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Antecedentes

El aumento moderado de la homocisteina plasmatica
en nifnos se ha relacionado con infartos cerebrales y trom-
bosis venosas y con los antecedentes familiares de enfer-
medad coronaria prematura (ECP). La determinacion de
homocisteina en la infancia y el estudio de los factores que
determinan su concentracion podria ser importante para
la prevencion primaria de la ECP.

Objetivo

Detectar algin caso de hiperhomocistinemia y valorar
su relacion con la concentracion plasmatica de acido foli-
co y el polimorfismo 677C — T de la 5,10-metilenotetrahi-
drofolato reductasa (MTHFR).

Métodos

Se ha estudiado mediante la regresion lineal miltiple la
relacion entre la concentracion plasmatica de homocistei-
na, la del acido folico y los tres genotipos de la mutacion
677C — T de la MTHFR en 127 nifios de entre 2 y 18 afios
y 105 de sus progenitores.

Resultados

La concentracion de homocisteina (mediana) fue de
5,00 y 8,00 pmol/1 en los nifios y sus progenitores, respec-
tivamente. Los valores plasmaticos de acido folico se en-
contraban todos en el rango de la normalidad. La preva-
lencia de los tres genotipos en los nifios fue de 32,3 % para
el genotipo CC, 42,5 % para el CT y 15,7 % para el TT. La con-
centracion de homocisteina era significativamente mayor
con el genotipo TT (p = 0,018). En la regresion lineal milti-
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ple se encontré un efecto directo positivo de la edad
(b =0,029; p = 0,001) y negativo del genotipo TT (b =—3,886;
p =0,002) sobre la concentracion de homocisteina. El coe-
ficiente de regresion de la concentracion de acido folico
aunque de signo negativo, no alcanzo6 significacion esta-
distica.

Conclusiones

No se ha encontrado ningin caso de hiperhomocistine-
mia. Al valorar la homocisteina hay que tener en cuenta la
edad y en caso de existir la mutacion 677C — T, los valores
plasmaticos de acido folico. Seria conveniente determinar
la homocisteina en los nifios de mayor edad con antece-
dentes familiares de aterotrombosis y con otros factores
de riesgo para la ECP.
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Moderately increased plasma homocysteine (Hcy) in
children has been associated with stroke and venous
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thrombosis and with a parental history of cardiovascular
disease (CVD). Evaluation of Hcy concentrations during
childhood and study of the factors determining its con-
centrations could play an important role in the primary
prevention of CVD.

Objective

To detect cases of hyperhomocystinemia and to exam-
ine the association between Hcy levels and plasma folic
acid levels and 677C — T polymorphism of 5,10-methyl-
enetetrahydrofolate reductase (MTHFR).

Methods

The relationship between plasma Hcy levels, plasma
folic acid levels, and the three genotypes of 677C —» T
MTHEFR polymorphism was investigated in 127 children
(aged 2-18 years) and in 105 parents by multiple linear re-
gression.

Results

The median Hcy levels were 5.00 umol/1 in the children
and 8.00 pmol/1 in the parents. Plasma folic acid levels
were normal in all of the patients. The prevalence of the
three genotypes in the children was 32.3 % for the CC
genotype, 42.5 % for the CT genotype and 15.7 % for the TT
genotype. Hcy concentrations were significantly higher
in children with the TT genotype (p = 0.018). Multiple
linear regression revealed a positive direct effect of age
(b = 0.029, p = 0.002) and a negative effect of genotype TT
(b = 3.886, p = 0.002) on Hcy concentration. Hcy concen-
tration was inversely correlated with folic acid levels but
this correlation did not reach statistical significance.

Conclusions

No cases of hyperhomocystinemia were found. To eval-
uate Hcy, age and plasma folic acid levels have to be taken
into account in case there is a 677C — T mutation. Hcy
concentrations should be determined in older children
with a family history of atherothrombosis and other risk
factors for premature CVD.

Key words:
Homocysteine. Folic acid. Methylenetetrabydrofolate
reductase.

INTRODUCCION

La homocisteina es un aminodacido sulfurado formado a
partir de la metionina. Su concentracion depende tanto
de factores genéticos como el sexo o los déficit enzimati-
cos congénitos, como de factores ambientales: el aporte y
niveles plasmaticos de acido foélico y vitamina By,, la fun-
cién renal o el consumo de café y tabaco, etc. La causa
genética mas frecuente de hiperhomocistinemia modera-
da es la presencia de la mutacion 677C - T de la
5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Los su-
jetos con esta mutacion presentan el 50% menos de acti-
vidad enzimatica, y esto provoca un aumento moderado
de la homocisteina en situaciones en las que hay un nivel
plasmatico de 4cido folico por debajo del normal, lo que
condicionaria un riesgo de enfermedad coronaria prema-
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tura (ECP)!, aunque la presencia de la mutacion por si
sola no parece aumentar el riesgo?.

En la actualidad existen numerosos datos epidemiol6-
gicos que sugieren que las elevaciones moderadas de ho-
mocisteina constituyen un factor de riesgo independien-
te de enfermedad cerebrovascular, coronaria y periférica
prematura3”’, aunque persiste la controversia sobre si el
aumento observado es causa o efecto de la enfermedad
vascular®. Ciertos estudios muestran un aumento de la
concentracién de homocisteina en nifios con anteceden-
tes familiares de muertes prematuras por causas cardio-
vasculares®?, asi como en nifios que padecieron trombo-
sis venosas!® e infartos cerebrales'>!? por lo que su
determinacion en la infancia, asi como el estudio de los
factores que influyen en su concentraciéon podria ser im-
portante para la prevencion primaria de la enfermedad
cardiovascular.

El objetivo del estudio fue determinar la existencia en
un grupo de pacientes en edad pediatrica de algin caso
de hiperhomocistinemia de causa genética o dietética, y
valorar la asociacion entre la concentracion plasmitica de
homocisteina y la de acido félico, asi como su relacion
con el polimorfismo 677C — T de la enzima MTHFR.

PACIENTES Y METODOS

Se han estudiado 127 nifios y adolescentes, 70 varones
y 57 mujeres, de entre 2 y 18 afios y 105 de sus progeni-
tores. Cincuenta y tres de estos nifios eran controlados en
la unidad de nutricion con el diagnostico de hipercoleste-
rolemia familiar y los restantes se reclutaron como grupo
control de otras consultas, siendo nifos sin trastornos
del colesterol. Ninguno de los pacientes padecia obesi-
dad o enfermedad renal. Todos los sujetos participaron
de manera voluntaria en el estudio tras informarles de la
naturaleza de éste. Se trata de un estudio observacional
analitico de corte.

Se obtuvieron los valores plasmaticos de 4cido félico
por quimioinmunofluorescencia y el aporte dietético fue
realizado por las dietistas de la unidad mediante el re-
cuento dietético de 24 h durante 3 dias aplicando el pro-
grama informatico Sanutrin®, validado en otros estudios!3.
Se determind la concentracion de lipidos sanguineos por
los métodos descritos previamente!4. Para determinar la
homocisteina se obtuvieron muestras en condiciones de
ayuno por puncion venosa en tubos Vacutainer® que con-
tenian 5,4 mg de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(K,). La primera muestra fue inmediatamente refrigerada
en hielo y se utilizo el enzimoinmunoanalisis Axis® Ho-
mocysteine (Axis Biochemical ASA) que permite la posibi-
lidad de automatizacion y el estudio de grandes series de
muestras!>!0, La segunda muestra se utilizd para aislar el
ADN genémico de los leucocitos y analizar el polimorfis-
mo 677C = T mediante la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) y posterior andlisis de los polimorfismos de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)!.
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Métodos estadisticos

Se ha utilizado el programa estadistico SPSS para Win-
dows version 9.0 (SPSS Inc., Chicago, 1ll.). Para describir
la muestra, si las variables eran continuas y cumplian cri-
terios de normalidad (Kolmogorov-Smirnov con la co-
rreccion de Liliefors o Shapiro-Wilks, p > 0,05) se han
usado las medias y la desviacion estandar e intervalo de
confianza (IC) al 95% de las medias poblacionales, y, en
caso contrario, las medianas y rangos. Las proporciones
se expresan con el IC 95 % exacto calculado con la macro
“Intervalo de confianza exacto y aproximado de una pro-
porcion” para SPSS (J.M. Doménech y R. Granero ©1999).
Todos los tests de significacion fueron de dos colas y se
eligi6 como criterio de significacion estadistica el de
p <0,05.

Para el analisis bivariante, se han utilizado el test de la
t de Student-Fisher y de ANOVA para comparar medias
de variables normales, las pruebas no paramétricas de
Mann-Withney y de Kruskal-Wallis para variables conti-
nuas no normales, y el test de la chi cuadrado (x?) para el
estudio de las proporciones.

Para estudiar la relacion entre la concentracion plas-
mitica de homocisteina y la de 4cido f6lico se ha utiliza-
do la regresion lineal mialtiple mediante el método de “in-
troduccidn por pasos”. Se han incluido las interacciones
que demostraron significacion estadistica, y las varia-
bles que se describen en la bibliografia como factores de
confusion en dicha relacion: la edad y el genotipo ho-
mozigoto TT del polimorfismo de la MTHFR!$-%, Siguien-
do el criterio de la “regla jerdrquica”, se han incluido
ademas las variables cuya interaccion con el nivel plas-
mitico de 4cido folico resultd ser estadisticamente signifi-
cativa. Se consider0 criterio de significacion estadistica
una p < 0,05. El modelo final fue el mis parsimonioso de
los posibles, y su validez se examiné empleando el diag-
nostico estandar de los residuales?t.

RESULTADOS

La edad media (desviacion estindar, DE) es de 10,45
(3,47) anos (IC 95%, 9,79-11,12). Existe un aumento pro-
gresivo de la homocisteina en relacidén con la edad
(p =0,000) (fig. 1).

La concentracion de homocisteina en los dos grupos es-
tudiados se observa en la tabla 1. No existieron diferencias
en funcion del sexo y tampoco entre el grupo de nifos hi-
percolesterolémicos y los que no lo eran, por lo que la
muestra se ha analizado conjuntamente. La concentracion
plasmatica de homocisteina era significativamente supe-
rior en el grupo de progenitores respecto al grupo pedia-
trico (p = 0,000); ningln nifio alcanzo6 cifras por encima
del percentil 95 (Pys) y entre los progenitores tres tenian
cifras de homocisteina por encima de 15 pmol/1 (fig. 2).

La ingesta media (DE) de acido folico fue de 124,97
(60,73) pg/dia (IC 95%: 110,15-139,78 pg/dia). E1 93,8%
de los nifios no cumplen las RDA —Aporte Dietético Reco-

Homocisteina = 3,63 + 0,19* edad
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Figura 1. Regresion lineal de la concentracion de homo-
cisteina en relacion con la edad.

TABLA 1. Concentracion de homocisteina en nifios
y sus progenitores

Numero Mediana (pmol/l) Limites (pmol/I)
Ninos 118 5,00 2-11
Progenitores 98 8,00 2-25
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Figura 2. Distribucion de la concentracion de homocis-
teina en el grupo de nirios y de progenitores.

mendado— para la ingesta de acido folico (200-400 pg/dia,
segin edad) y el 92,3% no cumplen las EAR —Reque-
rimientos medios estimados— (160-330 pg/dia, segin
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TABLA 2. Prevalencia de la mutacion 677C - T
de la MTHFR

Nifios Progenitores

Prevalencia IC95%* Prevalencia IC95%

Genotipo CC  32,3% (41) 24,26-41,15 34,3% (36) 25,29-44,18
Genotipo CT 42,5% (54) 33,79-51,60 42,9% (45) 33,24-52,89
Genotipo TT 15,7% (20) 9,89-23,7 17,1% (18) 10,49-25,73

*Los intervalos de confianza de las prevalencias se han calculado sobre el
namero total de ninos (n=127) y progenitores (n = 105).

IC 95 %: intervalo de confianza al 95 %.

MTHFR: 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa.

TABLA 3. Distribucién de la concentracién
de homocisteina en relacién con el genotipo
de la mutacién 677C — T de la MTHFR

Homocisteina (mmol/D
Mediana
Nifios Progenitores
Genotipo CC 5,00 7,00
Genotipo CT 5,00 8,00
Genotipo TT 6,00 8,00

*Kruskall Wallis genotipo TT frente a CT y CC—p =0,018.
**Kruskall Wallis genotipo TT frente a CT y CC—p = 0,008.
MTHEFR: 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa.

TABLA 4. Modelo de regresion multiple que predice
la concentracion plasmatica de homocisteina
en funcion de la concentracion plasmatica
de acido félico

Coeficiente b P IC95%de 3
Constante 3,687 0,007 1,093a 6,281
Genotipo TT -3,886 0,002 -7,181 a -0,592
Edad 0,290 0,001 0,127 a 0,454
Folico, ~0,100 0,137 02342 0,034
F(’)licop X Genotipo TT* 0,403 0,007 0,118 a 0,689

*La interaccion entre el dcido folico plasmatico y el genotipo TT se representa
en el modelo mediante el término folico, X genotipo TT, que resultd
estadisticamente significativo. El modelo es valido Gnicamente para valores de
acido folico y homocisteina dentro del rango de la normalidad.

Folico,,: concentracion de dcido folico plasmdtico.

IC 95%: intervalo de confianza al 95 %.

edad)®. La concentracion de acido folico fue de 9,30 ng/ml
(mediana) con un rango de 3,4-20,0 ng/ml. No encontra-
mos ningun nifio con cifras por debajo de los limites de
normalidad (3-5 ng/mD?. Tampoco encontramos relacion
entre la ingesta y la concentracion plasmatica de acido foli-
co (R?=0,07; p = 0,610).

Se determino el genotipo del polimorfismo 677C — T
de la MTHFR en 115 nifios y en 99 progenitores. La pre-
valencia de los tres genotipos para niflos y progenitores
respectivamente fue: 32,3/34,3 % para el genotipo CC,
42,5/42,9% para el CT, y 15,7/17,1% para los homozigo-
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tos TT (tabla 2). La concentracién plasmitica de homo-
cisteina en funciéon del genotipo se presenta en la tabla 3,
siendo la del genotipo TT significativamente mayor res-
pecto a los otros dos, tanto en niflos como en progeni-
tores.

Modelo de regresion lineal maltiple

En la tabla 4 se muestra el modelo de regresion lineal
multiple que predice la concentracién plasmitica de ho-
mocisteina. La edad tiene un efecto directo positivo y el
genotipo homozigoto TT tiene un efecto puro directo
negativo sobre ésta, y actian de variables confundidoras
de la relacion estudiada. Existe una interaccion estadisti-
camente significativa (p = 0,007) entre la concentracion
plasmatica de 4cido félico y el genotipo TT, que se re-
presenta en el modelo mediante el término producto: ni-
vel plasmatico de acido folico x genotipo TT. El coefi-
ciente de regresion de la concentracion plasmatica de
acido folico, aunque de signo negativo, no alcanz6 signi-
ficacion estadistica (p = 0,137), pero permanecioé en el
modelo final atendiendo al criterio de la regla jerarquica.

Para una determinada edad y genotipo, el efecto pre-
dicho por el presente modelo de la variacion en la con-
centracion plasmatica de dcido sobre la de la homocis-
teina se expresa por la ecuacion:

A [Heyl = A [Folico], X (0,4 X Genotipo TT — 0,1)

De tal forma que si el sujeto tiene el genotipo TT (ge-
notipo TT =1) la variacion en la concentracion plasmati-
ca de homocisteina [Hcy] sera 0,3 veces la variacion en la
concentracion de dcido folico [Folicol, pero si el sujeto
tiene el genotipo CT o CC (genotipo TT = 0), el efecto
serd inverso aunque mucho menor:

(=0, x A [Folicol;,

Dado que en la muestra estudiada los valores plasma-
ticos de acido folico y de homocisteina se encuentran
dentro de los limites normales, el modelo s6lo es apli-
cable en estas condiciones y explica el 40% de la varia-
cion en la concentracion plasmitica de homocisteina
(12 = 0,403; F =5,727, p < 0,05 ANOVA).

DiscusiON

La concentracion de homocisteina en la poblacion pedia-
trica de la que se ha informado en otros trabajos oscila entre
49y 6,3 pmol/18219.27.28  cifras muy similares a las encon-
tradas en nuestra muestra, cuya mediana de 5,00 wmol/l
es practicamente idéntica a la encontrada por Osganian et
al?® que obtienen una mediana de 4,9 wmol/l en una
muestra de 3.321 nifios en Estados Unidos?. Las diferen-
cias entre las distintas series pueden estar motivadas por
factores dietéticos, genéticos (mutaciones) asi como me-
todologicos en el andlisis de las muestras?®. No se ha en-
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contrado ningin nifio con cifras de homocisteina por en-
cima del Py5'%20-27, En el grupo de adultos estudiado la
concentracién de homocisteina es ostensiblemente mayor:
8 pmol/l (mediana) con un rango entre 2 y 25 pmol/l lo
cual concuerda con el aumento debido a la edad!920.222,

Se conoce que la prevalencia de los tres genotipos del po-
limorfismo de la 5-MTHEFR es diferente en funciéon del area
geogrifica en la que se realice el estudio, debido a la he-
terogeneidad genética de las distintas poblaciones res-
pecto a esta mutacion3%3!. En nuestro estudio la preva-
lencia de la forma homozigota TT fue del 15,7% en los
nifios y del 17,1% en los adultos (v. tabla 2), cifras que
se encuentran dentro de los margenes dados por otros
autores que oscilan entre el 8 y el 10%%1032 y el 17,3%
del estudio de Delvin et al*! en un grupo de nifios cana-
dienses de origen francéfono. En nuestro pais, Cardo et
all! concluyeron en un trabajo anterior con 28 nifilos una
prevalencia para el genotipo TT del 14,3% muy parecida
a la nuestra.

La concentracion de homocisteina, tanto en nifos como
en adultos, es significativamente mayor en los que tienen
el genotipo TT respecto a los otros dos grupos (tabla 3), lo
cual coincide con lo encontrado por otros investigado-
resh10:2233 En el grupo de los nifios, ningln caso supero
las cifras de homocisteina consideradas normales!?20:27,28,
Sin embargo, si hemos encontrado entre los adultos tres
sujetos con cifras por encima de 15 wmol/l, todos ellos
con genotipo TT (v. fig. 1.

Al igual que la mayoria de los autores®11,20.2227.29  he-
mos observado una correlacion negativa entre los nive-
les plasmiticos de acido folico y la concentracion sérica
de homocisteina, aunque en nuestro estudio esta asocia-
cion no alcanz6 significacion estadistica. Pensamos que la
principal explicacion de ello es el tamano de la muestra
con la que se estim6 el modelo completo: s6lo 51 nifios
tenian valores en todas y cada una de las 4 variables del
modelo estadistico mas parsimonioso. Estudios epide-
miologicos con muestras mucho mayores han demostra-
do claramente esta relacion®2022.%,

La asociacion entre el genotipo TT y la hiperhomocis-
tinemia moderada, con cifras ya consideradas de riesgo,
esta descrita en situaciones de 4cido folico en sangre
bajo3*. Nosotros no la hemos encontrado, pero en nuestra
muestra ningn nifio tenfa niveles de acido f6lico por
debajo de lo normal. Card6 et al'! tampoco encuentran
esta relacion y tampoco ellos tienen nifios con niveles de
félico anormales. Sin embargo, en el estudio realizado
por Delvin et al?! encontraron seis sujetos con cifras de
homocisteina por encima del Pys, de los cuales cuatro te-
nian niveles de acido folico por debajo del Ps y dos por
debajo del P,s, tres de los nifios eran homozigotos TT y
un cuarto era heterozigoto CT. Por otra parte, los seis su-
jetos tenfan edades comprendidas entre los 14 y los
18 anos, es decir, que en la hiperhomocistinemia parece
influir no sélo el genotipo y la concentracion plasmatica

de acido félico, sino también y de forma importante la
edad. Igualmente, Tonstad et al’ encuentran esta asocia-
cion, aunque no muestran datos sobre los niveles de 4ci-
do folico. Hay que tener en cuenta al comparar entre
estudios las posibles diferencias metodologicas en la de-
terminacioén de la homocisteina y los diferentes habitos
dietéticos de los distintos paises?.

Hemos encontrado un efecto de interacciéon sobre la
homocisteina, entre la presencia del genotipo homozigo-
to TT y los valores plasmaticos de 4cido félico (b = 0,403;
p=0,007). Saw et al?? han descrito ya esta interaccion. Se-
gan estos autores, cuando los niveles de acido folico se
encuentran por encima del Ps, el genotipo de la MTHFR
no tiene efecto sobre la concentracion de homocisteina;
por el contrario, cuando el acido félico se encuentra por
debajo, el genotipo TT se asocia con un incremento de
aproximadamente el 30% respecto a los genotipos CT y
CC?. De esta forma, parece que cuando existe suficiente
sustrato para la MTHFR (el 5-metilenotetrahidrofolato es
la forma circulante de acido félico mas abundante y el
principal donante de grupos metilo para la remetilacion
de la homocisteina®, aunque exista un déficit parcial en
la actividad enzimatica en la via de la remetilacion, la me-
tabolizacion de la homocisteina puede seguir funcionan-
do. Esto explicaria la ausencia de hiperhomocistinemia en
los nifios de nuestra muestra, ya que todos ellos tenian
niveles de acido félico en el rango de la normalidad.
Nuestro modelo indica ademas que el principal efecto
de la concentracion de acido folico se produce a través
de la interaccion con el genotipo TT. En ausencia de esta
mutacion, su efecto es de mucha menor entidad clinica.

Como han demostrado numerosos estudios realizados
en adultos y en nifios!819:21.222829.36 |3 edad tiene una co-
rrelacion positiva con la homocisteina, pero ademis es un
factor confundidor en la relacion entre ésta y el acido
folico, ya que la homocisteina aumenta con la edad
(R?=0,15; p=0,000) y los valores de acido félico son
dependientes de ésta (R>=0,091; p = 0,037), principal-
mente condicionados por la variacion del aporte con la
edad®.

Respecto a la ingesta de acido félico, llama la atencion
que la mayoria de los niflos no cumplen las RDA ni las
EAR para ambas vitaminas®. El 40 % de los nifios son
controlados por la dietista y por lo tanto aconsejados nu-
tricionalmente, lo cual pone de manifiesto que los niveles
sanguineos no se corresponden bien con la ingesta refle-
jada en las encuestas dietéticas como se afirma en el
Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NANHES IID)% y sugiere la dificultad de alcanzar estas al-
tas ingestas recomendadas.

Por una razén también de escasez de muestra no pu-
dimos incluir en el modelo la concentracién de vitami-
na By, para asi estudiar su efecto.

En conclusién, para valorar la concentracion de homo-
cisteina hay que tener en cuenta siempre la edad y el ge-
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notipo TT como determinantes de ésta y la concentracion
plasmatica de acido folico que actGa a través de su inter-
accion con el genotipo TT. Puesto que el estudio del po-
limorfismo de la MTHFR muestra que el genotipo TT es
mis frecuente en nifios con antecedentes familiares de
ECP? y en niflos con accidentes cerebrovasculares!!; es
conveniente su estudio en pacientes con otros factores de
riesgo cardiovascular. En nuestro trabajo no hemos en-
contrado ningln nifio con valores de homocisteina consi-
derados patologicos, por lo que creemos que seria con-
veniente determinarla Gnicamente en aquellos nifos de
alto riesgo y de mayor edad (hipercolesterolemia familiar
grave, antecedentes familiares de enfermedad cardio-
vascular, etc.), asi como en aquellos que hayan padecido
trombosis venosas o infartos cerebrales. Por otro lado, ya
que el nivel de acido folico es determinante en el caso de
tener la mutacion 677C — T, hay que insistir en las reco-
mendaciones dietéticas dirigidas a mantener los niveles
de 4cido félico normales.
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