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RESUMEN

Introduccion. La homocistinuria es
un error innato del metabolismo causa-
do por deficiencia de algunas de las
enzimas que intervienen en el
catabolismo de la metionina, entre és-
tas la metiltetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) o la cistationina b sintasa
(ChS). La deficiencia de ChS es el defec-
to bioquimico mds comun para esta
enfermedady se han descrito 104 mu-
taciones en esta enzima.

Objetivo. Establecer una aproxima-
cion diagnostica para la homocis-
tinuria.

Material y métodos. Cuantificacion
de metioninay de homocisteina total en
plasmay confirmacion del defecto bio-
quimico que ocasiona la enfermedad en
siete pacientes colombianos identifica-
dos clinicamente como homocistiniricos.

Resultados. La confirmacion del de-
fecto bioquimico se demuestra por
cuantificacion de la actividad de las
enzimas estudiadas, siendo normal
parala MTHFR en linfocitos mientras
que la CbS extraida del cultivo de
fibroblastos de estos pacientes fue defi-
ciente, al compararla con los controles.

Conclusiones. Se establece un proto-
colo de estudio para pacientes con esta
alteracion bioquimica presente en nues-

tra poblacion. Se adelantan estudios
paraestablecer la causa molecular de
esta enfermedad en Colombia (Acta
Neurol Colomb 2003, 19: 63-68).
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SUMMARY

Introduction. The homocysteinuria
is an inherited metabolic disease caused
by deficiency of some of the enzymes that
work in the catabolism of methionine,
such as methylenetetrahydrofolate reduc-
tase (MTHFR) or cystathionine b syn-
thase (CbS). The CbS deficiency is the
most common biochemical defect found
Jfor this disease and 104 mutations have
been found for this enzyme.

Objetive. To establish a diagnostic
pathway for homocystinuria.

Materials and methods. methion-
ine and homocysteine total quantifica-
tion in plasma, and the biochemical
defect was confirmed for seven Colom-
bian patients clinically identified be-
fore as homocyteinurics.

Results. The biochemical defect con-
firmation was done by studied enzyme
activity quantification that was nor-
mal for MTHFR in lymphocytes, while
Jfor the extracted CbS from patient s fi-
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broblast culture was deficient when it
was compared with controls.

Conclusion. A study protocol was
established for patients with the bio-
chemical defect that has demonstrated
being present in our population. Cur-
rent studies are looking for the molecu-
lar cause for this disease in Colombia.
(Acta Neurol Colomb 2003; 19: 63-
68).

Key words: homocystinuria,
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INTRODUCCION

La homocistinuria es un error
mnato del metabolismo (EIM) des-
crito por primera vez por Carson
en 1962 (1); ocasionado con ma-
yor frecuencia por la deficiencia
de la enzima cistationina b sintasa
CbS (MIM No. 236200), esta enzi-
ma interviene en el catabolismo
del aminoacido esencial conocido
como metionina. La CbS es depen-
diente del cofactor fosfato de
piridoxal (PLP) y condensa la
serina con la homocisteina para
producir cistationina en un paso
irreversible en el proceso de
transulfuracion de la metionina
(2). Esta enfermedad se hereda de
forma recesiva autosomica (3). La
deficiencia de esta enzima produ-
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ce una eclevacion de la homo-
cisteina total en plasma, excrecion
de homocisteina en orina, eleva-
dos niveles de metionina en plas-
ma y niveles disminuidos de
cistationina y de cisteina. Las ma-
nifestaciones clinicas de la deficien-
cia de la CbS son variadas: hay di-
ferentes sistemas del organismo
afectados como son: ocular (seve-
ra miopia y ectopia lentis), esquelé-
tico (osteoporosis, escoliosis, habi-
tos marfanoides), vascular (arte-
rioesclerosis prematura) y nervio-
so central (retardo mental, con-
vulsiones y trastornos psiquiatricos)
(4). Se estima en poblacion blanca
una frecuencia para la deficiencia
de CbS entre 1:20,500 y 1:355,000

(4).

El diagndstico se realiza con el
cuadro clinico: subluxacion del
cristalino, alteraciones esqueléticas,
dismorfias, enfermedad cerebro-
vascular temprana con hemiparesia
secundaria, retardo mental, o tras-
tornos del aprendizaje; los estudios
iniciales se realizan mediante la
identificacion de metabolitos en
orina utilizando nitroprusiato de
sodio y de plata, separacion de
aminoacidos en orina y en plasma
por cromatografia en capa fina,
con posterior cuantificacion de
aminoacidos y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de
masas. La cuantificacion de la CbS
en cultivo de fibroblastos permite
confirmar el defecto en homoci-
gotos pero no permite discriminar
heterocigotos (5).

El tratamiento se realiza con la
administracion de vitamina B6 pre-
cursor del PLP (6). Algunos pa-
cientes responden al tratamiento
disminuyendo las concentraciones
plasmaticas de homocisteina y me-
jorando su condicion clinica, mien-
tras que en otros casos los resulta-
dos del manejo no son eficaces;
aquellos pacientes que no respon-
den a la piridoxina por lo general
estan mas afectados y pueden tra-
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tarse con combinaciones de acido
folico, hidroxicobalamina o betai-
na para estimular la remetilacion
de la homocisteina a metionina.

La diversidad clinica y la dife-
rencia en las respuesta a la piri-
doxina sugieren diversidad gené-
tica en la deficiencia de CbS (7).

La CbS es un homotetramero
formado por subunidades de 63
Kda, cada una esta unida a dos
sustratos, ¢l fosfato de piridoxal y
la adenosilmetionina; el polipép-
tido tiene 551 aminoacidos (8). El
gen ha sido mapeado en el cro-
mosoma 21q22.3 (9). Tiene 28.046
nucleotidos y 23 exones. La protei-
na es codificada por los exones 1 al
14 y el 16; alternativamente el 15
codifica 14 aminoacidos incorpo-
rando en algunos mRNA de CbS
humana y el polipéptido que con-
tiene este exon no ha sido detecta-
do en varios tejidos humanos. Se
han identificado aproximadamen-
te 104 mutaciones en el gen de la
CbS (10, 11).

En el presente estudio se realiza
una aproximacidon al diagndstico
de homocistinuria basado en las
manifestaciones clinicas, y la rela-
cion con un caso indice en una
familia, seguido de prucbas
bioquimicas que han permito con-
firmar el defecto metabdlico.

Este es el primer trabajo que
hace una descripcion de pacientes
con diagndstico de homocistinuria
en Colombia.

MATERIAL Y METODOS

Caso 1 SR. Escolar masculino
de sicte afios al diagndstico. Pro-
cedente del departamento de
Antioquia. Fruto del primer em-
barazo de curso normal. Padres
no consanguineos. Parto prolon-
gado, espontanco. Con retardo en
el desarrollo psicomotor, inicid
sedestacion a los seis meses, gateod

a los 14, inicio lenguaje a los cua-
tro afios. Presentd estatus epilépti-
co y posteriormente epilepsia focal
de 16bulo frontal, siendo las crisis
de dificil manejo. Luxacion del
cristalino; posteriormente, pérdi-
da del lenguaje y marcha. Como
antecedentes familiares tiene una
hermana con desarrollo psico-
motor, pondoestatural y estudios
bioquimicos normales, la madre
refiere dos sobrinas con dificul-
tades en el aprendizaje. Los abue-
los vy una tia materna muestran
valores moderadamente aumen-
tados de homocisteina. Como tra-
tamiento recibe acido valproico,
clobazan y piridoxina 1.000 mg
al dia.

Caso 2 JSR. Paciente del sexo
masculino con cinco afios al diag-
nostico. Procedente del departa-
mento de Antioquia. Fruto del 5°
embarazo, fallecid a los nueve afios
de falla cardiaca. Embarazo nor-
mal. Padres no consanguineos. Par-
to prolongado; con retardo en el
desarrollo psicomotor inicid
sedestacion a los seis meses, gateo
a los 14 meses; marcho con apoyo
a los seis afios. Retardo del lengua-
je. Presentd estatus epiléptico, se-
guido de crisis convulsivas de difi-
cil manejo. Muy inquiecto. Amau-
rosis unilateral. Fue remitido a la
unidad de metabodlicas con diag-
ndstico inicial de sindrome de
Lennox Gastaut; tenia cinco her-
manos aparentemente sanos, una
de ellas con estrabismo y fondo de
ojo normal. Un sobrino de la ma-
dre tiene una miopia importante y
problemas de aprendizaje.

Caso 3 SCT. Escolar de sexo fe-
menino al diagnostico con 12 afios
de edad. Procedente del departa-
mento de Cundinamarca. Fruto del
primer embarazo, controlado. Pa-
dres consanguineos. Parto por
cesareca. Desarrollo psicomotor
adecuado, inicidé marcha a los 14
meses. A la edad de seis afios se le
hace diagnostico de miopia y astig-
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matismo. Cursa un afio de bachi-
llerato. Tiene una hermana con
desarrollo psicomotor, pondo-
estatural y estudios bioquimicos
normales. Como tratamiento reci-
be acido folico 30 mg/dia y
piridoxina 1.000 mg al dia.

Caso 4 AH. Escolar masculino
con nueve afios al diagndstico. Pa-
dres no consanguincos. Es herma-
no del caso 5. Procedente del de-
partamento de Caldas. Fruto del
segundo embarazo. Como antece-
dentes familiares, varios miembros
de la familia han muerto por pro-
blemas vasculares. Retardo del de-
sarrollo psicomotor. Presentado
luxacion bilateral del cristalino.
Miope, de talla alta y caracteristi-
cas marfanoides y con diagnostico
de epilepsia. Asiste a educacion es-
pecial. Electrocardiograma ritmo
sinusal normal, TSGO, TSGP y
fosfatasa alcalina, colesterol y
triglicéridos normales. Tiempo de
protrombina y tiempo de trombo-
plastina normales. Electroencefa-
lograma anormal. Recibe trata-
miento con acido félico 30 mg/
dia, piridoxina 1.000 mg al dia y
acido valproico.

Caso 5 SH. Escolar masculino
de 16 afios de edad al diagnostico.
Procedente del departamento de
Caldas. Fruto del primer embara-
70, padres no consanguinecos. Her-
mano del caso 4. Embarazo y parto
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normales, gated a los ocho meses,
camind a los 14 meses. Retardo en
el desarrollo del lenguaje. Prime-
ros afios escolares con muchas di-
ficultades, perdié 6° y 7° grados.
Tiene buenas relaciones sociales a
pesar de ser un poco timido. Talla
alta, con caracteristicas marfa-
noides, Estudiante de regular ren-
dimiento con déficit de atencidn,
problemas de aprendizaje, en la
actualidad cursa grado once. Tra-
tamiento: 30 mg de acido fdlico y
piridoxina 1.000 mg al dia

Caso 6 LT. Paciente de sexo mas-
culino, con sicte afios de edad al
diagnostico. Procedente del depar-
tamento de Caldas. Hijo de padres
no consanguineos. Fruto del pri-
mer embarazo. Ha presentado
luxacion bilateral del cristalino,
retardo en el desarrollo psicomotor
y talla alta. Asiste a educacion es-
pecial. No refiere antecedentes fa-
miliares. Tratamiento: acido fdlico
30 mg/dia y piridoxina 1.000 mg
al dia.

Caso 7 JGB. Escolar masculino
con 10 afos al diagnostico. Proce-
dente del departamento de
Antioquia. Embarazo normal, par-
to normal. Se sentd a los siete me-
ses, camino a los 14. Dijo las pri-
meras palabras a los ocho meses.
Present6 luxacion bilateral del cris-
talino. Talla alta, asistid a educa-
cion especial. Actualmente traba-

ja, en ocasiones manifiesta trastor-
nos del comportamiento. Trata-
miento: piridoxina 1.000 mg al dia

ANALISIS BIOQUIMICO

La identificacion de metionina
y de sus metabolitos (homocis-
teina) se realizd utilizando la téc-
nica de nitroprusiato de sodio y de
plata (12). El aumento de estos
aminoacidos se evidencié por
cromatografia en capa fina. Los
acidos organicos fueron estudiados
por cromatografia de gases acopla-
da a espectrometria de masas (13).
La cuantificacion de homocisteina,
metionina y cisteina fue medida
en un analizador de aminoacidos
(14), la actividad de la CbS se reali-
z6 segun el método utilizado pr
Fawler et al (15) en homogenei-
zados de fibroblastos procedente
de biopsia de piel. La actividad de
la MTHFR se realizé segun el mé-
todo utilizado por Kang et al (16)
en leucocitos de sangre periférica.
La proteina se cuantifico segun el
método utilizado por Lowry et al

(17).
RESULTADOS

Las tablas 1 y 2 muestran las
caracteristicas de los pacientes se-
gun las pruebas de colorimetria y
las cromotografias . La tabla 2 y la
figura 1 muestran los hallazgos en-
zimaticos.

Tabla 1. Aproximacidn biogquimica al diagndstico de un error immato del metabolismo en pacientes colarbianocs.

Paciente Edad al Género  Nitroprusiato Nitrgorusiato Cromatografia Cromatografia
diagnéstico de sodio de plata de aminocadcidos en plasma  de acidos orgdnicos
1 7 M + + Metionina aumentada Normal
2 5 M + + Metionina aumentada Normal
3 12 F + + Metionina aumentada Normal
4 9 M + + Metionina aumentada Normal
5 16 M + + Metionina aumentada Normal
6 7 M + + Metionina aumentada Normal
7 10 M + + Metionina aumentada Normal
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Tabla 2. Niveles de hamocisteira total, metionima, cisteima al diagndstico vy actividad de cistationiam b sintasa (CbS) y
metiltetrahidrofolatorreductasa (MIHFR) en siete pacientes de seis familias colarbianas.

Figma 1. Actividad de QoS en fibrdblastos de pacientes.

DISCUSION

En el presente trabajo se descri-
ben las manifestaciones clinicas
mostradas por los pacientes, que
permiten sospechar la presencia de
un error innato del metabolismo y
la secuencia bioquimica utilizada
para la confirmacion de la homo-
cistinuria en sicte miembros de seis
familias colombianas (Figura 2),
siendo los primeros casos con esta
enfermedad descritos en el pais.
Los fenotipos clinicos van desde el
aparentemente cuadro clinico nor-
mal al severo. Las pruebas colori-

métricas (nitroprusiato de sodio y
de plata) y la cromatografia de ami-
noacidos evidenciaron la presen-
cia de metionina y de metabolitos
de ésta (homocisteina y homocis-
tina). La cuantificacion de amino-
acidos mostro un aumento en la
concentracion de metionina y de
homocisteina lo cual corresponde
a una homocistinuria, por deficien-
cia funcional de la enzima CbS
(18), de la MTHFR (19) de la
metilmalonil-CoA mutasa, o la me-
tiltetrahidrofolato—homocisteina
metiltransferasa (20, 21), estas ul-
timas por defecto en el metabolis-

Paciente Hois. Total Metionina Cisteima Cbs MTHFR
umoles/L umoles/L umoles/L nmol mol/
cistationiona/h/mg formaldehido/h/mg
proteina proteina
1 399 426 - 0.16 -
2 293 58 - - -
3 242 - 55 0.35 1.54
4 372 432 249 0.41 -
5 231 932 201 0.88 3.22
6 265 - - 0.47 2.38
7 275 816 - -
antroles <10 <35 >269 X 1.73 X 1.63
mo de la cobalamina. En este caso
la homocistinuria viene acompa-
3 ~ . . . ;e
nada de aciduria metilmalonica lo
2.5 cual fue descartado por la croma-
2 tografia de acidos organicos aco-
plado a espectrometria de masas.
1.5
1 Para la confirmacion del defec-
05 to bioquimico se¢ cuantifico la enzi-
' ma metiltetrahidrofolato reductasa
0 - (MTHFR) que mostré valores de
1 3 5 6 Con actividad similar a los controles,
@ Basal WCBS +PLP mie.ntras que la c.uant.ific.acién
radiométrica de cistationina b
sintasa (CbS) en fibroblastos pro-

cedentes de biopsias de piel de es-
tos pacientes fue deficiente al com-
pararla con el grupo control.

En el caso 1 se evidencié un
fenotipo severamente afectado,
tanto clinica como bioquimica-
mente, mostrando 0,16 nmol
cistationina/h/mg proteina (en
los controles =1.73 cistationina/
h/mg proteina) siendo la menor
actividad cuantificada. El pacien-
te menos afectado (caso 5) mos-
tro una actividad de 0,88 nmol
cistationina/h/mg proteina. Los
pacientes 4 y 5 son hermanos y
presentan un cuadro clinico dife-
rente que sc correlaciona con la
actividad enzimatica detectada.
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Figura 2. Diagrame para el diagndstico de paciente oo posible homocistimiria.

Los estudios moleculares que se
adelantan mostraran si la deficien-
cia de la CbS sc debe a la misma
mutacion, con diferente expresion
fenotipica como lo describe Kraus
(22).

La variacion de fenotipos entre
pacientes con igual genotipo de
CbS puede deberse a la depen-
dencia de actividad de la CbS a
otras rutas como la que envuelven
la sintesis de cofactores, como
adenosilmetionina, fosfato de
piridoxal y el grupo hemo (23).

Al tratamiento con dosis farma-
cologicas de fosfato de piridoxal y
acido folico, los pacientes 3, 4 vy 35,
(24) no responden bioquimi-

camente, la concentracion de ho-
mocisteina no disminuye, sin em-
bargo, se registra mejoria clinica.

In vitro la actividad de la CbS de
los pacientes 1, 3, 4 no responde a
la presencia del cofactor PLP,
mientras que en el paciente 5 se
observa un aumento de la activi-
dad enzimatica (Figura 1). In vivo
probablemente el defecto molecu-
lar que produce una estructura ter-
ciaria o cuaternaria defectuosa de
la CbS no le permite realizar un
adecuado acople con el sustrato o
con los cofactores, mientras que el
empleo de condiciones experimen-
tales como pH adecuado, tempe-
ratura Optima y utilizacion de
sustrato sintético proporcionan las

condiciones para un respuesta efi-
ciente de la CbS.

CONCLUSION

La homocistinuria es una pato-
logia prevalente en los departa-
mentos de Antioquia y Caldas, lo
cual amerita un programa de de-
teccion temprana que conduzca a
la identificacion de afectados y por-
tadores e instalacion del tratamien-
to para evitar las secuelas que esta
enfermedad produce(25). Adicio-
nalmente la deteccion de portado-
res es importante por la relacion
que en la actualidad se tienc del
desarrollo de enfermedades vas-
culares asociadas con hiperhomo-
cisteinemia (26).
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