
Resumen Abstract

Objetivo: El presente estudio evaluó el impacto de variables Objective: This study evaluated the impact of pre-analytical 
pre-analíticas sobre las concentraciones séricas de la variables on serum concentrations of homocysteine, and its 
homocisteína y su posible aplicación en biobancos con fines possible applications in biobanks for research purposes. 
de investigación. Metodología: En diez adultos voluntarios Methods: Peripheral blood samples from ten self-reported 
auto declarados sanos, se tomaron muestras de sangre healthy volunteers were obtained under different conditions 
periférica bajo diferentes condiciones de ayuno, posición de of fasting and body position (supine and sitting). Blood 
toma de la muestra (supino versus sentada) y diferentes samples were temporarily stored for different time intervals 
intervalos de tiempo entre la toma y la separación definitiva between its collection and its centrifugation. All aliquots 
de componentes. Todas las alícuotas fueron almacenadas a - were stored at -80ºC in our biobank until processing. 

0 Duplicate Homocysteine measurements were performed in 80 C en el biobanco hasta el momento de ser procesadas. La 
Immulite® 2000. A concordance analysis was performed medición de homocisteína se hizo por duplicado en 
using Lin coefficient (σ) and MANOVA. Results: The Immulite® 2000. Se realizó análisis de concordancia por 
measurement of homocysteine is highly reproducible (σ = medio de coeficiente de Lin (σ) y MANOVA. Resultados: La 
0.908, 95% CI 0861-0955) and fasting or time before medición de homocisteína es altamente reproducible 
centrifugation does not affect its concentration. However, (σ=0.908, IC95% 0.861 a 0.955), sin que el ayuno o el tiempo 
we found an average reduction of 14.2% (95% CI 8.4% to de centrifugación de la muestra afecte su concentración. Sin 
20.0%) for the Hcy levels in samples obtained when the embargo, la posición al momento de la toma de muestra, 
subjects were in supine position as compared to the levels in implica una reducción media de 14.2% (IC95% 8.4% a 
sitting position. Conclusion: Homocysteine levels are 20.0%) en la concentración de homocisteína en posición 
stable, when the blood samples remain without decúbito supino versus la toma en posición sentado. 
centrifugation, up to 24 hours at 4ºC. However, body Conclusión: La homocisteína es un biomarcador estable, sin 
position of the participant at the time of sampling can affect que su valor se vea alterado por variables pre-analíticas 
Hcy levels. These findings highlight the role of biobanks in como los tiempos entre toma de muestra, centrifugación y 
standardizing, handling and storing biological samples with separación de componentes (almacenamiento temporal a 
excellence criteria. [Serrano NC, Páez MC, Bautista PK, 4°C hasta 24 horas). Sin embargo, la postura del participante 
Díaz-Martínez LA, Guío E. Pre-analytical variables that al momento de la toma de muestra produce una variabilidad 
affect homocysteine concentrations: Applications for significativa. Estos hallazgos reiteran el papel de un biobanco 
research biobanks. MedUNAB 2013; 16(2):59-64].en la estandarización de los procesos de toma, manipulación, 

almacenamiento y gestión con criterios de excelencia. 
[Serrano NC, Páez MC, Bautista PK, Díaz-Martínez LA, Guío 
E. Variables pre-analíticas que afectan las concentraciones 
de homocisteína: Aplicación para biobancos con fines de 
investigación. MedUNAB 2013; 16(2):59-64].
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Introducción componentes, temperatura de almacenamiento temporal 
(ambiente vs refrigerada) y definitivo (rango de 
congelación), tiempo de almacenamiento, ciclos de 

8-10Los biobancos con fines de investigación se han convertido congelación y descongelación, entre otros.  
en una herramienta importante e indispensable en la era de 

1la investigación traslacional y la medicina personalizada.  Hasta la fecha, varias publicaciones han proporcionado 
Hace tan solo una década, los biobancos eran simplemente información sobre la estabilidad de componentes 
depósitos de muestras biológicas, con algunos datos sanguíneos, utilizando el análisis de marcadores de rutina 
clínicos asociados y con escasos procedimientos de calidad del laboratorio clínico, pero pocos han investigado analitos 
que garantizaran que las muestras pudieran ser usadas en el utilizados con fines de investigación y bajo condiciones 

7,11,12futuro con alguna certeza de obtener resultados válidos. inherentes a la logística de los estudios multicéntricos.

La tendencia actual de realizar estudios poblacionales, 
Durante las últimas cuatro décadas las anormalidades en el 

multicéntricos, que involucren un gran número de 
ciclo de la homocisteína metionina asociado al metabolismo 

pacientes, conlleva a que los biobancos almacenen gran 
del ácido fólico han alcanzado un gran interés debido a la 

cantidad, tanto de material biológico humano (MBH), como 
relación encontrada entre la elevación de los niveles de 

de datos asociados al paciente y derivados de sus análisis.  
homocisteína en plasma, hiperhomocisteinemia (Hhcy), 

Tanto las muestras como los datos que ingresan al biobanco 
como factor de riesgo independiente para enfermedad 

deben ser tomados, almacenados, gestionados y analizados 13cardiovascular y neurovascular.  
mediante estándares de calidad definidos, que permitan 
finalmente obtener resultados de investigación válidos y 

Los niveles de homocisteína (Hcy) son sensibles a varias 1-3reproducibles.
condiciones, entre ellas, el metabolismo sostenido de los 
glóbulos rojos que se produce al momento de la toma de la 

Uno de los grandes retos que deben enfrentar los biobancos 
muestra, el cual puede aumentar de forma espuria los 

con fines de investigación es el aseguramiento de la calidad 14-16 niveles séricos de Hcy hasta en un 10% por hora. Otra del MBH, para lo cual se requiere la estandarización de 
condición pre-analítica importante, es la posición del procesos de toma, manipulación y almacenamiento a largo 
paciente al momento de la toma. Se ha descrito que 4plazo, así como el análisis de trazabilidad.  En este contexto 
después de permanecer en posición supina durante 30 

la fase pre-analítica se convierte en uno de los mayores 
minutos, los niveles de Hcy de un individuo disminuyen 

desafíos que enfrentan los biobancos, dado que es la parte 17,18entre 10 y 30%.  Por otra parte, a pesar de ser la Hcy un más crítica del proceso analítico total. Para efectos de 
aminoácido no esencial, una dieta rica en proteínas con investigación en las cuales se utilizan muestras procedentes 
altas concentraciones de metionina, aminoácido precursor de un biobanco, el proceso de pre-analítica se convierte en 
de la Hcy, podrían incrementar los niveles circulantes de un factor crítico que sí no está debidamente controlado haría 
Hcy. Guttorsem et al reportaron que 6-8 h después de la que, incluso, los mejores diseños de estudio, los operarios 
ingesta de una comida con aproximadamente 50 gr de más expertos y la instrumentación más sofisticada fueran de 
proteína se produce un incremento en los niveles poca utilidad si los procedimientos de toma y manipulación 19circulantes de Hcy,  de ahí la importancia de establecer el de muestras antes de su análisis no se encuentran 20

4,5 tiempo de ayuno transcurrido y la toma de la muestra.estandarizados.

El presente estudio examinó el efecto de algunas Si bien el biobanco no siempre es el encargado de realizar la 
condiciones pre-analíticas, que incluyeron, posición del toma de muestras, sí es responsable de orientar al 
individuo durante la toma de la muestra (sentado vs decúbito investigador en el protocolo adecuado para su ejecución. Lo 
supino), el intervalo de tiempo transcurrido entre toma de la anterior con el objetivo de garantizar la reproducibilidad en 
muestra y su centrifugación, y la ingesta de alimentos los resultados cuando se investigan en biomarcadores 
(ayuno vs postprandial) sobre los niveles en suero de Hcy.asociados a patologías específicas, y que generalmente son 

abordados por estudios observacionales multicéntricos a 
gran escala, donde el control de las variables pre-analíticas 
durante la toma y procesamiento inicial de las muestras es Metodología
de trascendental importancia en el logro de una óptima 

3,6,7especificidad de las pruebas de laboratorio. Diseño del estudio. Se evaluó la estabilidad de la Hcy en 
muestras de suero de diez voluntarios auto-declarados 

El impacto de las variables pre-analíticas sobre la estabilidad como sanos, 6 mujeres, 4 hombres, con un rango de edad  
de las muestras almacenadas en el biobanco, en especial entre 18 y 45 años. Todos los participantes firmaron el 
suero y plasma, puede ser calculado por medio de la consentimiento informado previo a la toma de muestras. El 
medición de analitos bioquímicos comúnmente utilizados protocolo de investigación y consentimiento informado 
en pruebas de laboratorio clínico, en las cuales es posible aplicados fueron aprobados por el Comité de Ética en 
evaluar efectos de las variables tales como: tiempo entre Investigación de la Universidad Autónoma de 
toma de muestra, centrifugación y fraccionamiento de Bucaramanga UNAB. 
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Se seleccionaron tres variables pre-analíticas: 1) tiempo de se procedió a tomar aproximadamente 7 mL de sangre, este 
ayuno, 2) posición del participante a la toma de muestra de tubo fue centrifugado a los 30 min, fraccionado y 
sangre y 3) tiempo entre la toma de muestra y su almacenada a -80ºC. Partiendo de la existencia de estudios 
centrifugación. Las variables 1 y 3 fueron seleccionadas previos que cuantificaron Hcy en plasma, también se 
porque son las que afectan los niveles de un alto porcentaje exploró en un subgrupo la reproducibilidad y concordancia 
de analitos en el área de diagnóstico clínico, la 2 para de dicha cuantificación entre suero y plasma, con muestras 
evaluar el posible efecto de variación entre participantes de almacenadas en el Biobanco del estudio observacional 
estudios ambulatorios y paciente hospitalizados, que GenPE (Genética en Pre-eclampsia www.genpe.org), que 

21 incluyó 25 casos con pre-eclampsia (PE) y 24 controles, conllevan a valores atípicos en la fase analítica.  Para 
gestantes normotensas.evaluar estos tres parámetros, en cada participante se 

hicieron tres tomas de muestra de sangre periférica por 
La cuantificación de Hcy se realizó por duplicado con el medio de punción venosa antecubital usando tubos sin 
método inmunoensayo competitivo (Siemens, UK) en anticoagulante Vacutainer® de 7 mL (Becton Dickinson, 
Immulite® 2000. Todos los sueros fueron cuantificados en USA; Ref #366431), (Tabla 1). Para la primera toma de 
un solo momento. El tiempo transcurrido entre la muestra, todos los participantes se encontraban en ayuno 
congelación a -80ºC y la cuantificación de Hcy fue de 14 mínimo de ocho horas y sentados. Se recolectó 
días.aproximadamente 35 mL de sangre por persona, en 5 tubos, 

los cuales fueron almacenados temporalmente a 4°C.  Para 
Análisis estadístico: Los valores de Hcys tuvieron una evaluar el efecto del tiempo entre la toma de muestra y su 
distribución normal, por lo cual, todas las mediciones por centrifugación cada uno de los cinco tubos fue centrifugado 

22a 3,000 rpm por 10 minutos (min), a diferentes tiempos: 30 duplicado se compararon por medio de la prueba t pareada,  
min, 2 horas (h), 6 h, 12 h y 24 h. El suero obtenido de cada con la prueba de Lin para estimar la concordancia más allá 

23uno de los tubos  fue transferido a viales en fracciones de del azar de medidas continuas  y la concordancia entre las 
24300 µL y almacenado en el biobanco a -80 °C hasta el diferentes mediciones de acuerdo de Bland y Altman.  Para 

momento del análisis definitivo. La segunda toma de las comparaciones, ayuno vs postprandial, decúbito supino 
muestra se realizó 4 h posterior al almuerzo y se extrajo vs sentado y de los tiempos de centrifugación se utilizó el 
aproximadamente 7 mL de sangre a cada persona en valor de la primera medición. 
posición sentado. El tubo correspondiente a esta segunda 
toma fue centrifugado a los 30 min de la toma y almacenado La evaluación de las variaciones entre ayuno y postprandial, 
según las condiciones ya descritas. entre posición decúbito supino versus sentado, y el 

subgrupo del estudio observacional (plasma vs. suero), se 
Al día siguiente todos los participantes, en ayuno mínimo de realizó de la misma manera que para la reproducibilidad de 
ocho horas, fueron ubicados en una camilla cómoda en las alícuotas, incluyendo la diferencia absoluta y relativa 
posición decúbito supino por 30 min, posterior a ese tiempo junto con sus intervalos de confianza (IC) del 95%. La 
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evaluación de la variación dada por el tiempo transcurrido Para el subgrupo del estudio observacional en pre-
entre la toma y la centrifugación de la muestra, se hizo por eclampsia, se evidenció una mayor proporción detectable de 
medio de análisis múltiple de varianza (MANOVA) muestras en suero (48/49) que en plasma (40/49), con un 

25 coeficiente de correlación bajo entre los dos componentes  teniendo en cuenta el fenómeno de las medidas repetidas.
2(R : 0.268, Rho: 0.198) (Figura 2).

Todas las evaluaciones se realizaron con Stata SE 10.1 
Efecto de la ingesta de alimentos sobre los niveles de (StataCorp, College Station, USA, 2010) y se consideraron 
homocisteína. El promedio de Hcy en ayuno entre los como significativas aquellas diferencias cuya probabilidad 
nueve participantes que completaron esta fase fue de 10.60 de cometer el error tipo I (α) era inferior a 0.05 (p<0.05).
(DE 2.22) µmol/L, mientras que luego del almuerzo fue de 
10.38 (DE 2.82) µmol/L, diferencia que no es 
estadísticamente significativa (t=0.369, 8 gl, p=0.722); el 

Resultados coeficiente de Lin indica una razonable correspondencia 
entre los dos valores (σ=0.743, IC95% 0.256 a 0.929), sin 

Reproducibilidad: El valor medio de Hcy de la primera discrepancias en el espectro de la medición (figura 3).
medición de todas las alícuotas (n=54) fue de 10.12 
[desviación estándar (DE) 2.17 µmol/L], mientras que el de Variación de los niveles según la posición del 
la segunda medición fue de 10.18 (DE 2.34) µmol/L, estas participante al momento de la venopunción. El promedio 
diferencias  no son estadísticamente significativas (t=0.417, de Hcy  en posición sentada entre las diez personas que 
53 gl, p=0.678). El coeficiente de Lin (σ=0.908, IC95% participaron fue de 10.32 (DE 2.28) µmol/L, mientras que 
0.861 a 0.955) indica que la correlación entre ambas entre ellas mismas pero en posición decúbito supino fue de 
mediciones es excelente, sin que hayan discrepancias a lo 8.82 (DE 2.02) µmol/L, diferencia que es estadísticamente 
largo del rango de niveles medidos según la evaluación de significativa (t=4.28, 9 gl, p=0.002). Las mediciones 
los límites de acuerdo de Bland y Altman (Figura 1). cuando la muestra se tomó en decúbito fueron inferiores a 
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Figura 1. Análisis de correlación entre los niveles de 
homocisteína expresados en µmol/L y cuantificados por 
duplicado.

Figura 3. Efecto de la ingesta de alimentos sobre los niveles 
de homocisteína. 

Figura 2. Análisis de correlación entre los niveles de 
homocisteína expresados en µmol/L y cuantificados en 
suero y plasma.

Figura 4. Variación de los niveles de homocisteína según la 
posición al momento de la venopunción.
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las halladas cuando se tomó la muestra en posición sentada. Se ha reportado que los niveles séricos de Hcy pueden variar 
El coeficiente de Lin indica una correspondencia dependiendo de la ingesta de alimentos, en especial, de 

19intermedia entre los dos valores (σ=0.682, IC95% 0.402 a proteínas.  El presente estudio no encontró diferencias 
0.962), sin que la discrepancia a favor de la toma en posición significativas en los niveles séricos de Hcy entre el estado de 
sentada fuera diferente en el espectro de la medición. La ayuno de 8 horas y el estado postprandial. La diferencia 
diferencia promedio de Hcy fue de 1.50 (DE 1.12) µmol/L, promedio entre las dos mediciones fue de 0.22 µmol/L. Sin 
lo que equivale a una disminución de los niveles de 14.2% embargo, vale la pena resaltar que nosotros no evaluamos la 
(IC95% 8.4% a 20.0%) (Figura 4). cantidad ni la calidad de las proteínas ingeridas por los 

participantes. 
Efecto del tiempo transcurrido entre la toma y la 
centrifugación: Nueve individuos culminaron esta etapa, La posición del individuo al momento de la extracción de 
los resultados se presentan en la figura 5. El promedio del sangre tuvo un efecto significativo en los niveles séricos de 
nivel de Hcy de las muestras centrifugadas a los 30 min de la Hcy, los cuales son menores si la muestra es tomada 30 min 
toma fue de 10.60 (DE 2.22) µmol/L, a las 2 h fue de 9.16 posterior a permanecer en decúbito supino, comparado con 
(DE 2.26) µmol/L; a las 6 horas de 10.26 (DE 1.57) µmol/L; los niveles séricos cuando la muestra es tomada en posición 
a las 12 h 10.63 (DE 2.12) µmol/L; y a las 24 h de 10.82 (DE sentada. Una posibilidad que puede explicar la disminución 
1.72) µmol/L. Estas diferencias no son significativas en el en los niveles séricos de Hcy con el cambio de posición, es 
análisis multivariado de varianza (F=1.25, 53 gl, p=0.393), la unión de la Hcy a proteínas, más del 80% de Hcy total que 
aún después de ajustar por medidas repetidas en el mismo circula en el plasma se encuentra ligada a proteínas, 
sujeto (F=1.19, 4 gl, p=0.385). principalmente a la albúmina por medio de puentes 

27-29 disulfuro. Además, se ha reportado que los cambios de 
postura podrían influir sobre los componentes sanguíneos 
por la redistribución de líquidos entre los espacios intra-Discusión

30,31  vascular y extravascular. Para confirmar esta hipótesis se 
requiere cuantificar Hcy libre vs unida a proteínas, lo cual Las condiciones pre-analíticas son parte esencial y a 
no estuvo dentro del alcance del presente reporte.menudo subestimada en el diseño de estudios de 

investigación que incluyen el análisis de biomarcadores. Se 
La disminución significativa del 14,2% en los niveles de deben implementar instrucciones precisas con respecto a la 
Hcy en muestras obtenidas después de que los participantes toma de muestra, manipulación de las muestras de sangre 
permanecieran tan solo 30 min en posición decúbito supino, total y el intervalo máximo de tiempo permitido antes de la 
indicando que la posición del individuo durante la separación del plasma o suero, para lograr obtener 
venopunción afecta los resultados de este biomarcador, resultados válidos. Se conoce que la separación inmediata 

26 resalta la importancia de establecer protocolos proporciona una estabilidad óptima del analito a analizar.  
estandarizados para la toma de muestras, los cuales deben Sin embargo, en los estudios poblaciones multicéntricos, los 
ajustarse al tipo de participantes o pacientes (hospitalizados equipos de laboratorio, a menudo, no están disponibles de 
versus ambulatorios).inmediato en donde se extrae la sangre (por ejemplo, una 

clínica ambulatoria o una sala de cirugía o de parto). Por lo 
No encontramos diferencias significativas con respecto al tanto, el protocolo de estudio encierra a menudo un retraso 
tiempo transcurrido entre la toma de muestra y la separación predefinido antes de la centrifugación de muestras de sangre 
de componentes. Las diferencias encontradas en el promedio total, que pueden variar o ser prolongadas en casos 
de las concentraciones están entre 1.1 a 1.66 µmol/L, ocasionales. Todas estas variables debes ser registradas y 
variaciones que no son  estadísticamente significativas. La trabajar con protocolos o procedimientos normalizados 
estabilidad de Hcy en sangre total es dependiente del tiempo, estrictos que minimicen la posibilidad de errores aleatorios 
pero en especial de la temperatura de almacenamiento en la fase pre-analítica que en gran medida puede afectar la 
temporal. Esto fue demostrado por los resultados de calidad de la muestra individual y la posterior interpretación 

14Fiskestrand et al,  quienes encontraron que cuando la sangre de los resultados.
total permanece a 22°C por 4 horas se produce un 

En el presente estudio se encontró que la medición de Hcy es incremento considerable (20%) en las concentraciones de 
altamente reproducible y que los niveles de Hcy no cambian Hcy. Sin embargo, cuando la sangre es puesta en hielo, los 
significativamente cuando son medidos en ayuno o después niveles de Hcy permanecen constantes por 4 h y su aumento 
de ingerir alimentos. Al evaluar el efecto de la posición del es moderado (7%) a las 24 h. Resultados similares fueron 

32individuo al momento de la venopunción encontramos una reportados por Clark et al,  quienes encontraron que a 21°C, 
reducción promedio del 14.2% en los niveles de Hcy cuando hay un incremento del 37% a las 24 h, versus un incremento 
las muestras fueron tomadas en posición de cubito supino, tan solo del 4.6% a las 24 h sí la muestra es almacenada a 
reducción que es estadísticamente significativa (p=0.002). 4°C. Nuestros resultados confirman que los niveles de Hcy 
No encontramos diferencias significativas en los niveles de son estables hasta por 24 h posteriores a la toma de  muestra, 
Hcy medidos en muestras centrifugadas después de 30 min, sí se controlan las condiciones de temperatura, para el 
2, 6, 12 o 24 h de almacenamiento temporal a 4ºC. presente estudio las muestras fueron almacenadas a 4°C.
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Los efectos de otras variables pre-analíticas que puedan 
afectar los niveles séricos de Hcy tales como:tubo recolector, 
ciclos de congelación-descongelación y almacenamiento 
por prolongados periodos de tiempo, deberían ser 
consideradas en nuevos estudios.

Conclusiones

El presente estudio sugiere que la Hcy sérica es estable hasta 
24 horas cuando la muestra es conservada a 4°C, que el 
estado de ayuno o postprandial no influye significativamente 
sobre los niveles séricos de Hcy y que se debe estandarizar la 
posición del individuo al momento de la venopunción. Estas 
recomendaciones pueden ser útiles para los investigadores 
en la planificación y evaluación de los estudios. 
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