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Introduccion

Disponer de datos sobre la concentracion de vitamina
B;, en suero en nifios es imprescindible para establecer
unos percentiles que permitan realizar comparaciones en-
tre regiones o paises y poder plantear la suplementacion
de la dieta con vitaminas del grupo B como prevencion
secundaria frente a las enfermedades cardiovasculares.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio epidemioldgico descriptivo de tipo
transversal, con el fin de estimar las concentraciones séri-
cas de vitamina B, en la poblacion escolar entre 13 y
15 afios en la Comunidad de Madrid. Se realiz6 una deter-
minacion de folato y vitamina B, en las muestras de san-
gre obtenidas en ayunas. Se determiné el genotipo C677T
de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa por reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR).

Resultados

Las concentraciones medias de vitamina B,, obtenidos
en nuestro estudio fueron de 503 pmol/l; intervalo de con-
fianza del 95 % (IC 95 %) (478-528 pmol/1). La mediana fue
de 471 pmol/l; rango intercuartilico (337-632 pmol/I).

No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas por edad o genotipo C677T. La concentracion séri-
ca de vitamina By, fue significativamente mayor en las mu-
jeres. La prevalencia de valores deficitarios de vitamina B,,
(< 224 pmol/]) fue del 6% en varones y del 4% en mujeres.

Conclusiones

Se presentan valores de referencia de las concentracio-
nes de vitamina B,, sérica en poblacion adolescente. La pre-
valencia de déficit de vitamina B, es mayor en varones.
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SERUM VITAMIN B, LEVELS IN AN ADOLESCENT
POPULATION IN MADRID

Introduction

Serum vitamin B,, concentration levels in children are
essential to establish values in order to compare different
regions or countries, and for considering e the possibility
of supplementing diets with group B vitamins as a sec-
ondary prevention against cardiovascular diseases.

Material and methods

A cross-sectional epidemiological study was carried out
to asses serum vitamin By, levels in school children,
13-15 years of age, in Madrid. Folate and vitamin B,, vita-
min determinations were performed on fasting blood
samples. Genotype C677T of methylentetrahydrofolate re-
ductase (MTHFR) enzyme was determined by PCR.

Results

The mean vitamin B;, level obtained in our study was
503 pmol/l; CI 95 % CI (478-528 pmol/I). The median was
471 pmol/l; interquartile range (IR) (337-632 pmol/I).

No statistically significant differences were found by age
or C677T genotype for MTHFR. Serum vitamin By, concen-
trations were significantly higher in females. Prevalence
of vitamin B,, deficiency (< 224 pmol/l) was 6% in males
and 4% in females.

Conclusions

Reference values for serum vitamin B,, concentrations
in an adolescent population are presented. Prevalence of
vitamin B,, deficiencies is higher in males.
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INTRODUCCION

Diversos estudios epidemioldgicos han comprobado
que a medida que avanza la edad, las concentraciones de
vitamina By, disminuye en la poblacion generall2, La vi-
tamina By, se obtiene a través de los productos animales
ingeridos en la dieta, y su deficiencia puede originar com-
plicaciones importantes, como anemia megaloblastica,
neuropatias y trastornos neuropsiquidtricos®?. El proceso
de absorcion de la vitamina By, es complejo. Las enzi-
mas digestivas del estobmago liberan la vitamina B, de
su union a proteina, y la vitamina By, libre se une a un
factor intrinseco, producido por las células parietales,
para formar el complejo IF-B,,, absorbido en el intestino.

Este proceso hace que se pueda producir déficit de vi-
tamina By, no s6lo por una ingesta insuficiente, sino tam-
bién por problemas digestivos o de malabsorcion intesti-
nall,

Una buena concentracion de vitamina By, es esencial
para el buen funcionamiento de multitud de procesos
metabodlicos, entre otros, el metabolismo de la homocis-
teina.

La homocisteina se metaboliza a metionina via remeti-
lacion o a cisteina a través de la transulfuracion en el hi-
gado. Durante la transulfuracion, dependiente de la vita-
mina Bg, la homocisteina se cataboliza irreversiblemente
a cisteina gracias a la accion de la enzima cistationina-
B-sintetasa y en presencia de serina. La mayor parte de
la homocisteina es remetilada regenerando metionina,
principalmente por la accion de la metionina sintetasa,
enzima que depende de la accion como cofactor de la
metilcobalamina (vitamina By,) y del folato, en forma de
S-metil-tetrahidrofolato, como donante de grupos metilo,
que es producido gracias a la accion de la enzima meti-
lentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Cuando estas
reacciones se alteran, la homocisteina se acumula y se ex-
creta a la sangre®. La 272 Conferencia de Bethesda en
1996 propuso la hiperhomocisteinemia como uno de los
nuevos factores de riesgo cardiovascular’®, aunque toda-
via existe una gran controversia en la aceptacion de la
hiperhomocisteinemia como factor de riesgo cardiovascu-
lar y en la utilidad del tratamiento con suplementos vita-
minicos como prevencion secundaria.

En 1994 se describieron nueve mutaciones del gen que
codifica para la MTHFR. Se identificd una variante poli-
morfica en el nucledtido 677 en la que se sustituye una
citosina por una timina, lo que lleva a un cambio del ami-
nodcido alanina por valina®.

La mutacion C677T de la MTHFR, es la causa mas fre-
cuente de hiperhomocisteinemia moderada debida a fac-
tores genéticos. Se ha encontrado un efecto directo del
genotipo TT sobre la concentracion de homocisteina, al
verse disminuida en un 50 % la actividad enzimatica de
la MTHFR en individuos con esta mutacion!?, Este poli-
morfismo estd presente en su forma homocigota en el
5-18% de la poblacion!!.

La mayor parte de las enfermedades cardiovasculares
se producen por alguna combinacion de los factores “tra-
dicionales” de riesgo cardiovascular: el tabaquismo, la
hipercolesterolemia, la hipertension arterial, la obesidad,
el estilo de vida sedentario y la diabetes. Estos factores de
riesgo explican la mayor parte de la etiologia y la epide-
miologia de la enfermedad cardiovascular, pero no su to-
talidad!?. Hay un grupo no despreciable de pacientes que
padecen la enfermedad sin haber estado expuestos a nin-
guno de los factores clinicamente relevantes!314, Esto
plantea la necesidad de investigar nuevos factores de ries-
go de naturaleza distinta a los ya establecidos, que per-
mitan desarrollar estrategias de prevencion primaria y se-
cundaria.

En nuestro pais apenas se dispone de datos sobre la
concentracion de vitamina By, en la poblacion general vy,
ain menos, en ninos. Estos datos son imprescindibles
para establecer unos percentiles que permitan realizar
comparaciones entre regiones o paises con el fin de poder
llevar a cabo estudios fiables que nos ayuden a estudiar
una posible asociacion con la enfermedad coronaria,
puesto que distintos factores de riesgo cardiovascular en
poblacion infantil podrian estar relacionados con la apari-
cion de la enfermedad cardiovascular en la edad adulta.

PACIENTES Y METODOS

Se realiz6 un estudio epidemiologico descriptivo de
tipo transversal, con el fin de estimar las concentraciones
séricas de vitamina B;, en la poblacion escolar de entre
13 y 15 anos en la Comunidad de Madrid. En este estu-
dio se realiz6 un muestreo aleatorio, estratificado y por
conglomerados de los centros escolares en la provincia
de Madrid. Se seleccionaron los centros escolares, a partir
de los datos de la Delegacion Provincial de Educacion
que incluye el total de los colegios de cada provincia. Los
colegios se seleccionaron en estratos que asegurasen la
representacion de diferencias socioeconomicas.

Se incluyeron en el estudio 313 sujetos de ambos se-
x0s, mayores de 13 anos y escolarizados en la Comuni-
dad de Madrid en los cursos de 22y 32 de ESO. Debian
presentar consentimiento informado firmado por los pa-
dres y/o tutores. Se excluyeron del estudio todos aquellos
sujetos que presentaron algin tipo de patologia aguda o
cronica que pudiera afectar a las variables de interés.

Para cada sujeto se recogi6 informacion sobre edad y
sexo. En el caso de las nifias, se recogid informacion so-
bre la aparicion o no de la menarquia. Se realizo una ex-
traccion de sangre venosa antecubital y se almacend a
4 °C tras centrifugarlas a 3.500 rpm durante 6 min.

El protocolo de este estudio fue evaluado por el comi-
té ético de investigacion clinica de la Fundacion Jiménez
Diaz. El conjunto de la investigacion ha cumplido las sal-
vaguardas éticas de la Declaracion de Helsinki, sus actua-
lizaciones posteriores y la legislacion espanola sobre in-
vestigacion clinica en humanos.
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Determinacion de vitamina B,

Se realiz6 una determinacion de vitamina By, en la
muestra de sangre obtenida en ayunas'> mediante un
ensayo de fijacion in vitro para la determinacion cuantita-
tiva en suero humano. Este inmunoensayo de electroqui-
mioluminiscencia se emplea en el médulo de inmunoa-
nalisis Elecsys MODULAR ANALYTICS E170 de Roche. La
vitamina B;, de la muestra compite con la vitamina B,
anadida marcada con biotina por los puntos de fijacion
del complejo factor intrinseco marcado con rutenio.

Determinacion del genotipo C677T de la MTHFR

La sustitucion de una citosina por una timina en la po-
sicion nucleotidica 677, convierte el aminoacido alanina
en valina (genotipo normal = CC, genotipo heterocigoto
con un alelo mutado = CT, genotipo mutado homocigoto,
con los dos alelos mutados = TT). El ADN se amplifico
mediante reaccion en cadena de la polimeresa (PCR) en
un termociclador (PTC-100) utilizando los nucledtidos:

Forward: 5" TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3.
Reverse: 3' AGGACGGTGCGGTGAGGAGGTG 3'.

El producto de esta reaccion se digirié con la enzima
de restriccion Hinfl. Los fragmentos se separaron en gel
de poliacrilamida no desnaturalizante.

Determinacion de folato

Se realizd una determinacion de folato en las muestra
de sangre obtenidas en ayunas mediante un ensayo de
fijacion in vitro para la determinacion cuantitativa de fo-
lato en suero humano en el modulo de inmunoanalisis
Elecsys MODULAR ANALYTICS E170 de Roche!®. Este test
estd basado en un principio de test competitivo que utili-
za proteinas fijadoras naturales especificas del folato. El
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Figura 1. Distribucion de los valores de vitamina B;, en
suero (pmol/l).
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folato de la muestra compite con el folato biotinilado ana-
dido por ocupar los puntos de fijacion de la proteina fija-
dora especifica del folato marcada con rutenio.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo utilizando las medi-
das de centralizacion y dispersion (medias o medianas si
la distribucion fue asimétrica), acompanadas con sus co-
rrespondientes IC 95% en las variables cuantitativas y la
distribucion de frecuencias (prevalencias y proporciones
con IC 95%) para las variables cualitativas. Este analisis se
realizo estratificando por sexo, presencia de menstrua-
cion en las mujeres, grupo de edad y genotipo C677T de
la enzima MTHFR.

Se comprobo la normalidad de la variable vitamina B,
en suero mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Al no
seguir una distribucion normal, se utilizaron pruebas no
paramétricas.

Ademas de la normalidad, se estudi6 la homocedastici-
dad u homogeneidad de varianzas mediante la prueba de
Levene.

Con el fin de establecer la magnitud de la relacion li-
neal de la vitamina B, con las variables cuantitativas an-
tropométricas y bioquimicas, se realizo un andlisis de co-
rrelacion de Spearman.

La técnica empleada para la comparacion fue la prue-
ba de x? de Pearson (cuando la frecuencia esperada fue
menor de 5, se utilizo la prueba de Fisher). Para la com-
paracion de medias se utilizaron la prueba U de
Mann-Whitney y para variables con mds de dos catego-
rias la prueba Kruskal-Wallis. En todos los contrastes de
hipotesis para estimar las diferencias, asociaciones y re-
laciones se consideraron significativas cuando el valor de
p fue menor de 0,05.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizo el pro-
grama SPSS (Stadistical Package for Social Sciences) ver-
sion 13.0.

RESULTADOS

La concentracion de vitamina By, sérica sigue una dis-
tribucion no normal en la muestra, desplazada hacia los
niveles mas altos (fig. 1). Las concentraciones medias de
vitamina B, obtenidas en nuestro estudio fueron
de 503 pmol/l; IC 95% 478-545 pmol/l. La mediana
fue de 471 pmol/l; rango intercuartilico 337-632 pmol/I.

Todos los sujetos tenian concentraciones de vitamina
By, por encima de los puntos de corte definidos en la li-
teratura médical”, por lo que se decidi6 definir déficit vi-
taminico como aquellos valores séricos inferiores o igua-
les al percentil 5, es decir, a 224 pmol/l. Debido al
tamano de muestra tan reducido (n = 15) por debajo del
percentil 5, y teniendo en cuenta el caracter continuo del
riesgo de déficits vitaminicos, se tomd como referencia
el percentil 25, es decir, 337 pmol/l para conseguir la po-
tencia estadistica necesaria en algunos test.
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TABLA 1. Percentiles de vitamina B, sérica en adolescentes*

Percentil 10 20 30 40 50 60 70 80 920
Total 252,5 309,0 369,0 418,2 470,8 514,9 590,3 677,8 789,9
Varones 2434 290,2 3334 382,7 450,2 485,1 545,3 602,8 687,5
Mujeres 265,2 335,7 382,7 431,1 487,4 568,0 649,9 718,0 844,9
13 afos 2431 295,4 340,8 401,8 4822 551,4 615,4 694,6 808,9
14 anos 266,8 327,2 376,2 419,2 467,8 509,2 572,8 683,9 808,3
15 anos 252,8 358,2 419,7 450,9 4753 506,5 565,6 607,8 675,1

*Concentracion en pmol/l.
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Figura 2. Prevalencia del déficit de vitamina B, en funcion del sexo y los percentiles (A, Ps; B, P»s).

En la tabla 1 se presentan los valores de vitamina B,
sérica en la muestra estudiada, distribuidos por deciles.

La media en varones fue de 462 pmol/l OC 95 %:
427-496 pmol/D), significativamente menor que en muje-
res, que fue de 538 pmol/l IC 95% 501-574 pmol/D), las
medianas fueron de 450 y 487 pmol/l, respectivamente
(tabla 1).

La media de los valores de vitamina By, sérica en las
mujeres que ya habian tenido su primera menstruacion
fue de 548 pmol/l (IC 95 %: 509-587 pmol/]), mientras
que en las nifas que todavia no la habian tenido fue de
450 pmol/l (IC 95%; 365-534 pmol/D).

La prevalencia de valores deficitarios de vitamina By,
(percentil 5 < 224 pmol/D) fue del 4,8%, el 5,6% en hom-
bres y el 4,1% en mujeres. Teniendo en cuenta el primer

cuartil (P25 < 337 pmol/D), fue del 24,6 %; el 30,3 % en
hombres y el 19,9% en mujeres (fig. 2).

La media de las concentraciones de vitamina B, en sue-
1o por edad fueron de 505 pmol/l (IC 95 %: 469-540 pmol/D),
518 pmol/1 (IC 95 %: 469-567 pmol/D) y 466 pmol/1 (IC
95%: 419-512 pmol/D) a los 13, 14 y 15 afos, respectiva-
mente, las medianas fueron muy similares entre los gru-
pos (tabla 1.

Los valores medios de la concentracion sérica de vita-
mina By, en funcion de la mutacion del genotipo C677T
de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa al pasar
de CC — CT — TT fueron de 502 pmol/l; IC 95 %:
458-545 pmol/l en CC, 498 pmol/l; IC 95 %: 460-535 pmol/I
en CT y 523 pmol/l; IC 95 %: 406-582 pmol/l en TT, res-
pectivamente (tablas 2 y 3) (fig. 3).

TABLA 2. Percentiles de vitamina B, sérica en adolescentes por genotipo C677T de la MTHFR*

Percentil 10 20 30 40 50 60 70 80 920
cc 2547 304,4 364,6 400,0 4647 519,7 589,1 677,5 793,2
cr 230,1 303,0 349,7 405,9 458,0 500,2 588,9 682,9 810,7
TT 2734 366,6 426,9 466,1 5022 552,8 6179 670,6 775,1

*Concentracion en pmol/l.

CC: genotipo homocigoto no mutado; CT: genotipo heterocigoto; MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa; TT: genotipo homocigoto mutado.
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TABLA 3. Concentracion de vitamina B, sérica
por genotipo de la enzima MTHFR

Genotipo C677T MTHFR Media IC95% Mediana RI

@ 502 458-545 465 3306-617
CT 498  460-535 458 325-625
TT 524 406-582 502 387-640

p < 0,05. Concentracion en pmol/L.

CC: genotipo homocigoto no mutado; CT: genotipo heterocigoto;

1C 95%: intervalo de confianza del 95%; MTHFR: Metilentetrahidrofolato
reductasa; RI: rango intercuartilico; TT: genotipo homocigoto mutado.

No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas por edad, presencia o ausencia de menstruacion
ni genotipo C677T de la enzima metilentetrahidrofolato
reductasa.

Al estudiar la fuerza de la asociacion entre las concen-
traciones séricas de vitamina By, y las distintas variables
estudiadas, se observa como las concentraciones de vita-
mina By, aumenta significativamente con la concentra-
cion sérica de folato, con los que tiene una correlacion
de: tho = 0,96; p < 0,05.

La concentracion de vitamina By, se asocia de forma po-
sitiva cada vez con mas intensidad con los valores de fo-
lato en suero a medida que aumenta la edad (rho = 0,344
a los 13 afos, rtho = 0,393 a los 14 anos y tho = 0,510 a los
15 anos de edad; p <0,0D).

DiscusioN

El establecimiento de unos percentiles de las concen-
traciones séricas de vitamina B, que puedan utilizarse
como referencia en poblacion adolescente occidental re-
sulta de gran utilidad a la vista de la falta de valores de re-
ferencia o consenso internacional. Pese a no observarse
déficits vitaminicos importantes, parece que el cardcter

continuo del riesgo de distintos factores implicados en la
enfermedad cardiovascular en el adulto obliga a olvidar
el concepto de un umbral por encima o debajo del cual
podamos considerar a un paciente como enfermo o sano
y a plantearse un estudio exhaustivo de todas aquellas
variables ambientales en poblacion infantil que pueden
estar relacionados con la aparicion de la enfermedad car-
diovascular en la edad adulta.

Las concentraciones medias de vitamina B, obtenidas
en nuestro estudio fueron de 503 pmol/l; IC 95 %:
478-528 pM. La mediana fue de 471 pmol/l; rango inter-
cuartilico (337-632 pmol/D), algo superior a los 408 pM
que se encontraron en ninos griegos'® y a los 396 pmol/I
en ninos y adolescentes espanoles'. En un trabajo reali-
zado en el ano 1994 en poblacion espariola se encontrd
que el intervalo de referencia de la concentracion de vi-
tamina By, entre los percentiles 5 y 95 en adolescentes
fue de 242-875 pmol/1?%, coherente con nuestros resulta-
dos: percentil 5-95 (224-876 pmol/D.

En el presente trabajo se definio deficiencia de vitami-
na By, como aquellos valores séricos inferiores o iguales
al percentil 5, es decir, a 224 pmol/I.

La prevalencia de valores deficitarios de vitamina By, es
del 4,8% y se encuentran valores mayores en varones
(5,6%) que en mujeres (4,1%). Estas diferencias en la pre-
valencia por sexo, se hacen significativas al tomar para el
calculo estadistico el percentil 25, con el fin de aumentar
el tamano muestral lo suficiente para tener la potencia es-
tadistica necesaria. La deficiencia de vitamina B, en ni-
nos y adolescentes turcos de 7 a 17 anos es del 5,9 %,
pero no se especifica como definen deficiencia®. En po-
blacion pediatrica china las deficiencias de vitamina By,
definida como concentraciones menores a 147,6 pM,
afectan al 4,5%?.
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Distintos estudios epidemiologicos muestran un des-
censo en la concentracion de los factores vitaminicos con
la edad, aumentando la fuerza de la asociacion entre la
concentracion baja de vitaminas y la homocisteina. Como
en tantos otros procesos enzimaticos, a concentraciones
saturantes de sustrato, la actividad enzimatica del ciclo
metabolico es 6ptima, pero al disminuir con la edad la
concentracion de folato y vitaminas del grupo B de re-
serva existentes en la infancia, se puede ver comprome-
tida la actividad enzimatica de la MTHFR. Al disminuir los
niveles de sustrato se acumula homocisteina y se hace
mds importante la asociacion lineal entre el folato sérico y
la vitamina B;,, que actGa como cofactor vitaminico ne-
cesario en la sintesis del folato.

En nuestro estudio no se observa una disminucion de
las concentraciones de vitamina By, con la edad, aunque
puede deberse al estrecho intervalo de edad analizado??.

En paises occidentales los déficits vitaminicos son poco
frecuentes, pero en poblaciones con importantes caren-
cias vitaminicas, la concentracion de homocisteina plas-
matica se eleva hasta alcanzar prevalencias de hiperho-
mocisteinemia ajustadas por edad del 73% en hombres y
del 41 % en mujeres, tal como demuestra una reciente in-
vestigacion llevada a cabo en Iran?,

Algunos autores defienden que en edad pediitrica la
homocisteina puede estar mas influida por factores bio-
quimicos que genéticos!'?2°. Manteniendo toda la vida
una buena concentracion vitaminica, que puede obte-
nerse a partir de una dieta rica o de suplementos vitami-
nicos, se podria enmascarar el efecto perjudicial en el
riesgo cardiovascular del polimorfismo parcial o total-
mente mutado.

Los resultados de un estudio en adultos de la comuni-
dad autonoma de Canarias muestran asociacion de la ho-
mocisteinemia con la vitaminas By, y el folato séricos.
Adecuadas concentraciones séricas de vitamina By, dis-
minuyen el riesgo de hiperhomocisteinemia en adultos?*,
Otros estudios nacionales llegan a la misma conclusion
en el caso de los ancianos®.

La suplementacion con acido folico y vitamina By, re-
duce la concentracion de homocisteina el 32% en pa-
cientes con enfermedad arterial coronaria y de forma mas
efectiva que la suplementacion con vitamina B20:27,

En ocasiones, aunque la ingesta media de vitamina By,
se encuentre por encima de los valores diarios recomen-
dados, hay una alta prevalencia de deficiencias séricas
de ésta, especialmente en varones®,

El suplemento con vitamina By, en pacientes ancianos
con deficiencia en esta vitamina ha demostrado ser efi-
caz tras solo 2 meses de terapia oral, seguro y aceptado
por los pacientes®.

Por todo ello, el suplemento poblacional en nuestro
pais con vitaminas del grupo B podria estar justificado
y mds a la vista de los resultados de recientes estudios
epidemiologicos en los que se muestra la inadecuada in-

gesta vitaminica, especialmente en ninos y adolescen-

tesd0-32,

En el momento actual nos encontramos ante una pre-
gunta de investigacion atin no resuelta, por lo que es ne-
cesario seguir investigando para averiguar si un buen
aporte de vitaminas del grupo B en la dieta resulta o no
beneficioso en la prevencion cardiovascular3?,
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