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INTRODUCCIÓN

La homocistinuria fue descubierta en 1962 por Carson y Neill
al estudiar las alteraciones bioquímicas que causaban un
daño cerebral en un grupo de pacientes pediátricos con retra-
so mental. Describieron dos casos que presentaban hallazgos
similares y muy característicos entre los que se encontraban
retraso mental severo, crisis epilépticas, subluxación del cris-
talino y pelo quebradizo de crecimiento anormalmente lento.
Los estudios bioquímicos permitieron descubrir que el ami-

noácido implicado, en este error congénito del metabolismo,
era la homocisteína (1) (hcy). El seguimiento posterior de
este tipo de pacientes mostró la aparición de oclusiones vas-
culares graves, conduciendo a la muerte a un 50% de ellos
antes de los 30 años, y que la base bioquímica de la forma
más frecuente de la enfermedad es el déficit de cistationina
–beta-sintetasa (2) (CBS).

La observación inicial que relacionó la concentración plas-
mática de homocisteína y la enfermedad vascular, fue realiza-
da en 1969 por McCully. En el estudio post-morten de un
paciente diagnosticado de homocistinuria, por un defecto enzi-
mático del metabolismo de la cobalamina, encontró una arte-
riosclerosis de severidad comparable a la de la homocistinuria
clásica. La elevada concentración plasmática de homocisteína,
común en ambas entidades, indujo a McCully a desarrollar una
nueva teoría sobre el origen de la arteriosclerosis, en la que
proponía como inductor principal de la misma a la homociste-
ína o a alguno de sus derivados (2).

ARTÍCULO ORIGINAL Química Clínica 2005; 24 (1) 41-45

Departamentos de Bioquímica Clínica y 1Hematología. Hospital Ramón y Cajal.
Madrid.
2Centro de Diagnóstico de Enfermedades Moleculares. Madrid.

* Este trabajo corresponde a una comunicación científica presentada y premiada
en el 15th IFCC-FESCC European Congress of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine y el XXII Congreso de la Sociedad Española de Bioquímica
Clínica y Patología Molecular, celebrados en Barcelona del 1 al 5 de junio de
2003.

Resumen
Objetivo: Analizar la relación entre la concentración plasmática de la homocisteína (hcy) y los diferentes genotipos de la Metilen-
tetrahidrofolato reductasa MTHFR (CC, CT, TT) en los pacientes con enfermedad vascular.

Métodos: El estudio incluyó a 46 pacientes de edad media 52 años (intervalo=21-81). Se dividieron en 4 grupos: genotipo TT o «no
TT» (CC o CT), y las concentraciones de homocisteína altas o fisiológicas (valor discriminante=12 µmol/L). Las concentraciones de
homocisteína plasmática fueron analizadas por inmunoanálisis de fluorescencia polarizada FPIA (IMX®) y los genotipos de la
MTHFR por PCR a tiempo real.

Resultados: De entre los 25 pacientes con las concentraciones de homocisteína plasmática elevadas, el 40% (10 pacientes) pre-
sentaron el genotipo TT, mientras que el resto presentaron el genotipo «no TT». Por otro lado, 6 pacientes de entre los 21 con las
concentraciones fisiológicas de homocisteína plasmática (29%) fueron homocigotos para el alelo T, mientras que los restantes 15
fueron CC o CT. No se encontraron unas diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (prueba de Chi-cuadrado:
P=0,418).

Discusión y conclusiones: En este estudio no hubo una correlación significativa entre el genotipo TT y las concentraciones ele-
vadas de la homocisteína plasmática, lo que puede ser debido al pequeño tamaño muestral.

Palabras clave: Homocisteína, metilentetrahidrofolato reductasa, enfermedades vasculares.

Summary. Study of the C677T polymorphism and plasma homocysteine levels
Objective: To analyze the relationship between plasma homocysteine (Hcys) levels and the different MTHFR genotypes (TT, CT, CC)
in patients with vascular disease.

Methods: The study included 46 patients, average age=52 yrs (range=21-81). We divided them into 4 groups: TT or «non TT» (CC
or CT) genotype, and high or normal hcys levels (cut-off=12 µmol/L). Plasma hcys levels were analysed by FPIA (IMX®) and
MTHFR genotypes by real-time PCR.

Results: Among the 25 patients with high plasma Hcys levels, 40% (10 patients) had TT genotype, while 15 patients (60%) had
«non TT» genotype (CC, CT). On the other hand, 6 patients out of the 21 with normal plasma hcys levels (29%) were homozygous
for the T allele, while the other 15 (71%) were CC or CT. No significant statistical differences between these two groups of patients
were found with the Chi-square test (P=0.418; alfa=0.05). Cut-off= 12 µmol/L.

Discussion and conclusions: In this preliminary study we have not found a correlation between the TT genotype and high plas-
ma Hcy levels, probably due to the small sample size.

Key words: homocysteine, methylenetetrahydrofolate reductase, vascular diseases.
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La homocisteína es un aminoácido, no esencial, que se
caracteriza por la presencia de un grupo sulfhidrilo (-SH) que
le confiere una elevada reactividad. Proviene de la degrada-
ción de la metionina, y su catabolismo puede tener lugar por
dos vías: la transulfuración y la remetilación. En la vía de la
transulfuración la homocisteína es transformada en cistationi-
na por la acción de la enzima cistationina B sintetasa (CBS),
dependiente de vitamina B6. En la vía de la remetilación, la
homocisteína se recicla a metionina por acción de la 5-metil-
tetrahidrofolato-homocisteína-S-metiltransferasa (MTRR). Es
la 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (5,10-MTHFR) la
encargada de mantener unas concentraciones adecuadas de 5-
metiltetrahidrofolato, co-sustrato de la MTRR, para que pueda
tener lugar la reacción (figura 1).

Actualmente sabemos que las concentraciones de homocis-
teína en sangre están condicionadas por diversos factores entre
los que destacan los factores genéticos y los dietéticos, el esti-
lo de vida y determinados fármacos.

Dentro de los factores genéticos están cobrando mucha
importancia algunas de las variantes polimórficas de tipo pun-
tual (SNP, single nucleotide polymorphism) que existen en los
genes que codifican algunas de las enzimas implicadas, direc-
ta o indirectamente, en el ciclo metabólico de la homocisteína.
Entre los más relevantes encontramos: MTHFR (Metilentetra-
hidrofolato reductasa) 677 C>T, MTHFR 1298 A>C, MTRR
(metionina sintasa ) 66 A>G y la GPCII (gen de la glutamato-
carboxipeptidasa II) 1560 C>T.

Centrándonos en la MTHFR 677C>T, que ha sido el poli-
morfismo que hemos estudiado, cabe destacar que es una

variante termolábil de la enzima, que fue descubierta por
Kang en 1988 y que se distingue por su baja actividad espe-
cífica y por su sensibilidad al calor. Se sugirió que esta varian-
te era heredada de forma autosómica recesiva y que estaba
presente en el 5% de la población general y en el 17% de los
pacientes con enfermedad coronaria (3). Fue Frosst, en 1995,
el que identificó la sustitución de C por T en el nucleótido 677
como responsable de la MTHFR termolábil (4). Esta muta-
ción da lugar al cambio de una citosina por una timina lo que
conlleva la sustitución de una alanina por una valina en esta
enzima. La mayoría de los estudios realizados hasta el
momento asocian el genotipo TT con un aumento de las con-
centraciones de homocisteína en sangre en aquellos indivi-
duos con las concentraciones de folato bajas (3,5-7) aunque
discrepan de si este aumento confiere o no un incremento de
riesgo cardiovascular (5,7). Existe un estudio contradictorio
que afirma que es el genotipo homocigoto opuesto, CC, junto
con las bajas concentraciones de folato el que se asocia con el
riesgo de tromboembolismo y, afirma, que el genotipo
MTHFR C677T modula el riesgo trombótico relacionado con
el folato, independientemente de las concentraciones de
homocisteina (8).

Otros factores que condicionan las concentraciones de
homocisteína en la sangre son los factores dietéticos y el
estilo de vida. Según el «Hordaland homocysteine study» la
ingesta de folatos y el consumo de café y/o tabaco son los
principales determinantes de las concentraciones de homo-
cisteína en la población sana. (9) En cuanto a los fármacos,
es conocido que algunos antiepilépticos como la fenitoína
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(10) y/o algunos antifolínicos como el metotrexato (11)
interfieren con las concentraciones de homocisteína, aumen-
tándolas.

Actualmente, existe una gran controversia sobre el signifi-
cado de la elevación de la homocisteína en plasma en relación
con la aterosclerosis. No está claro si el aumento de homocis-
teína es por sí misma un factor de riesgo para la aterosclerosis,
si potencia el riesgo asociado a otros factores como el tabaco,
la hipertensión arterial, la hipercolesterolemia…o si es una
consecuencia y no una causa de la misma (7). Los resultados
de los estudios caso-control y los prospectivos han demostra-
do que un incremento de 5 µmol/L en las concentraciones de
la homocisteína están asociados a un incremento mayor del
50% en el riesgo de enfermedad vascular aterosclerótica (9).
Por todo ello, es necesario llevar a cabo estudios poblaciona-
les que nos permitan aclarar estas dudas y obtener datos con-
cluyentes sobre la relación entre la homocisteína y los poli-
morfismos genéticos de las enzimas relacionadas con el ciclo
metabólico de la misma.

El objetivo de este estudio ha sido determinar si existe una
relación entre el polimorfismo MTHFR C677T con las con-
centraciones de homocisteína plasmática en los pacientes con
una enfermedad vascular.

MATERIAL Y MÉTODOS

Población de estudio. El grupo estuvo compuesto por pacien-
tes afectos de enfermedad vascular procedentes de los Servi-
cios de oftalmología, neurología y hematología del hospital
Ramón y Cajal. Los pacientes fueron seguidos en una única
consulta centralizada en el último Servicio citado. De todos
ellos se obtuvo el consentimiento informado.

El grupo de estudio estuvo compuesto por 46 pacientes con
enfermedad cardiovascular (26 mujeres y 20 hombres) con una
edad media de 52 años (intervalo= 21-81). Las diferentes pato-
logías que presentaron fueron: 10 pacientes NOINA (neuropa-
tía óptica isquémica no arterítica), 10 pacientes TVP (trombo-
sis venosa profunda) y/o TEP (tromboembolismo pulmonar),
16 pacientes ACV (accidente cerebro-vascular), 1 paciente
AIT (accidente isquémico transitorio), 1 paciente ACVA +
NOINA.

En el momento de la extracción de la muestra y durante los
24 meses anteriores ningún paciente había estado en trata-
miento con vitaminas y/o folatos. Así mismo, fueron excluidos
del estudio todos aquellos que estaban en tratamiento con
alguno de los fármacos que alteran las concentraciones de
homocisteína: antiepilépticos (11), metrotrexate, isoniazida
(12) etc.

Especímenes de sangre. La extracción de sangre se realizó
tras un mínimo de 10-12 horas de ayuno, por venopunción
cubital y con aplicación de torniquete. Las muestras se reco-
gieron en tubos de 5 mL con heparina de litio como anticoa-
gulante (Vacutainer®). Después de la extracción se mantuvie-
ron en el hielo hasta su centrifugación (Centrífuga: Kubota
5900®) siempre antes de 60 minutos, en frío, a 3.500 r.p.m
durante 10 minutos y se separaron en dos alícuotas, una de
plasma y otra de células que fueron congeladas a –20 ºC y –70
ºC, respectivamente, hasta su posterior procesamiento. El
plasma fue utilizado para la determinación de las concentra-
ciones de la homocisteína total y las células para el polimor-
fismo de la MTHFR C677T.

Métodos de laboratorio. Las concentraciones de homocisteí-
na fueron determinadas en plasma mediante inmunoanálisis de
fluorescencia polarizada con anticuerpos monoclonales y un
trazador específico (FPIA, IMx homocysteine Assay, Axis
Biochemical ASA, Oslo, Norway) utilizando un analizador
IMX® (Abbott Diagnostics, Abbot Park,IL). Se determina la
homocisteína total ya que la homocisteína unida y el disulfuro
de homocisteína son transformados a homocisteína libre que a
su vez es convertida enzimáticamente a S-adenosil-L-homo-
cisteína (SAH), que es el producto finalmente detectado por el
sistema.

Este método ha sido comparado con cromatografía líquida
de alta resolución con estándar interno y se ha obtenido una
correlación excelente hasta 50 µmol/L de t-homocisteína (12).

El valor discriminante establecido, para la homocisteína
total en nuestro laboratorio, es de 12 µmol/L. Valor obtenido
en un estudio realizado previamente en la población de
Madrid. (datos no presentados).

Para la determinación del polimorfismo MTHFR C677T se
optimizó una metodología, aplicable a otros SNPs, que nos ha
permitido obtener los resultados de una forma más rápida y
fiable. Se utilizó ADN genómico extraído de leucocitos de
sangre periférica utilizando los métodos estándar. La técnica
utilizada fue PCR a tiempo real y detección simultanea por
discriminación alélica utilizando el análisis de las temperatu-
ras de «melting» (desnaturalización del ADN) y la energía
conocida como FRET (fluorescente resonante energy transfer
donor). Esta técnica se realizó en un light-cycler®, Roche®.
Los cebadores utilizados fueron: 5’ CGA AGC AGG GAG
CTT TGA GGC TG 3’y 5’ AGG ACG GTG CGG TGA GAG
TG 3’ y las sondas MTHFR F TGA CCT GAA GCA CTT
GAA GGA GAA GGT GTC–FL y MTHFR-640 CGG GAG
CCG ATT TCA TCA T–PH. Cuarenta y cinco ciclos (95 ºC
durante 10s, 55 ºC durante 10s, 72 ºC durante 15 s) se utiliza-
ron para amplificar el producto. La discriminación alélica se
hizo gracias a las diferentes Tm (temperaturas de «melting»)
de ambos alelos. Como se observa en la gráfica, los individuos
homocigotos aparecen como un solo pico a su Tm correspon-
diente, 54 ºC los TT y 62 ºC los CC. Los individuos heteroci-
gotos aparecen como dos picos, a 54 ºC y 62 ºC.

ANALISIS ESTADÍSTICO

Con el objetivo de comparar la media de los valores de homo-
cisteína entre el grupo con genotipo TT y el grupo con un
genotipo «no TT» se aplicó la prueba de Levene para la igual-
dad de varianzas.

La relación entre el genotipo TT y «no TT» y tener la con-
centración de homocisteína por encima ó por debajo del valor
discriminante se estudió mediante la prueba de la Chi-cuadra-
do de Pearson.

RESULTADOS

La distribución de los genotipos para la MTHFR C677T, en
función del sexo, resultó ser aleatoria. De los 20 hombres siete
de ellos resultaron homocigotos para el genotipo TT al igual
que nueve de las 26 mujeres.

En la tabla I se reseñan los valores de homocisteína en plas-
ma de acuerdo con el genotipo. Debido al bajo número de
pacientes, para incrementar la solidez del estudio estadístico,
agrupamos a los individuos con los genotipo TC y CC en un
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mismo grupo (no TT). No teniendo en cuenta, por el mismo
motivo, la diferencia por sexo. Podemos observar que la media
de las concentraciones de homocisteína en ambos grupos, TT
y no TT fue muy similar (P= 0,798).

La distribución de los genotipos en función de las concen-
traciones de homocisteína, tomando como valor discriminante
12 µmol/L, se muestra en la tabla II. Podemos observar que la
media de las concentraciones de la misma en el grupo de los
25 pacientes con concentraciones elevadas de homocisteína
fue de 17,28 µmol/L (intervalo= 12,07-49,93 µmol/L). En el
grupo de pacientes con concentraciones fisiológicas de homo-
cisteína la media fue de 9 µmol/L (intervalo= 5,01-11,86
µmol/L). En cuanto al genotipo encontramos que 10 pacientes
(40%) de los 25 con homocisteína elevada fueron homocigo-
tos para el alelo T frente a los 6 pacientes (29%) de los indivi-
duos con unas concentraciones fisiológicas.

De los 16 pacientes con el genotipo TT el 62% presentaron
concentraciones de homocisteína por encima del valor discri-
minante (12 µmol/L). Dentro del genotipo «no TT» la distri-
bución en función de las concentraciones de homocisteína fue
del 50%. Estos resultados no son estadísticamente significati-
vos (prueba de Chi-square P= 0,418). (Tabla III)

DISCUSIÓN

En este estudio preliminar no se pudo demostrar una asocia-
ción entre el genotipo TT y las concentraciones elevadas de
homocisteína en plasma, lo que puede ser debido al pequeño
tamaño muestral. Sin embargo, hemos observado un incre-
mento en la frecuencia del genotipo TT (35%) en nuestros
pacientes con enfermedad vascular comparado con el del estu-
dio previo en la población española control (16%), lo que nos
permite especular acerca de la existencia de alguna relación
entre este polimorfismo y la patología cardiovascular (7).

Es posible que el análisis de un grupo mayor de pacientes y
el estudio complementario de otros SNPs de genes relaciona-
dos con el metabolismo del folato, pudiera arrojar luz sobre la
base genética de la elevación de la homocisteína y su posible
asociación con la enfermedad cardiovascular en nuestra pobla-
ción. Actualmente se está estudiando otro polimorfismo en esta
misma enzima, el A1298C. Los datos obtenidos hasta la fecha
demuestran que este polimorfismo es altamente prevalente y
similar, en su frecuencia, al C677T aunque parece ser que, de
forma aislada, no afecta a las concentraciones de homocisteína
(13,14). Algunos estudios afirman que los individuos dobles
heterocigotos para esta enzima 677CT/1298AC, presentan con-
centraciones de homocisteína significativamente elevadas sin
embargo, según otras investigaciones este polimorfismo no
parece afectar al metabolismo de la misma (15). Por todo ello,
es necesario llevar a cabo estudios en amplios grupos de pobla-
ción y teniendo en cuenta diferentes SNPs, que nos permitan
aclarar la relación de la homocisteína con la aterosclerosis y los
procesos trombóticos.

Además será necesario tener en cuenta las concentraciones
de folatos y cobalamina que se encuentran íntimamente rela-
cionadas con el ciclo metabólico de la homocisteína y que,
probablemente, condicionan sus concentraciones plasmáticas.
Algunos estudios demuestran que el genotipo TT de la
MTHFR C677T está relacionado con elevadas concentracio-
nes de homocisteína particularmente cuando los folatos son
bajos (6) mientras que otros afirman que el déficit de cobala-
mina incrementa la susceptibilidad de un aumento de homo-
cisteína en sangre en los portadores del polimorfismo (16).
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Tabla I. Concentraciones de homocisteína en plasma 
en los pacientes trombosados en función del genotipo
MTHFR 677 C>T.

GENOTIPO

TT NO TT

Media ± DS (µmol/L) 13,89 ± 5,2 13,32 ± 7,98
Mediana (µmol/L) 14,27 11,97
Minimo-máximo (µmol/L) 6,17-26,33 5,01-49,93
P10 8,26 7,8
P90 19,7 18,2

MTHFR= Metilentetrahidrofolato reductasa

Tabla III. Distribución de las concentraciones 
de homocisteina en función de los genotipos.

GENOTIPO

CONCENTRACIONES 
DE HOMOCISTEÍNA TT NO TT

Elevadas 10 (62%) 15 (50%)
Fisiológicas 6 (38%) 15 (50%)
n 16 30

n= número de pacientes

Tabla II. Distribución de los genotipos en función de las concentraciones de la homocisteína tomando como valor  
discriminante 12 µmol/L 

HOMOCISTEÍNA GENOTIPO n

CONCENTRACIONES MEDIA INTERVALO TT NO TT
(µmol/L) (µmol/L) (µmol/L)

> 12,00 17,28 12,07-49,93 10 (40%) 15 (60%) 25
<12,00 9,00 5,01-11,86 6 (29%) 15 (71%) 21

n= número de pacientes
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