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Antecedentes

Los factores relacionados con la hiperhomocistinemia
en la poblacion pediatrica con historia de enfermedad co-
ronaria prematura (ECP) no son bien conocidos.

Objetivos

Evaluar la posible asociacion entre la homocisteina plas-
matica, las vitaminas B (folatos, B, y B¢) y el polimorfismo
677C — T de la enzima 5,10-metilenotetrahidrofolato re-
ductasa (MTHFR) en un grupo de hijos de progenitores
con ECP.

Métodos

Estudio transversal analitico de 80 hijos (5-18 afios) de
progenitores con ECP comparando sus valores con los de
referencia de edades similares. homocisteina total y vita-
mina Bg: cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
con deteccion fluorimétrica; folato y vitamina B, ,: radioin-
munoanalisis; polimorfismo 677C — T de la MTHFR: am-
plificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y digestion con Hinfl. Estudio estadistico (SPSS, version
10.0). Comparaciones: U de Mann-Witney y chi cuadrado;
correlaciones de Spearman.

Resultados

Los valores de homocisteina total de los hijos de proge-
nitores con ECP mayores de 10 afios fueron significativa-
mente superiores (p < 0,001) a los valores de referencia,
mientras que los de vitamina B, fueron inferiores
(p = 0,015), aunque no los de folato y vitamina Bg. Se ob-
servo una correlacion negativa (p < 0,0001) entre la ho-
mocisteina total y el folato (r = —0,47) y la vitami-
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na By, (r = -0,51). E1 80 % de los hijos con el genotipo TT
de la MTHFR presentaron hiperhomocistinemia. Los valo-
res suboptimos de vitaminas mostraron también una aso-
ciacion el genotipo TT.

Conclusiones

La hiperhomocistinemia de los hijos de pacientes con
ECP de nuestro medio se asocian al genotipo TT de la
MTHFR y a unas concentraciones bajas de folato. La posi-
bilidad de corregir la hiperhomocistinemia mediante su-
plementacion vitaminica sugiere el interés del estudio fa-
miliar de homocisteina en la ECP.

Palabras clave:
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HYPERHOMOCYSTINEMIA AND 677C —» T
METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE
POLYMORPHISM AS A CARDIOVASCULAR RISK
FACTOR IN CHILDHOOD

Background

Factors related to hyperhomocystinemia in the pediatric
population of our geographical area with a parental histo-
ry of premature coronary disease (PCD) are not well
known.

Objectives
To evaluate the possible association between plasma total
homocysteine (tHcy), the B vitamins involved in its metab-
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olism (folate, vitamin B;, and Bg), and 677C — T polymor-
phism of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) in
a group of children with a parental history of PCD.

Methods

A cross-sectional analytical study of 80 children (aged
5-18 years old) with a parental history of PCD was per-
formed. Values found in these children were compared
with reference values for similar age groups. Plasma tHcy
and vitamin By were evaluated by high-performance liquid
chromatography with fluorometric detection. Folate and
vitamin B;, concentrations were determined by radioim-
munoassay. Detection of 677C — T polymorphism of
MTHFR was performed using polymerase chain reaction
amplification and Hinfl digestion. Statistical analysis was
performed using the SPSS program, version 10.0. Concen-
trations of tHcy and vitamins were compared using the
Mann-Whitney U-test and Spearman’s correlation coeffi-
cient. The association between phenotype, hyperhomo-
cystinemia and low vitamin concentrations was analyzed
using the chi-squared test.

Results

Plasma tHcy values in the children aged more than
10 years with a parental history of PCD were significantly
higher (p < 0.001) than the reference values. Vitamin B,
levels were significantly lower (p = 0.015), but neither fo-
late nor vitamin Bg levels differed from the reference val-
ues. A negative correlation (p < 0.0001) was observed be-
tween tHcy and folate (r = —0.47) and between tHcy and
vitamin B, levels (r = —0.51). Eighty percent of the chil-
dren with the TT genotype of MTHFR showed hyperhomo-
cystinemia. Suboptimal vitamin B levels were also associ-
ated with the TT genotype of MTHFR.

Conclusions

Hyperhomocystinemia detected in children with a
parental history of PCD is associated with the TT geno-
type of MTHFR and with low folate levels. Because hyper-
homocystinemia can be corrected by vitamin B supple-
mentation, tHcy determination is recommended in the
offspring of patients with PCD.

Key words:

Homocysteine. Methylenetetrabydrofolate reductase
(MTHFR). Folate. Vitamin B;,y B; Premature coronary
disease. Children.

INTRODUCCION

La determinacion de los factores de riesgo cardiovascu-
lares convencionales en los pacientes pediatricos tiene
gran interés, ya que su diagnostico precoz puede implicar
la prevencion del proceso aterogénico'™. Sin embargo,
la constatacién de que estos factores de riesgo conven-
cionales no explican por completo la etiopatogenia de la
enfermedad cardiovascular, ha conducido a la basqueda
de nuevos factores. Entre ellos, la hiperhomocistinemia se
ha asociado a la enfermedad cardiovascular en numero-
sos estudios>”.

La homocisteina es un aminoacido sulfurado, no pro-
teindgeno, que se genera en el catabolismo de la metio-
nina. La deficiencia de varias enzimas implicadas en su
metabolismo causa la acumulacién de elevadas concen-
traciones de este aminoacido en los tejidos y liquidos bio-
l6gicos, conocida como homocistinuria®. En las primeras
descripciones de pacientes afectados de homocistinuria
clasica (causada por deficiencia de cistationina-B-sintasa,
OMIM 236200) se observo la presencia de graves lesiones
arterioscleréticas®. Por otra parte, se observaron alteracio-
nes del metabolismo de la homocisteina en pacientes con
accidentes cardiovasculares prematuros!?. En la Gltima
década se han realizado numerosos estudios que han de-
mostrado la importancia de la homocisteina como factor
de riesgo cardiovascular’11:12,

La hiperhomocistinemia esta determinada por numero-
sos factores genéticos y ambientales'3. Entre los factores
genéticos, uno de los mas importantes es la homozigosi-
dad del polimorfismo 677C — T en el gen que codifica la
enzima 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR)!4,
Este polimorfismo causa la sustituciéon de una alanina por
una valina en la posicion 225, otorgando termolabilidad a
la enzima y reduciendo su actividad catalitica en el 50%.

Como consecuencia de ello se interfiere la sintesis de
S-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 enzimitica predisponga a la hiperho-
mocistinemia moderadals, en particular cuando la con-
centracion de folato es deficientel®, Entre los determinan-
tes adquiridos mas importantes de hiperhomocistinemia
se hallan el déficit de folato y de vitaminas By, y Bg, im-
plicadas en el metabolismo de la homocisteinal 1. Si bien
los estudios epidemiolégicos realizados en pacientes adul-
tos con enfermedad coronaria prematura (ECP) demues-
tran una asociacion entre la hiperhomocistinemia y el ries-
go vascular, también se ha descrito hiperhomocistinemia
en la poblacion pediatrica con progenitores o familiares
afectados??%, asi como una asociacion entre la hiperho-
mocistinemia y los accidentes cerebrovasculares en la in-
fancia?1?2, El objetivo de este estudio es conocer la posi-
ble asociacién entre las concentraciones plasmiticas de
homocisteina, las vitaminas del grupo B implicadas en su
metabolismo (folatos, By, y By) v la presencia del poli-
morfismo 677C — T de la MTHFR en los hijos de proge-
nitores con ECP.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

Estudio transversal analitico de 80 nifios o adolescentes
(43 de sexo femenino y 36 de sexo masculino), hijos de
progenitores con ECP, que constituyen el grupo de estu-
dio. Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
a) edad comprendida entre 5 y 18 afios; b) progenitor/a
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afecto/a de cardiopatia isquémica precoz (definida por
infarto de miocardio, angina de pecho o necesidad de by-
pass coronario antes de los 55 afios). Los criterios de ex-
clusion fueron: historia de diabetes mellitus, accidente ce-
rebrovascular, anorexia nerviosa o malnutricion, anemia,
error congénito del metabolismo y tratamiento con far-
macos antiepilépticos o suplementacion vitaminica.

Los valores de referencia para cada parametro estudia-
do se llevaron a cabo en nifios aparentemente sanos (por
historia clinica y datos analiticos), de edades comprendi-
das entre 5-18 anos, a los que se realizé un control bio-
quimico preoperatorio por intervenciones quirirgicas me-
nores.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Eti-
co del Hospital Sant Joan de Déu y se obtuvo el consen-
timiento informado de los padres de todos los partici-
pantes. Las muestras de sangre se obtuvieron de acuerdo
con las normas de la Declaracion de Helsinki de 1964, re-
visada en 1996.

Estudios de laboratorio

Se recogieron muestras de sangre venosa después de
12 horas de ayuno en tubos protegidos de la luz. Se de-
positaron sobre hielo y se centrifugaron antes de 15 min.
Se prepararon alicuotas para el estudio del perfil lipidi-
co, funciéon renal, homocisteina total, vitaminas y el poli-
morfismo 677C — T de la MTHFR. Las alicuotas se con-
gelaron a —40 °C hasta el momento del analisis, que se
realiz6 en el propio laboratorio del Hospital Sant Joan de
Déu en los 15 dias siguientes a la extraccion.

Homocisteina

La homocisteina total plasmatica (suma de todas las for-
mas plasmaticas oxidadas y reducidas capaces de generar
homocisteina por reduccién) fue valorada por cromato-

TABLA 1. Datos analiticos de los hijos de pacientes
con enfermedad coronaria prematura

Parametro Media DE (limites)
Edad (anos) 13,4 4,1 (5-18)
Sexo (V/M) 44/36
Glucosa (mmol/1) 5,07 0,45 (4,1-6,3)
Creatinina (umol/l) 78,3 19,5 (57-115)
Albtimina (g/1) 50,8 4,1 (42-59)
Urato (pmol/D) 268,6 65,9 (117-506)
Triglicéridos (mmol/1) 0,84 0,43 (0,4-3,6)
Colesterol (mmol/D) 4,44 0,79 (1,36-7,38)

HDL (mmol/D 1,29 0,3 (0,62-2,09)

LDL (mmol/D) 2,80 0,57 (1,72-4,78)
Apo Al (g/D) 1,44 0,21 (1,01-2,03)
Apo B (g/D) 0,80 0,13 (0,51-1,12)
Lp(a) (mg/D 254 199 (40-781)

HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad; Apo
Al: apoproteina Al; Apo B: apoproteina B; Lp(a): lipoproteina a.
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grafia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccién
fluorimétrica de los derivados 7-fluorobenzo-2-oxa-
1,3-diazol-4-sulfonate (SBDF)?3. Como las concentracio-
nes plasmaticas de homocisteina en edad pediatrica no
varian con el sexo pero aumentan significativamente con
la edad (r=0,53; p <0,001)%, se agruparon los pacientes
segin su edad (A: 5-10 afos, n=17; B: 11-15 afos,
n = 30; C: 16-18 afios, n = 28) para ser comparados con
los valores de referencia de edades similares. Se definio la
hiperhomocistinemia como los valores de homocisteina
total superiores al percentil 95 (Pys) de la poblacion pe-
diatrica de referencia (5-10 anos, 8,0 wmol/l; 11-15 afnos,
9,2 wmol/l; 16-18 afos, 10,8 wmol/D).

Vitaminas

La vitamina By, y el folato se determinaron mediante
radioinmunoanilisis (Simultrac®, Becton Dickinson) y
la vitamina By por HPCL con deteccion fluorimétrica
(Chromsystem® kit). Las concentraciones séricas de vita-
minas se compararon con los valores de referencia
(n =100; 5-18 anos; mediana, 13 afos). Se consideraron
valores suboptimos de vitaminas los inferiores al percen-
til 5 (P5) de la distribucion dentro de la poblacion de re-
ferencia (P5 folato, 9 nmol/l; P vitamina By,, 204 pmol/];
Ps vitamina Bg, 23 nmol/D).

Deteccion del polimorfismo 677C — T de la MTHFR

El ADN genémico se prepard a partir de leucocitos de
sangre periférica. El andlisis de la mutacién 677C — T
de la MTHEFR se realiz6 por amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y digestion con Hinfl se-
gln procedimientos previamente descritos!4.

Andlisis estadistico

Como los valores de homocisteina total y vitaminas de
los sujetos de estudio no mostraban una distribucién
gaussiana, dichos valores se compararon con los de refe-
rencia mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whit-
ney. La relacion entre la homocisteina total y las vitami-
nas se analiz6 aplicando el coeficiente de correlacion de
Spearman. Se utilizo el test de chi cuadrado para analizar
la asociacion entre el fenotipo, la hiperhomocistinemia y
las bajas concentraciones de vitaminas. El anilisis estadis-
tico se realiz6 con el programa SPSS version 10.0.

RESULTADOS

Las caracteristicas del grupo de hijos de progenitores
con enfermedad cardiovascular prematura estudiados, asi
como los datos analiticos relacionados con el perfil lipidi-
co vy la funcion renal se resumen en la tabla 1.

Las concentraciones plasmaticas de homocisteina total
de los hijos de progenitores con enfermedad cardio-
vascular prematura son significativamente superiores
(p < 0,001) a los valores de referencia para edades simi-
lares, excepto en el grupo de 5-10 anos, el de menor nt-



Hiperhomocistinemia y polimorfismo 677C — T de la 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa

TABLA 2. Homocisteina total y vitaminas en un grupo de hijos de progenitores con enfermedad coronaria prematura
(ECP) comparados con nuestros valores de referencia

Hijos de pacientes con ECP (mediana y rango)

Valores de referencia (mediana, P5-Pys)

Folato (nmol/D
Vitamina By, (pmol/l)

Vitamina By (nmol/D

Namero 19 32 29 96 58 31
Edad (anios) 5-10 11-15 16-18 5-10 11-15 16-18
Homocisteina total (mol/1) 6,3 (4,5-9,3) 8,2 (4,8-17,6) 10,8¢(5,0-32,7) 5,8 (3,7-8,0) 6,5 (5,1-9,3) 8,0 (5,7-10,8)
Numero 80 100

13,24 (3,6-35,0)
292¢ (157-700)
54,2(‘ (21,6-135,0)

13,1 (9,0-26,7)
350 (204-642)
63 (23,0-106,6)

2p = 0,058 (NS); Pp = 0,0003; °p = 0,0008; “no significativo; p = 0,015.

mero de individuos, en donde no se alcanza la significa-
cién estadistica (tabla 2) (fig. 1). La proporcion de suje-
tos de estudio con hiperhomocistinemia (37,5 %) fue sig-
nificativamente superior (p < 0,0001) a la de la poblacion
de referencia (5%).

Las concentraciones de vitamina B, fueron significati-
vamente inferiores en los sujetos de estudio comparados
con los valores de referencia (p = 0,004), pero no las de
folato y vitamina By, que fueron similares (tabla 2). Se
observo una correlacion negativa significativa entre las
concentraciones de homocisteina total y las de folato
(r=-0,4716; p <0,0001) y vitamina By, (r=-0,5093;
p <0,0001), pero no entre las de homocisteina total y vi-
tamina By (fig. 2).

El genotipo TT en la posicion 677 de la MTHFR se hallo
en 15 casos (18,7%) vy, de éstos, 12 (80%) tenian la con-
centracion de homocisteina total por encima del Pys para
su edad en comparacion con sélo 9 de 40 (22%) que eran
portadores del polimorfismo y 8 de 25 (32%) que no lo
mostraron (fig. 3) (x? =15.892; p < 0,0001). Los valores
suboptimos de vitaminas (folato y vitamina B,,) mostra-
ron también una asociacioén con el genotipo de la MTHFR,
halldndose una frecuencia de valores subdptimos de fola-
to del 40% (TT), 12,5% (CT) y 8% (CC) (x = 7,881;
p =0,019) y para la vitamina B, del 20% (TT), 12,5%
(CD) y 8% (CO) (x*>=1,234; p=0,539, NS) (fig. 3).

DiscusiON

Los resultados confirman la existencia de una asocia-
cién entre la hiperhomocistinemia y la historia familiar de
ECP sobre todo en la adolescencia. Estos resultados con-
cuerdan con los hallados por otros autores en poblaciones
no mediterraneas?*?’. Cabe destacar que la elevada pro-
porcién de hijos de pacientes con enfermedad cardio-
vascular que presentan hiperhomocistinemia aumenta con
la edad, ya que en el grupo de 5-10 afios es de 15,8 %,
mientras que en los grupos de 11-15 y de 16-18 afios es de
40,6 y 48,3 %, respectivamente. Este aumento podria ex-
plicarse por la suma de determinantes de hiperhomocisti-
nemia relacionados con el estilo de vida (tabaco, café,

40
*
30
3
£
2
Il
I
© 20 -
@ @)
.Q T
[$]
o
£
[e]
T
10 -+ 10 T %III
0 T T T T T T
N= 25 96 43 58 39 31
5-10 afios 11-15 afos 16-18 anos
O HECP @ VR

Figura 1. Diagrama de barras de las concentraciones
plasmaticas de homocisteina total en los bijos
de pacientes con enfermedad coronaria prema-
tura (HECP) comparados con los valores de re-
Sferencia (VR) para su edad.

alcohol, vida sedentaria), que es minima en la infancia,
pero se incrementa en la adolescencia y mucho mas en la
edad adulta, en la que se pueden sumar otros deter-
minantes (funcién renal, estrogenos)!3; y también otros
factores convencionales de riesgo cardiovascular. Se ha
postulado que la hiperhomocistinemia es un factor pro-
nostico negativo a corto plazo en pacientes con enfer-
medad preexistente, ya que interacciona con otros facto-
res de riesgo con los cuales actuaria de modo sinérgico,
en particular con el tabaquismo?s.

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de
homocisteina total como factor de riesgo cardiovascular
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Figura 2. Correlacion entre las concentraciones plasmd-
ticas de bomocisteina total frente a folato (A) y
de bomocisteina total frente a vitamina B;,(B) .

en la infancia es importante, ya que la hiperhomocistine-
mia es modificable con la dieta®>. No obstante, la inter-
pretacion de los resultados requiere no solamente su
comparacion con valores de referencia establecidos en
una poblacion pediatrica de edad similar y del mismo ori-
gen étnico®, sino también el andlisis paralelo de los prin-
cipales determinantes nutricionales (folato y vitamina B;,)
y genéticos, especialmente el polimorfismo 677C — T de
la MTHFR. La prevalencia de dicho polimorfismo varia
mucho en las distintas etnias?®>3, y resulta elevada en el
area mediterranea?’2231, También varfan los habitos ali-
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Figura 3. Porcentaje de casos con hiperbomocistinemia y
bagjos niveles séricos de folato y vitamina B,, en
relacion con el genotipo 677C — T de la MTHFR
(CC, CT, TT).

mentarios, ingestion de proteinas de origen animal, frutas
y verduras, implicando un mayor aporte vitaminico, que
puede normalizar la hiperhomocistinemia moderada de-
terminada por la variante termolabil de la MTHFR'®. En
nuestro estudio se ha hallado una correlacion significati-
va negativa entre las concentraciones séricas de folato y
vitamina By, y la de homocisteina total, similar a las ha-
lladas en un estudio de poblacion infantil escandinava®!.
También muestra unas concentraciones de vitamina B,
significativamente inferiores a las de los valores de refe-
rencia de edades similares. Sin embargo, creemos que
este factor no es el Gnico determinante de hiperhomocis-
tinemia en estos hijos de pacientes con ECP.

El hecho de que, siendo el genotipo TT de la MTHFR
uno de los mayores determinantes de la hiperhomocisti-
nemia, no se encuentre asociado al riesgo cardiovascular
en muchos de los estudios realizados3?, aunque no en
todos3334, ha determinado que se cuestionara la asocia-
cion entre hiperhomocistinemia y riesgo cardiovascular,
considerando la posibilidad de que la elevacion de las
concentraciones de homocisteina fuera solo un epifeno-
meno en el cual la homocisteina se comportaria como
un reactante de fase aguda®?. No obstante, la frecuencia
de hiperhomocistinemia en hijos de pacientes con acci-
dente cardiovascular, incluso en la edad pediatrica, apoya
el cardcter familiar de esta asociacion!!. La frecuencia de
hiperhomocistinemia en hijos de pacientes es incluso ma-
yor que la hallada en sus padres, ya que éstos en general
han modificado sus dietas y estilo de vida tras el acci-
dente cardiovascular?,

Tanto la hiperhomocistinemia como los valores de vita-
minas By, y folato inferiores al P5 del rango normal se
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hallan relacionados con la homozigosidad para el poli-
morfismo 677C — T de la MTHFR (v. fig. 3), pero no los
niveles de vitamina Bg. Esta asociacion es especialmente
marcada para el folato, siendo las concentraciones de esta
vitamina significativamente inferiores en los sujetos con el
genotipo TT, en comparacién con los portadores de los
demis genotipos. Esta asociacién se ha observado en
poblaciones pediatricas de otras dreas geograficas®.

En resumen, este estudio muestra que la hiperhomocisti-
nemia moderada de los hijos mayores de 10 afios de pro-
genitores con enfermedad cardiovascular prematura de
nuestro medio se asocia al genotipo TT de la MTHFR y a
unas bajas concentraciones séricas de folato. La posibilidad
de tratar el exceso de homocisteina mediante suplemen-
tos de folato o vitamina B, subraya el interés de su estudio
en las familias con enfermedad cardiovascular prematura.
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