, debe utilizarse desproteinizacién y reduccion previa del
plasma (64).

5. Cromatografia de gases—-masas:

Laasociacion de la cromatografia de gases a la espectrometria
de masas ha sido un método utilizado en aquellos laboratorios
gue poseen dicha instrumentacion, con un buen rendimiento en
cuanto a precision pero con una complejidad técnica superior a
la cromatografia liquida (65,66).

En conclusion, podemos decir que de los métodos disponibles
en la actualidad, la practicabilidad de |os enzimoinmunoanalisis
es superior alade los sistemas cromatograficos, aunque éstos se
han revelado muy Utiles para sentar |as bases de nuestro actual
conocimiento sobre la fisiopatologia y epidemiologia de la hi-
perhomocisteinemia moderaday son aln vdidos s tomamos las
precauiciones correspondientes. Se esperan en un futuro no muy
lejano que paneles de expertos internacional es, bajo la coordina-
cioén de diferentes sociedades cientificas, sean capaces de elabo-
rar recomendaciones sobre cudl es el método de referenciay
cual es el método recomendado para uso clinico.

Materiales de control
y programas de control de calidad

A pesar del relativamente poco tiempo que viene realizandose
esta determinacion de forma amplia, existen ya algunos pro-
gramas de control de calidad en diversos paises (67,68). Los
primeros resultados disponibles indican una menor dispersion
de los resultados cuando se utilizan métodos inmunoenziméti-
cos, aunque el nimero de centros participantes alln es peque-
fio. Esto podria ser debido a que utilizan el mismo calibrador,
cosa que no sucede en |os métodos cromatograficos desarrolla-
dos en |os diferentes laboratorios y en los que se observa una
dispersién mayor, probablemente debido al tipo de cromato-
grafia utilizado y origen de los patrones.

Actualmente hay disponible en el mercado material de con-
trol de calidad comerciales de las casas Bio-Rad y
Chromsystems (Teknokroma), asi como algunos programas lo-
cales en paises escandinavos o en Holanda, como el ERNDIM
(www.erndimga.nl).

Diagnéstico de hiperhomocisteinemia
y valores dereferencia

L as concentraciones de homocisteina en plasma que se consi-
deran «normales» en términos estadisticos varian entre dife-
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rentes paises y, también, entre diferentes laboratorios. La ma-
yor parte de estudios realizados en paises occidentales mues-
tran concentraciones plasméticas de homocisteina que oscilan
entre 5,0y 16,0 umol/L (4).

En nuestro pais la preval encia de hiperhomocisteinemia mo-
derada, a pesar de los pocos estudios realizados, y |os pocos
pacientes que incluyen, la podemos considerar alrededor del
15 % en enfermedad cardiacay del 20 % en enfermedad cere-
brovascular. Algunos de | os factores responsables de esta varia-
cién, aparte de las diferencias en los métodos analitico, serian
las caracteristicas de la poblacion seleccionada por sus diferen-
cias nutricionales y genéticas, especiadmente entre el nortey el
sur de Europa. Las primeras seran superadas cuando se utilicen
sistemas comunes de calibracién y se establezca cud es el mé-
todo de referenciay cud (o cudles) los recomendados parala
précticaclinica. Las variaciones entre individuos y poblaciones
diferentes estén influidas por el tipo de dieta, la edad, el sexo,
laingesta de medicamentos, asi como por las concentraciones
séricas y tisulares de acido folico, cobalamina, vitaminas B y
B, y factores genéticos, sdlo en parte comprendidos en el mo-
mento presente (4). Basandose en un criterio estadistico, se po-
dria considerar hiperhomocisteinémicas a las personas con
concentraciones plasmaticas de homocisteina que son superio-
res alamedia més dos desviaciones estdndar de |os controles
0, puesto que la distribucion de las concentraciones de homo-
cisteina en la poblacidn no suele ser Gausiana, a aquellas per-
sonas que superen el percentil 90 0 95 (4). Sin embargo, el
concepto de valores deseables —que se basa en datos fisiopato-
|6gicos y que son aplicables a cualquier poblacién— parece de
mayor utilidad que el de valores de referencia. En este sentido,
cada vez més se consideran concentraciones de homocisteina
plasmética deseables aguellas inferiores a 10 umol/L, valores
Iimite alas que oscilan entre 10,1 y 15 umol/L y ya franca-
mente indeseables aquellas superiores a 15 umol/L (4), aunque
cabria distinguir entre hombres donde se podria aceptar hasta
16 umol/L y para mujeres premenopéusicas 14 umol/L.

Utilidad de la deter minacién
de homocisteina en plasma

Esta ya bien establecido que lahomocisteina es un factor deries-
go de accidente vascular y por tanto, podria o deberiamedirse en
todos aquellos pacientes que ya han presentado algiin episodio
clinico o con antecedentes familiares de accidente vascular pre-
coz (72). Los pacientes en los que se podria medir la concentra
cién de homocisteina incluyen, aparte de aquellos con patologia
vascular aterotrombéticay el tromboembolismo venoso, aque-
Ilos con otros factores de riesgo cardiovascular como la insufi-
cienciarenal, hipertension, antecedentes familiares de accidente
vascular prematuro, diabetes mellitusy didipemia. Sin embargo,
dado que estas enfermedades son muy prevalentes en la pobla-
Cidn, estas recomendaciones conllevan asociado un coste econé-
mico que necesariamente debe de ser considerado (73); por 1o
menos, en todos agquellos casos en que no parezca justificado un
tratamiento vitaminico posterior. En dicho caso, la deteccion de
hiperhomocisteinemia conllevaria a una mayor agresividad en el
tratamiento de otros factores de riesgo cardiovascular «tratables»
como por gemplo e colesterol LDL (69).

Otro aspecto interesante de interés diagnostico es la alta sen-
sibilidad de la homocisteina como marcador de déficit de aci-
dofdlicoy vitaminaB,. (13,23)



Por ello, puede ser incluso de interés para la monitorizacion

delos primeros, especialmente en casos de tratamientos farma:
coldgicos con efectos anti-vitamina B, y B, 0 antifolato. Otra
patologia en la que se ha demostrado alteraciones de las con-
centraciones plasméticas de homocisteina es la cirrosis hepéti-
cay en los pacientes alcohdlicos (70). También, y muy recien-
temente, se ha podido establecer mediante un estudio
prospectivo del estudio de Framingham, que la hiperhomocis-
teinemia es un factor de riesgo de enfermedad de Alzheimer
(71), hecho que probablemente incidira en la necesidad de
controlar este pardmetro en los pacientes de edad avanzada.
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