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RESUMEN

La hiperhomocisteinemia es una alteracion metabdlica caracterizada por la
presencia de niveles elevados de homocisteina en sangre. Esta investigacion
analizé 30 individuos (15 pacientes y 15 controles sanos), divididos en tres
grupos, 3 hiperhomocisteinemicos moderados no hipertensos y 3 controles
sanos, 6 hiperhomocisteinemicos moderados hipertensos y 6 controles
sanos, y 6 hiperhomocisteinemicos severos y 6 controles sanos.

Se midieron las concentraciones de colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas
de alta densidad (C-HDL), baja densidad (C-LDL), glucosa, creatinina, urea,
apolipoproteina Al (Apo Al) y homocisteina. Las pruebas se realizaron por
meétodos colorimétricos, turbidimetricos y de inmunoensayo. La relacién entre
hiperhomocisteinemia y las variables de riesgo (colesterol total, C-HDL, C-
LDL, triglicéridos, glucosa, creatinina, urea y Apo Al), fueron evaluadas
mediante la prueba exacta de Fisher para calcular directamente Ila
probabilidad de frecuencias observadas en una tabla de contingencia de
2X2.

Los resultados mostraron asociacion de la hiperhomocisteinemia entre los 3
grupos, con los niveles de glucosa (p=0,05) y con los niveles de Apo Al
(p=0,02); pero no mostraron asociacion con el colesterol total (p=0,32), C-
HDL (p=0,17), C-LDL (p=0,5), triglicéridos (p=0,22), creatinina (p= 0,45), urea
(0,25). Con la prueba de Kruskal Wallis se comparo si los valores de cada

variable de riesgo en los 3 grupos de estudio y controles son
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significativamente distintos entre ellos. Colesterol total (p=0,03), C-HDL
(p=0,01), C-LDL (p=0,01).

Mediante la prueba de Mann Whitney no se encontré diferencia
estadisticamente significativa en ninguna variable entre
hiperhomocisteinemicos moderados sin hipertension y su grupo control, en
hiperhomocisteinemicos moderados hipertensos y su grupo control, se
encontro diferencia estadisticamente significativa en cuanto a los niveles de
glucosa (p=0,04) y homocisteina (p=0,005), y en hiperhomocisteinemicos
severos se encontrg diferencia estadisticamente significativa en cuanto a C-

HDL (p=0,02), homocisteina (p=0.03) y Apo Al (p=0,008).

Se concluye que se encontraron niveles disminuidos de Apo Al y C-HDL que
apoyan la propuesta sugiriendo que puede existir una tendencia hacia la
aterogenesis probablemente relacionada con la hiperhomocisteinemia que

tienen estos pacientes.
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1. INTRODUCCION

La hiperhomocisteinemia es una alteracion en el metabolismo de la
homocisteina. Esta alteracion metabdlica puede ser el resultado de
mutaciones genéticas de las enzimas que metabolizan la homocisteina,
deficiencias nutricionales de vitaminas que funcionan como cofactores o
sustratos para enzimas o cualquier combinacion de las anteriores. La
principal causa es la deficiencia de cistationina beta sintasa (CBS), enzima
principal en el proceso de transulfuracion y en la que también es posible
detectar grandes cantidades de homocisteina en orina (homocistinuria).

(Genaro y col, 2006).

La elevacibn moderada de la concentracion de homocisteina plasmatica
constituye un factor de riesgo no clasico de padecer enfermedad vascular
con afectacion del sistema nervioso central, el sistema vascular periférico y el
coronario. Las manifestaciones clinicas de la homocistinuria incluyen
vasculopatias y enfermedades neurolégicas, malformaciones 0Oseas y del

cristalino del ojo, asi como eventos tromboticos. (Obeid y col, 2007).

Los pacientes diabéticos con hiperhomocisteinemia pueden tener riesgo
elevado de padecer complicaciones cardiovasculares e importancia
patogénica relevante en el desarrollo de la macroangiopatia diabética. (Rudy

y col, 2005).

12



En pacientes urémicos la tasa de mortalidad atribuible a patologias
cardiovasculares es 30 veces superior a la de la poblacion general. Este
riesgo no es atribuible solamente a la presencia de factores de riesgo
convencionales como el hiperparatiroidismo o la hipertrigliceridemia. La
hiperhomocisteinemia es el factor de riesgo mas prevalente de todos.
(Sanchez y col, 2007).

Autores como Liao y Mikael han informado que los niveles de homocisteina
estan correlacionados con los niveles del colesterol HDL y de la
apolipoproteina Al, ya que un incremento en la concentracion de la primera
también se ha asociado con un incremento en el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Esto puede llevar a un accidente cerebrovascular o infarto del
miocardio. De la misma manera se han descrito posibles mecanismos por lo
gue la hiperhomocisteinemia inhibe la biosintesis y funcién del colesterol

HDL.

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacion entre la
hiperhomocisteinemia severa y moderada con los niveles de glucosa, urea,
creatinina, perfil lipidico y apolipoproteina Al, en pacientes homocigotos y
heterocigotos para alguna de las mutaciones del gen de la enzima
cistationina B sintasa. Estos resultados servirdn como objeto de seguimiento,
evaluacion y control en estos pacientes para la prevencion de

complicaciones generadas por la patologia.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El metabolismo de la homocisteina y la hiperhomocisteinemia, han sido
objeto de especial interés en los dltimos afios, las bases bioquimicas, las
manifestaciones clinicas, en especial en la relacion como factor de riesgo no
clasico de padecer enfermedad vascular fundamentada en que la
homocisteina puede causar dafio a la matriz vascular propiciando
mecanismos oxidativos con la subsecuente disminucion de la accion
antitrombotica del endotelio y propagacién del muasculo liso. También la
afectacion del sistema nervioso central ya que el metabolismo anormal de la

homocisteina y del folato podria estar implicado en defectos del tubo neural.

Existen cada vez mas evidencias que hacen necesario identificar a tiempo la
alteracion del metabolismo de la homocisteina para acceder a tratamientos
preventivos con objeto de conseguir una mejor reduccion de eventos

cardiovasculares.

Los factores mas importantes que se han sefialado como causantes de la
hiperhomocisteinemia en la insuficiencia renal son la pérdida de parénquima
renal, los efectos toxicos debidos a la uremia, la dieta, déficits vitaminicos,

drogas, factores relacionados con la dialisis. (Rudy y col, 2005).

Los diabéticos tienen una alta incidencia de complicaciones

cardiovasculares. En estos pacientes las alteraciones de la hemostasia,
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agregacion plaquetaria, fibrindlisis y disfuncion endotelial son mediadas

parcial o totalmente por la homocisteina. (Sanchez y col, 2007).

Liao y colaboradores proponen dos posibles mecanismos por lo que la
hiperhomocisteinemia inhibe la biosintesis y funcién del colesterol HDL:

1) Reduccion de la expresion de apoA-l. [ApoA-I es la proteina principal del
colesterol HDL y también funciona como un cofactor de la enzima lecitina
colesterol aciltransferasa (LCAT)].

2) Aumento del aclaramiento del colesterol. (Liao y col, 2007).

Basados en los anteriores mecanismos o factores y en que la relacion entre
hiperhomaocisteinemia y dislipidemia, incluyendo la hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, baja concentracion plasmética de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), hiperglicemia, creatinemia, uremia, no ha sido analizada de
manera especifica. Es necesario evidenciar los cambios en el perfil lipidico,
en el metabolismo del colesterol HDL, glucosa, creatinina y urea en
pacientes hiperhomocisteinemicos homocigotos y heterocigotos para alguna

de las mutaciones de la enzima cistationina beta sintasa (CS).
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3. MARCO TEORICO

3.1 HOMOCISTEINA

La homocisteina es un aminoacido que se sintetiza en el organismo a partir
de otro aminoé&cido: la metionina. La Unica fuente de metionina es la ingesta,

a partir principalmente de proteinas animales (Suarez y col, 2001).

El metabolismo de la homocisteina esta relacionado con las vitaminas B6,
B12 y 4cido félico debido a que estas vitaminas participan como coenzimas o
substratos en el metabolismo, por esto existe una fuerte relacion entre los
niveles plasméticos de estas vitaminas y los niveles de homocisteina. El
acido félico regula la via metabolica catalizada por la metiltetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), la vitamina B12 en cambio regula la via catalizada por
la Metionina sintetasa. La vitamina B6 actia como cofactor para la
cistationina sintetasa. (Carlsson, 2006).

La metionina se metaboliza, principalmente en el higado, en homocisteina

(figura 1). A partir de aqui, la homocisteina puede seguir dos vias:

1) Remetilacion: transformarse de nuevo en metionina, mediante un proceso
catalizado por la enzima metionina sintasa y dependiente de la vitamina B12
y del N5-metil-tetrahidrofolato (que actian como cofactor y como dador de

metilo).
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2) Transulfuracion: unirse a la serina y transformarse en cisteina, que se
elimina por la orina. Esta segunda via depende de la enzima cistationina 3

sintasa, que tiene a la vitamina B6 como cofactor (Welch y col, 1998).

. Dieta
Tetrahidro folato‘ /

5.10-Metilentetrahidrofolato Metionina

Remetilacion Metionina sintasa
(vitamina By2)
5,10-Metilen- -
tetrahidrofolato

reductasa 5- Metiltetrahidrofolato Homocisteina

J/ Serina

Cistationina

Cistationina
B-sintasa
(vitamina By)
Cisteina
Transulfuracion

FIGURA 1. Metabolismo de la homocisteina. Tomado de Suéarez 2001.

3.2 HIPERHOMOCISTEINEMIA

La concentracion de homocisteina en plasma en poblaciéon colombiana es
X+ DS 10.52 + 2.9 mM (Bermudez y col, 2006). Un nivel elevado de
homocisteina en plasma es denominado hiperhomocisteinemia que es una
alteracion en el metabolismo de la homocisteina. Hiperhomocisteinemia
moderada es de 14,5 — 100 mM e hiperhomocisteinemia severa mayor a
100mM (Bermudez y col, 2006). Esta alteracion metabdlica puede ser el
resultado de mutaciones genéticas de las enzimas que metabolizan la

homocisteina, deficiencias nutricionales de vitaminas que funcionan como
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cofactores 0 sustratos para enzimas o0 cualquier combinacién de las

anteriores (figura 2).

Remetilacién

e i

Transmetilacion

Transulfuracién Cistationina

@)

Dihidrofolate reductasa Cisteina

Serina transhidroximatilass

3, 10 matilenotanzhidrafolato-reductasa

(MTHFR)

5 matilenotanzhidrofolato-homoeisteing {:} “Sustratos que se acimimlan
S-metiltransferasa

Metionina sintetasa (Homocisteina-
metiftransferasa) * Sustratos que se agotan

Betaina hamoristaina metilnansfarasa

7. S-metionma-adenosiloansferasa Enzimaz
Adenosil- metiltrancferasa
Adenosil- homoeistainasa

10. Cistationma sintz=a

Alteracién Fnzimaitica

Defezencias nunicienzles
11 Cistationina hiasa

FIGURA 2. Alteraciones en el metabolismo de la homocisteina. Tomado de Sanchez, 2009.

3.3 HIPERHOMOCISTEINEMIA'Y RELACION CON DIABETES

Los pacientes con diabetes mellitus estan predispuestos al desarrollo de
ateroesclerosis. A su vez, los pacientes diabéticos con hiperhomocisteinemia
podrian tener riesgo elevado de padecer complicaciones cardiovasculares e
importancia patogénica relevante en el desarrollo de la macroangiopatia

diabética.
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Por otra parte, los diabéticos tipo 2 tienen una alta incidencia de
complicaciones cardiovasculares. En estos pacientes se ha detectado una
alta prevalencia de hiperhomocisteinemia.

Es posible que en pacientes diabéticos con enfermedad cardiovascular las
alteraciones de la hemostasia, agregacion plaquetaria, fibrinolisis y
disfuncion endotelial sean mediados parcial o totalmente por la homocisteina.
La vasodilatacion endotelio-dependiente es menor en la poblacién con
diabetes tipo 1 que en los no diabéticos, o que constituye un indice que
indica que el endotelio reacciona en forma anormal en estos pacientes. El
oxido nitrico (NO) es neutralizado por interaccion con aniones superoxido,
con peroxidos de lipidos, con lipoproteinas oxidadas y con productos finales
de glicosilacion avanzada (AGEPs). Recientemente se postula que la
hiperglicemia provoca deplecién de L-arginina comprometiendo la sintesis
del NO, factor que influye en el desarrollo de la nefropatia diabética debido a
gue la hiperglicemia aumenta la via metabdlica de los polioles cuando el
NADPH-dependiente de la enzima aldosa reductasa convierte glucosa a
sorbitol. La consecuencia es la alteracion en el balance NADPH / NADP, o
sea el estado redox y la funcién de la NO sintetasa como antioxidante; asi
como también la enzima glutation reductasa, dependiente del glutation (el
mas importante antioxidante celular) y el NADPH (Benavides, 2008).

El conocimiento del metabolismo de la homocisteina en diabéticos y la
presencia de hiperhomocisteinemia es importante al ser la

hiperhomocisteinemia  potencialmente  reversible con  suplementos

19



vitaminicos, lo que supondria beneficios terapéuticos en la prevencion del
dafio vascular. El tratamiento con antioxidantes mejoraria a su vez la

estabilidad y el mecanismo de accion del NO. (Rudy y col, 2005).

3.4 HIPERHOMOCISTEINEMIA Y RELACION CON INSUFICIENCIA
RENAL

Se presenta hiperhomocisteinemia ligera o moderada desde estadios
iniciales de la insuficiencia renal, describiendo un incremento de los niveles
de homocisteina paralelo al deterioro de la funcion renal debido
fundamentalmente al incremento de la homocisteina oxidada.

Los factores potenciales mas importantes que se han sefalado como
causantes de la hiperhomocisteinemia en la insuficiencia renal son la pérdida
de parénquima renal, los efectos toxicos debidos a la uremia, la dieta (la
restriccion de proteinas), déficits vitaminicos, drogas (ciclosporina; en el caso
de trasplante de rifién), factores relacionados con la dialisis.

La insuficiencia renal crénica es consecuencia de la pérdida irreversible de
un gran namero de nefronas funcionales. Es un proceso dinAmico que
implica cambios metabdlicos, hormonales y bioquimicos y que suele ir
acompafado frecuentemente de estados de malnutricion.

Las posibles causas de hiperhomocisteinemia en la uremia incluyen las

siguientes:
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1) Alteracion de la excrecion renal.

2) Reduccion del metabolismo renal.

3) Deficiencia de cofactores.

4) Inhibicion de enzimas relacionados con el metabolismo de la homocisteina
por retencion de toxinas urémicas causado por la deficiencia de vitaminas
hidrosolubles, como el acido fdlico.

5) El genotipo C677T de la enzima MTHFR, que estd asociado con la
patologia cardiovascular en la insuficiencia renal cronica y puede ser un
indicador mas significativo que la homocisteina en la patologia renal.

(Sanchez y col, 2007).

3.5 HIPERHOMOCISTEINEMIA'Y RELACION CON LIPIDOS

El colesterol esté presente en los tejidos y en el plasma como colesterol libre
o almacenado, combinado con un acido graso de cadena larga como éster
de colesterilo. En el plasma, ambas formas son transportadas en
lipoproteinas plasmaticas. Se sintetiza a partir de acetil coA en muchos
tejidos, y es el precursor de todos los otros esteroides en el cuerpo, como
corticosteroides, hormonas sexuales, &cidos biliares y vitamina D. La
lipoproteina de baja densidad (LDL) plasmatica es el vehiculo de captacién
del colesterol y el éster de colesterilo en muchos tejidos. El colesterol libre es
extraido de los tejidos por la lipoproteina de alta densidad (HDL) plasmatica y

transportado al higado, desde donde se elimina del cuerpo ya sea sin
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transformacion o después de la conversion en acidos biliares en el proceso
conocido como transporte inverso de colesterol. La parte proteica de una
lipoproteina se conoce como apolipoproteina. Las principales
apolipoproteinas de HDL son la A-l, A-1l, A-IV. La apolipoproteina de LDL es
la B-100. El papel del colesterol en forma de LDL oxidada en los procesos
patoldgicos es principalmente en la génesis de la aterosclerosis que causa la
enfermedad cardiovascular en sus tres formas de presentacion:

cerebrovascular, coronaria y vascular periférica (Harper, 2007).

La hipotesis que la elevacion plasmatica de homocisteina esta relacionada
con la enfermedad cardiovascular ateroesclerética fue propuesta por primera
vez por McCully, porque noté que los nifios con homocistinuria desarrollaron
apoplejias y murieron. Encontré que estos nifios tenian una acumulacion
severa de placa en sus arterias y teorizo un vinculo entre las enfermedades
de las arterias y los altos niveles de homocisteina que se acumulan en la
sangre de nifios con hiperhomocisteinemia. Desde entonces, un sin nimero
de evidencias confirman la relacion entre los niveles elevados de

homocisteina y la enfermedad cardiovascular. (McCully, 1969).

La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo no clasico para enfermedad
arterial coronaria (EAC). La relacion entre Hiperhomocisteinemia, dislipidemia
y aterosclerosis se ha estudiado y se han propuesto los siguientes

mecanismos bioquimicos que contribuyen a la aterosclerosis:
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1) Hipometilacion por la formacion de S-adenosilhomocisteina (SAH), un
potente inhibidor biolégico de transmetilasas dependientes de S-
adenosilmetionina. La inhibicion de las reacciones de transmetilacion
dependientes de esta ultima, es revelada por la conversion metabdlica de S-
adenosilhomocisteina en adenosina y L-homocisteina mediante una reaccion
reversible, catalizada por la enzima S-adenosilhomocisteina hidrolasa.

2) Conversion metabdlica de homocisteina a homocisteina tiolactona, un
metabolito toxico que puede inducir al estrés del reticulo endoplasmico. (Liao
y col, 2007).

3) Debido a que la homocisteina induce cambios en el estado redox de
aminotioles plasmaticos (glutation, cisteina, cisteinilglicina), que puede tener
importantes consecuencias en la transcripcién génica, en el transporte de
proteinas glucosiladas por interacciéon de la homocisteina con el factor-kB
nuclear de transcripcion y también con el plegamiento de las glucoproteinas
en el reticulo endoplasmatico, mediante la interferencia con puentes
disulfuro. (Sierra y col, 2000).

4) La hiperhomocisteinemia induce estrés oxidativo en el endotelio a través
de diversos mecanismos como el aumento de expresion de la enzima
prooxidante NAD(P)H oxidasa que genera aniéon superéxido el cual
interacciona con el oxido nitrico (NO) formandose peroxinitrito con lo que
disminuye la disponibilidad de ésta molécula. A esto se agrega que la
hiperhomocisteinemia aumenta los niveles de la dimetil arginina asimétrica

(ADMA ), un inhibidor enddégeno de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
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gue normalmente es metabolizado a citrulina. Al no inactivarse el ADMA
compite con la L-arginina que es el sustrato de la eNOS y la consecuencia es
una menor produccion de NO. (Faraci y col, 2004)

5) Disminucion de la expresion de enzimas antioxidantes o a través de la
union al oxido nitrico (Liao y col, 2007), debido a que la homocisteina no
solo causa un aumento de la formacion de H,O,, sino también una
disminucion de su capacidad para destoxificar a través de varios
mecanismos. La homocisteina, aun cuando estimula la produccion endotelial
de oxido nitrico (NO), disminuye el NO bioactivo, ya que el O, formado en su
autooxidacion reacciona con el NO formandose peroxinitrito (OONO). Por
otra parte, la homocisteina inhibe la actividad de la glutation peroxidasa in
vitro, ademas de reducir el mRNA de la isoforma intracelular de esta enzima.

(Seyithan y col, 2008).

Por otra parte Liao y colaboradores han informado que la homocisteina esta
correlacionada (figura 3) con el colesterol HDL y la apolipoproteina Al en
pacientes de sexo masculino con enfermedad coronaria. (Liao et al, 2006).
En ratones homocigotos (CBS’/ CBS") para la enzima Cistationina  sintasa
se presento un decrecimiento en los niveles de colesterol HDL y disminucion
de los niveles de apolipoproteina Al y una aceleracion de la aterosclerosis

(Liao y col, 2005).
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FIGURA 3. Efectos propuestos de la hiperhomocisteinemia sobre el metabolismo de las
HDL. Tomado de Devlin, 2006.

Los mismos autores proponen dos posibles mecanismos por lo que la

hiperhomocisteinemia inhibe la biosintesis y funcién del colesterol HDL:

1) Reduccion de la expresion de apoA-l. [ApoA-I es la proteina principal del
colesterol y también funciona como un cofactor de la enzima lecitina
colesterol aciltransferasa (LCAT)].

2) Aumento del aclaramiento del colesterol. (Liao y col, 2007).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre la hiperhomocisteinemia severa y moderada, y
los niveles séricos de: colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicéridos, glucosa, creatinina, urea y apolipoproteina A-l1 en pacientes
homocigotos y heterocigotos para alguna de las mutaciones del gen de la

enzima cistationina  sintasa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. cuantificar los niveles séricos de: colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL, triglicéridos, glucosa, creatinina, urea y apolipoproteina A-l en los
pacientes hiperhomocisteinemicos severos y moderados y en los pacientes

del grupo control.

2. Analizar la relacion entre niveles de hiperhomocisteinemia y perfil lipidico y
niveles séricos de: glucosa, creatinina y urea para cada uno de los grupos de

la poblacién de estudio comparado con los grupos control.

3. Revisar posibles mecanismos por los cuales la hiperhomocisteinemia
afecta el metabolismo del colesterol HDL. De acuerdo a lo reportado por la

literatura cientifica revisada y a los resultados obtenidos.

26



5. METODOLOGIA

5.1 POBLACION OBJETIVO

La poblacion objeto de estudio esta conformada por pacientes
diagnosticados con hiperhomocisteinemia severa (homocigotos con la
mutacion p.T191M de la CBS) e hiperhomocisteinemicos moderados
(heterocigotos o no portadores de la mutacion p.T191M de la CBS) con o sin
hipertension arterial, ya que este es un factor de riesgo que se asocia
clasicamente con la aparicion prematura de enfermedad cardiovascular.

Estos pacientes fueron obtenidos de estudios anteriores realizados en el

Instituto de Genética Humana (IGH) de la Pontificia Universidad Javeriana.

El grupo control fue integrado por personas sanas, de la misma edad y sexo,
vertablas 1, 2y 3.

El tamafo de la muestra fue de 6 pacientes hiperhomocisteinemicos
moderados hipertensos y sus respectivos 6 controles sanos, 3 pacientes
hiperhomocisteinemicos moderados y sus respectivos 3 controles sanos, y 6

hiperhomocisteinemicos severos y sus respectivos 6 controles sanos.
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RANDO DE EDAD HIPERHOMOCISTEINEMICOS SEXO EDAD
MODERADOS NO HIPERTENSOS / CONTROLES
SANOS
F 36
HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS
31-40 ANOS
F 34
CONTROLES SANOS
31-40 ANOS
F 42
HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS
41-50 ANOS
F 42
CONTROLES SANOS
41-50 ANOS
F 55
HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS
51-60 ANOS
F 54
CONTROLES SANOS
51-60 ANOS

TABLA 1. edades y sexo de hiperhomocisteinemicos moderados no hipertensos / controles

sanos. M (masculino), F (femenino).
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RANGO DE EDAD HIPERHOMOCISTEINEMICOS SEXO EDAD
MODERADOS HIPERTENSOS / CONTROLES SANOS
M 54
HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS
51-60 ANOS
M 55
CONTROLES SANOS
51-60 ANOS
M 65
HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS
N M 67
61-70 ANOS
M 61
CONTROLES SANOS
N M 68
61-70 ANOS
HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS F 71
71-80 ANOS
CONTROLES SANOS F 70
71-80 ANOS

TABLA 2: edades y sexo de hiperhomocisteinemicos moderados hipertensos / controles

sanos. M (masculino), F (femenino).
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RANGO DE EDAD HIPERHOMOCISTEINEMICOS SEXO EDAD
SEVEROS / CONTROLES SANOS
M 10
HIPERHOMOCISTEINEMICOS SEVEROS
1-10 ANOS
M 10
CONTROLES SANOS
1-10 ANOS
M 16
HIPERHOMOCISTEINEMICOS SEVEROS
11-20 ANOS
M 16
CONTROLES SANOS
11-20 ANOS
M 23
HIPERHOMOCISTEINEMICOS SEVEROS
21-30 ANOS M 25
M 23
CONTROLES SANOS
21-30 ANOS M 25

TABLA 3: edades y sexo de hiperhomocisteinemicos severos / controles sanos. M

(masculino), F (femenino).
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5.2 METODOS
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FIGURA 4. Esquema de metodologia.



5.2.1 CUANTIFICACION DE COLESTEROL (COLESTEROL OXID ASA-

PEROXIDASA)

Para la determinacién de colesterol total se utilizaron reactivos comerciales

gue incluyen las enzimas y sustratos necesarios, ver anexo 1.

5.2.2 CUANTIFICACION DE COLESTEROL HDL (FOSDOTUNGST ATO/Mg

COLESTEROL OXIDASA/PEROXIDASA)

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del
suero o plasma, se precipitan con fosfotungstato en presencia de iones
magnesio. Tras su centrifugacion, el sobrenadante claro conteniendo las
proteinas de alta densidad (HDL) se emplea para determinar el colesterol

HDL, ver anexo 2.

5.2.3 CUANTIFICACION DE LDL

Se calcul6 el LDL con la formula de Friedewald (CT total - HDL - TG/5). Esta

formula es valida siempre que los triglicéridos no superen los 400 mg/dL.

5.2.4 CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOS (GLICEROL FOS FATO

DESHIDROGENASA-PEROXIDASA)

Para la determinacion de triglicéridos se utilizaron reactivos comerciales que

incluyen las enzimas y sustratos necesarios, ver anexo 3.
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5.25 CUANTIFICACION DE GLUCOSA (GLUCOSA OXIDASA-
PEROXIDASA)
Para la determinacion de glucosa se utilizaron reactivos comerciales que

incluyen las enzimas y sustratos necesarios, ver anexo 4.

5.2.6 CUANTIFICACION DE CREATININA (REACCION DE JAF FE)
Para la determinacion de creatinina se utilizaron reactivos comerciales que

incluyen las enzimas y sustratos necesarios, ver anexo 5.

5.2.7 CUANTIFICACION DE UREA (REACCION DE BERTHELOT )
Para la determinacién de urea se utilizaron reactivos comerciales que

incluyen las enzimas y sustratos necesarios, ver anexo 6.

5.2.8 CUANTIFICACION DE APOLIPOPROTEINA A-l (TURBID IMETRIA)

La apolipoproteina A-l presente en la muestra precipita en presencia de
anticuerpos anti-apolipoproteina A-I humana. La dispersion de luz generada
por los complejos antigeno-anticuerpo es proporcional a la concentracion de
apolipoproteina A-l y puede ser cuantificada por turbidimetria, Ver anexo 7.
5.2.9 CUANTIFICACION DE HOMOCISTEINA

El ensayo de la homocisteina IMX es basado en el inmunoensayo de
polarizacion fluorescente (FPIA). La homocisteina unida a proteinas (forma

oxidada) es reducida a homocisteina libre y esta homocisteina libre es
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enzimaticamente convertida a S-adenosil-L-homocisteina (SAH) como se
muestra en la siguiente reaccion:

Reduccién: la homocisteina y la mezcla de disulfuro y la forma unida a
proteinas de la homocisteina presente en la muestra son reducidas a la

forma libre por el uso del ditiotreitol (DTT).

Hcy-SS-Hey (Homocisteina)
R1-SS-Hey (R1= residuos tiol) —2——»  Hcy
Proteina-SS-Hcy

Conversion enzimatica: la homocisteina total libre, es convertida a S-
adenosil-L-homocisteina (SAH) por el uso de SAH hidrolasa y exceso de

adenosina, ver anexo 8.

SAH
HIDROLASA

Hcy + adenosina —» SAH

5.2.10 SUERO PARA EL CONTROL DE CALIDAD Y LA CALIBR ACION EN

QUIMICA CLINICA

El tipo de suero control que se uso fue el normal validado para todos los
analitos; en cuanto a la apolipoproteina Al se realizo una curva de
calibracion para representar graficamente los valores de diferencia de
absorbancia de cada patron frente a la respectiva concentracion de

apolipoproteina A-l. La concentracion de apolipoproteina A-l en la muestra se
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calculo por interpolacion de su diferencia de absorbancia en la curva de

calibracion, ver anexo 9, 10y 11.

Lo anterior ha sido diseiflado para brindar un fundamento apropiado para el
control de calidad (imprecision, inexactitud) en el laboratorio de quimica

clinica.

6. ANALISIS DE LA INFORMACION

Los resultados fueron analizados por género y edad. Se realizo estadistica
descriptiva (media, desviacién estandar y varianza), analisis estadistico entre
las categorias de riesgo (colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL,
colesterol LDL, glucosa, creatinina, urea y apolipoproteina Al), mediante EPI
INFO version 3.5.1 se realizo la prueba de Fisher con el fin de determinar si
existe asociacion entre las variables y la enfermedad, mediante PAST
version 1.94b se realizo la prueba de Kruskal-Wallis para comparar si los
valores de cada variable de la poblacion de estudio en general son
significativamente distintos a los valores de todos los casos control y prueba
de Mann Whitney para comparar el comportamiento de las categorias de
riesgo en cada grupo de poblacion objeto de estudio con su respectivo

control.
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7. RESULTADOS

Se cuantificaron los niveles de colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL, triglicéridos, glucosa, creatinina, urea, homocisteina y apolipoproteina
Al.

En la tabla 4, 5 y 6 se muestran los resultados de las variables en términos
de media, desviacion estandar, varianza y probabilidad de asociacion de

cada grupo objeto de estudio y cada grupo control.

PRIMER GRUPO: HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS NO

HIPERTENSOS / CONTROLES SANOS

COL. TRIGLICERIDOS HDL LDL GLUCOSA CREATININA UREA HCT APO Al
TOTAL M: 35 - 135 >35 2150 60-110 M:0,6-1,1 15-45 Hasta 14 94-178
<200 mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/d mg/dL mg/DI
mg/dL L
PACIENTES
X 207,33 79 43,33 148,2 95,33 1,26 29,33 14,93 158,83
Dj 15,69 31,95 9,81 21,88 21,03 0,29 5,13 0,21 17,45
° 246,33 1021 96,33 478,84 442,33 0,08 26,33 0,04 304,64
CONTROLES
X 185 84 45,66 122,53 96 1,16 22,66 7,89 164,5
Dj 29,13 49 1,52 26,77 2 0,19 6,02 3,67 12,61
® 849 2401 2,33 716,97 4 0,03 36,33 13,5 159,25
p 0,38 0,82 0,66 0,19 0,82 1 0,38 0,08 0,66

TABLA 4: Valores de media, desviacion estandar y varianza de la poblacion
hiperhomocisteinemicos moderados no hipertensos y controles sanos. COL. TOTAL
(colesterol total), HDL (lipoproteina de alta densidad), LDL (lipoproteina de baja densidad),
HCT (homocisteina), APO Al (apolipoproteina Al), X (media), DS (desviacién estandar), S
(varianza), p (probabilidad segun la prueba de Mann Whitney).
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Al comparar el grupo de hiperhomocisteinemicos moderados no hipertensos
con su grupo control, se encontr6 que la poblacion de estudio es mas
disperso con relacion a C-HDL, glucosa, creatinina y Apo Al. El grupo control
es mas disperso en cuanto a colesterol total, triglicéridos, C-LDL, urea y
homocisteina. Al comparar la media; los triglicéridos, C-HDL, C-LDL, glucosa,
creatinina, urea y Apo Al de los dos grupos esta dentro del valor de
referencia. Al comparar los dos grupos se encontr6 que en general la
poblacion de estudio presenta una media superior, como se muestra en la

figura 5.
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FIGURA 5: Media de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, glucosa, creatinina,
urea, homocisteina y apolipoproteina Al de poblacién hiperhomocisteinemicos moderados no
hipertensos y controles sanos.

Mediante la prueba de Mann Whitney se analiz0 si hay diferencia

estadisticamente significativa entre hiperhomocisteinemicos moderados y su
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grupo control con cada una de las variables de riesgo y no se encontro

diferencia estadisticamente significativa.

SEGUNDO GRUPO: HIPERHOMOCISTEINEMICOS MODERADOS
HIPERTENSOS / CONTROLES SANOS
COL. TRIGLICERIDOS HDL LDL GLUCOSA CREATININA UREA HCT APO Al
TOTAL M: 35 - 135 >35 2150 60-110 M: 0,6-1,1 15-45 Hasta 94-178
<200 H: 40 - 160 mg/dL mg/dL mg/dL H:0,7-1,4 mg/dL 14 mg/dL
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
PACIENTES
X 139,66 153,5 52,5 56,9 129,1 1,01 42,3 21,29 149,45
S
° 19,80 77,34 18,73 27,78 79,92 0,27 12,59 14,17 26,77
SZ
392,26 5981,98 350,81 772,14 6388,56 0,074 158,66 200,86 717,01
CONTROLES
X 159,5 111,4 44 93,2 81 1,14 33,1 7,40 1545
DS
16,80 91,44 15,48 21,78 7,94 0,38 7,46 2,25 25,53
SZ
282,3 8362,09 239,93 474,4 63,2 0,15 55,76 5,09 652,1
p 0,12 0,37 0,8 0,06 0,04 0,68 0,33 0,005 0,47

TABLA 5. Valores de media, desviacidbn estandar y varianza de la poblacion de
hiperhomocisteinemicos moderados hipertensos y controles sanos. COL. TOTAL (colesterol
total), HDL (lipoproteina de alta densidad), LDL (lipoproteina de baja densidad), HCT
(homocisteina), APO Al (apolipoproteina Al), X (media), DS (desviacién estandar), S*
(varianza), p (probabilidad segun la prueba de Mann Whitney).

Al comparar el grupo de hiperhomocisteinemicos moderados hipertensos con
su grupo control, se encontré que la poblacién de estudio es mas disperso
con relacion a colesterol, C-HDL, C-LDL, glucosa, urea y Apo Al. El grupo
control es mas disperso en cuanto a triglicéridos y creatinina. Al comparar la

media; el colesterol total, C-HDL, C-LDL, creatinina, urea y Apo Al de los dos
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grupos estan dentro del valor de referencia, y los triglicéridos, glucosa y
homocisteina de el grupo control esta dentro del valor de referencia. En
general la poblacion de estudio presenta una media superior, como se

muestra en la figura 6.

m HIPERHOMOCISTEINEMICOS
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FIGURA 6: Media de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, glucosa, creatinina,
urea, homocisteina y apolipoproteina Al de poblacién hiperhomocisteinemicos moderados
hipertensos y controles sanos.

Mediante la prueba de Mann Whitney se analiz0 si hay diferencia
estadisticamente significativa entre hiperhomocisteinemicos moderados
hipertensos y su grupo control con cada una de las variables de riesgo y se
encontrd diferencia estadisticamente significativa en la glucosa (p=0,004) y la

homocisteina (P=0,005).
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TERCER  GRUPO: HIPERHOMOCISTEINEMICOS  SEVEROS  /
CONTROLES SANOS
Conformado por 6 pacientes hiperhomocisteinemicos severos y 6 controles

sanos del mismo sexo y edad.

COL. TRIGLICERIDOS HDL LDL GLUCOSA CREATININA UREA HCT APO Al
TOTAL M: 35 - 135 >35 2150 60-110 M: 0,6-1,1 15-45 Hasta 14 94-178
<200 H: 40 — 160 mg/dL mg/dL mg/dL H:0,7-1,4 mg/d mg/dL mg/dL
mg/dL mg/dL mg/dL L
PACIENTES
X 140 97,96 27,04 93,36 86,33 0,99 27,5 222,66 61,79
DS
47,49 87,81 3,57 32,95 19,35 0,45 5,08 69,16 32,52
SZ
2255,6 7712,23 12,75 1086,27 374,66 0,20 25,9 4784,33 1058,16
CONTROLES
X 137,8 117,16 44,56 69,80 89,8 1,18 26,8 8,00 153,5
DS
19,4 38,58 17,24 14,58 5,01 0,35 7,56 2,30 20,29
SZ
378,7 1488,56 297,41 212,79 25,2 0,12 57,2 5,31 411,8
p 0,71 0,23 0,02 0,31 0,52 0,46 1 0,03 0,008

TABLA 6: Valores de media, desviacion estandar y varianza de la poblacion
hiperhomocisteinemicos severos y controles sanos. COL. TOTAL (colesterol total), HDL
(lipoproteina de alta densidad), LDL (lipoproteina de baja densidad), HCT (homocisteina),
APO Al (apolipoproteina Al), X (media), DS (desviacién estandar), S? (varianza), p
(probabilidad segun la prueba de Mann Whitney).

Al comparar el grupo de hiperhomocisteinemicos severos con Ssu grupo
control, se encontr6 que la poblacion de estudio es mas disperso con
relacibn a colesterol total, triglicéridos, C-LDL, glucosa, creatinina,
homaocisteina y Apo Al. El grupo control es mas disperso en cuanto a C-HDL,
y urea. Al comparar la media; el colesterol total, los triglicéridos, C-LDL,

glucosa, creatinina y urea de los dos grupos esta dentro del valor de
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referencia. EI C-HDL, la homocisteina y la Apo Al de el grupo control esta
dentro del valor de referencia. Al comparar los dos grupos se encontré que
en general la poblacion de estudio presenta una media inferior, como se

muestra en la figura 7.
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FIGURA 7: Media de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, glucosa, creatinina,
urea, homocisteina y apolipoproteina Al de poblacién hiperhomocisteinemicos severos y
controles sanos.

Mediante la prueba de Mann Whitney se analizd si hay diferencia
estadisticamente significativa entre hiperhomocisteinemicos severos y su
grupo control con cada una de las variables de riesgo y se encontro
diferencia estadisticamente significativa en el C-HDL (p=0,02), homocisteina

(p=0.03) y Apo Al (p=0,008).

A través de la prueba de Kruskal-Wallis se comparo las categorias de riesgo
entre la poblacion de estudio en general sin distincion de moderados o

severos y todos los casos control para contrarrestar la hipotesis de que las
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muestras han sido obtenidas de la misma poblacién, y se encontré diferencia
estadisticamente significativa para la variable colesterol total (p=0,03),
colesterol HDL (p=0,01), colesterol LDL (p=0,01), homocisteina (p=0,0003) y
Apo Al (p=0,004).

Se analizo la relacion entre la hiperhomocisteinemia severa y moderada y los
niveles de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos,
glucosa, creatinina, urea y apolipoproteina Al con el fin de encontrar si la
hiperhomocisteinemia se asocia o no con el factor de riesgo mediante la
prueba exacta de Fisher. Se encontré asociacion de la hiperhomocisteinemia

con la glucosa (p=0,05) y Apo Al (p=0,02).
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8. DISCUSION

En los ultimos afios la hiperhomocisteinemia ha sido relacionada con la
aterogenesis. Sin embargo hasta el momento no se ha dilucidado en forma
clara cual es la relacion de la homocisteina en la patologia vascular. Varios
mecanismos han sido propuestos como, la produccion de especies reactivas
de oxigeno que producen peroxidacion en los lipidos de las membranas de
los vasos sanguineos. Este es el primer estudio que se realiza en Colombia
buscando la relacion entre la hiperhomocisteinemia moderada y severa y
diferentes factores de riesgo aterogenico. En este trabajo se encontré que la
concentracion media de colesterol LDL, creatinina y urea aun cuando se
encontraron dentro del rango normal, mostraron niveles mas altos en los
hiperhomocisteinemicos moderados no hipertensos al comparalos con el
grupo control, sin embargo la diferencia no fue estadisticamente significativa.
En el grupo de los hiperhomocisteinemicos moderados hipertensos la
concentracion media de triglicéridos y urea se encontraron dentro del rango
normal, mostraron niveles mas altos al compararlos con el grupo control. Se
encontré diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de
glucosa entre los dos grupos. Mientras que en el grupo de los
hiperhomocisteinemicos severos se encontré que la concentracion media de
colesterol LDL y urea aun cuando se encontraron dentro del rango normal,
mostraron niveles mas altos al comparalos con el grupo control. Los niveles

de C-HDL y la concentracién de Apo Al en el grupo de pacientes fueron mas
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bajos al compararlas con el grupo control. Es bien conocido que los bajos
niveles de C-HDL estan asociados con la patologia vascular, dado que la
lipoproteina HDL transporta el colesterol desde las células periféricas al
higado para su eliminacion mediante el transporte reverso del colesterol,
ademas la lipoproteina HDL esté involucrada en la entrega de colesterol a los
tejidos esteroidogénicos (glandula suprarrenal, ovarios y testiculos). (Liao y
col, 2007), encontrar estos niveles bajos en el grupo de estudio datos
similares a los reportados por Liao y col (2007), indicando que puede existir
un efecto potenciador de la homocisteina con la aterogenesis a traves de
su relacion con la baja formacién de la lipoproteina protectora C-HDL. La
razén por la cual niveles aumentados de homocisteina disminuyen la
concentracion de la lipoproteina HDL se explicaria por el efecto de ésta
sobre la expresion de la Apo Al. Los resultados de este trabajo muestran
niveles disminuidos de Apo Al activador de la enzima lecitina-colesterol
aciltransferasa (LCAT) catalizador importante para la esterificacion de la
lipoproteina HDL apoyan la propuesta, sugiriendo que puede existir una
tendencia hacia la aterogenesis probablemente relacionada con la
hiperhomocisteinemia que tienen estos pacientes.

Mediante la prueba de Fisher se encontr6 asociacion entre la
hiperhomocisteinemia y los niveles de glucosa. La hiperglicemia es
considerada un factor de riesgo no clasico para el desarrollo de
aterosclerosis. Una parte de la relacion se explica por, la asociacion de la

diabetes mellitus 2 con otros factores de riesgo comunes como la edad
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avanzada, la hipertensién, la obesidad y el descenso de C-HDL. Es posible
gue otros factores de riesgo también puedan contribuir a la asociacion como
es el caso de la hiperhomocisteinemia. Es interesante conocer si existe
hiperhomocisteinemia en poblacién diabética y si la relacion entre la
presencia de este factor de riesgo en esta poblacidn se establece a través de
la disminucion de la concentracion de C-HDL y en consecuencia el aumento

del riesgo aterogenico observado en estos pacientes.
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9. CONCLUSIONES

Se describieron los valores de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicéridos, glucosa, creatinina, urea, homocisteina, apolipoproteina A-1 y
homocisteina en los pacientes hiperhomocisteinemicos severos y moderados
y en los individuos del grupo control y se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre los hiperhomocisteinemicos moderados

hipertensos con los niveles de glucosa y niveles de homocisteina.

Se encontré que los hiperhomocisteinemicos severos mostraron niveles

bajos de C-HDL y Apo Al.

En esta investigacion se encontrd asociacion entre la hiperhomocisteinemia,

los niveles de glucosa y los niveles de Apo Al.

En el grupo de pacientes hiperhomocisteinemicos severos se encontraron
niveles disminuidos de Apo Al y C-HDL que apoyan la hipdtesis que es a
través de esta relacion que la homocisteina conduce a la produccion de los

ateromas.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar estos ensayos con un tamafio de muestra y clasificacion por género

y edad méas amplio.

Estudiar la relacién entre la hiperhomocisteinemia y la glucosa.

Seguir investigando el efecto potenciador de la homocisteina en la

aterogenesis a traves de su relacibn con la baja formacion de la

lipoproteina C-HDL.
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