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1-RESÚMEN:

Los defectos de cierre del tubo neural (DCTN) abarcan a una serie de entidades

como la anancefalia y la espina bífida. La incidencia de los DCTNa nivel mundial es

de 10-20/ 10.000 nacimientos, con una variación entre diferentes áreas geográficas

La etiología de los DCTN resultan de la interacción entre factores genéticos y

ambientales, con una heredabilidad asociada del 60%.

Varios genes candidatos han sido propuestos como factores de riesgo asociados a la

enfermedad. Los más estudiados se relacionan a Ia via metabólica de los folatos,

entre ellos el MTHFR.Se ha sugerido que la presencia del genotipo MTHFR677 Tl',

confiere un mayor riesgo para el desarrollo de DCTN. Asimismo en algunos

estudios, se ha observado que el estado de heterocigosis compuesta entre los

polimorfismos 677T/1298C de MTHFRen la madre y/o en el afectado, aumenta el

riesgo para el desarrollo de la patología.

En el presente trabajo se estudió si la variante 1298A>C en el gen MTHFR

constituye un factor de riesgo para DCTN en la población argentina. Para ello se

realizó el estudio de 100 afectados de DCTNno sindrómico, 95 padres, 109 madres

de niños afectados por DCTNy 61 niños y 120 adultos como controles sanos no

relacionados.

Los resultados obtenidos indicarían que Ia variante 1298A>C no está asociada a la

ocurrencia de DCTN en la población analizada, ya sea en forma aislada o en

heterocigosis compuesta con el polimorflsmo MTHFR677 T (estudiado en un trabajo

previo). Asimismo, y en concordancia a lo hallado para otras poblaciones, no se

halló en la muestra analizada la presencia de la combinación de los genotipos

677TI' y 1298 CC. Ha sido sugerido que esta combinación conferiría una condición

letal al embrión en desarrollo.



1.2-ABSTRACT:

The Neural Tube Defects (NTD) comprise a group of different clinical entities as a

result of a deficenciency in neurulation in the fetus before 28 days of embryologic

development. They are due a destructive process follow for cellular growth and

anomaly differentiation being anencephaly, encephalocele and spina bifida the most

frequent. The incidence of any type of worldwide NTD is 10-20/10.000 newbom,

with variation between geographic area.

NTD in humans are considered as multifactorial diseases, with an associated

heredability about 60 %.

Severai candidate genes have been suggested as genetic risk factors for NTD,such

as those related to the folate pathway. Severai studies have showed that

homozygocity for MTHFR 6771T determines an increase risk to develop NTD.

Moreover, some studies have showed that a compound heterozygote genotype

MTHFR677T/1298C in the mother and/or in the affected child is associated to an

increased NTDrisk.

Our objective was to evaluate mutation MTHFR1298A>C as a genetic risk factor for

NTDin the Argentine population.

We have studied 100 non-syndromic NTDpatients, 95 fathers and 109 mothers of

NTD affected children and 61 children and 120 adult as non related healthy

controls.

Our results show no association between MTHFR1298A>C genetic variant and NTD

development. No association was found when this variant was analyzed in

compound heteozygocity with the polymorphism MTHFR677T. Moreover in

accordance to pervious studies, the combination of the 6771T and 1298CC

genotypes has not been found in the sample analyzed. Presence of these compound

genotypes have been suggested to confer a lethal condition to the growing embryo.
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3-INTRODUCCIÓN:

Los Defectos del cierre del Tubo Neural (DCTN) son definidos como un conjunto de

malformaciones congénitas estructurales que afectan el cerebro y la médula

espinal, comprometiendo a estructuras que rodean al sistema nervioso en

desarrollo, incluyendo al tejido conectivo y componentes esqueléticos.

Su etiología precisa no es conocida, pero se sugiere que tanto factores genéticos

como ambientales estarían implicados [Finnell y col, 2003]. La influencia genética

se evidencia por el hecho que el riesgo de recurrencia en familias con afectados

previos es superior al riesgo poblacional, estimándose en alrededor de un 4%

[Harper, 1998].

Por su parte, es sabido que diferentes factores ambientales, dietarios y

teratogénicos constituyen factores de riesgo para el desarrollo de DCTN. [Botto y

col, 1999], habiéndose hallado que la suplementación periconcepcional con ácido

fólico disminuye el riesgo de recurrencia y ocurrencia de DCTN [Czeizel y Dudas,

1992; Castilla y col, 2003; Lopez Camelo y col, 2005].

3.1-Aspectos Epidemiológicos:

Los defectos de cierre de tubo neural (DCTN) se encuentran entre las

malformaciones humanas más frecuentes y agrupan a una serie de entidades, entre

las cuales se hallan la anencefalia, la espina bífida y el encefalocele.

La incidencia de anencefalia es de 2-6/10000 nacimientos en los países más

industrializados, si bien las frecuencias más altas se han observado en Japón,

Irlanda del Norte y México. Por su parte, se estima que la incidencia de espina

bífida (en ausencia de anencefalia) es de 3-6/10.000, siendo alta en México e

Irlanda del Norte. En promedio, la incidencia de DCTNes a nivel mundial es de 10­

20/10.000 nacimientos, siendo menor en los Estados Unidos, y alcanzando un

valor mayor en Mexico con 37/10.000 nacimientos [International Ciearinghouse for

Birth Defects Monit0ring Systems ICBDMS, 1991].

En nuestro país Ia incidencia de DCTN ha sido estimada en 6.9/10.000 para

anencefalia, 1.9/10.000 para encefalocele y 7.5 /10.000 para espina bífida [Estudio

Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas ECLAMC,1996].

Las variaciones en las incidencias en los distintos países podría estar relacionada a

una diferente predisposición genética, al estado de salud y nutrición materna, a la

frecuencia por la cual estudios prenatales resultan en un aborto electivo, o bien a la

exposición a teratógenos que inducen DCTN, entre otros. De hecho, se ha

observado que la prevalencia de los DCTNdecrece desde una frecuencia del 2,5 °/o



Introducción

en embriones en estadío 12 (aproximadamente 26 días postovulatorios), al 0,6% o

menos ai término del embarazo [Shiota y col, 1991]. De esta manera, la mayoría

de las concepciones con DCTN abortan espontáneamente, probablemente antes del

final del período embrionario.

En la tabla 1 se muestran algunas de las Incidencias promedio halladas para DCï'N

en diferentes países.

Tabla 1: Incldencla promedlo de distintos tipos de DCTNcada 10000 nacimientos publicadas
por Programas de Monitoreo de Malformaciones en el mundo durante el perlodo 1974-1988'

Pais Anencefaiia Encefalocele

este y centro

Dinamarca

l Fuente: ECLAMC
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3.2-Expresión Clínica:

La Anencefalia es una malformación letal debida a un cierre defectuoso en el

extremo superior o rostral del tubo neural. La malformación comprende la ausencia

dei cráneo y ambos hemisferios cerebrales que pueden estar representados por un

remanente de tejido. Puede diferenciarse entre Ho/oanencefalía y Meroanencefalía

si la ausencia del cerebro es completa o parcial, respectivamente. Si bien los

nervios ópticos están ausentes, los ojos son prominentes y están

sorprendentemente bien formados. Ei cerebelo se halla usualmente ausente y el

taiio cerebral puede ser hipopiásico. Si falla tambien el cierre del tubo neural

inferior, Ia medula espinal puede estar ausente o dividida (cráneoraquísquisís). Los

niños anencefálicos pueden nacer vivos, tener reflejos primitivos y sobrevivir por

algunos días.

Ei Encefaloce/e comprende ia herniación del tejido cerebral y/o de ias meninges a

partir de un defecto óseo en ei cráneo, comúnmente en Ia región occipitai, si bien

puede presentarse en las regiones frontal, parietal o basal. El tejido neural dentro

de un encefaloceie esta cubierto por piel o una fina membrana. Usualmente
contiene una cavidad llena de fluido en comunicación con las ventrículos cerebrales

y aproximadamente ia mitad de los casos están asociados con hidrocefalia. Los

encefaloceies posteriores son los más frecuentes y son principalmente debidos a

defectos de etiología genética, mientras que los encefaloceies anteriores

(esfenoidales o frontoetmoidales) son más comunes en el sudeste asiático y están
más relacionados con trastornos de Ia inducción ventral.

El Meningocele y el Mie/omeningoce/e comprenden lesiones que resultan del cierre

defectuoso del tubo neural en la columna vertebral. Hay un defecto óseo en el arco

neural, pero en el meningocele sólo ias meninges son incorporadas dentro de la piel

adyacente, mientras que para el mielomeningocele también se incorpora el tejido

de la médula espinal. Cuando el ectodermo adyacente se ha roto y la médula

espinal está expuesta (una lesión abierta), el termino mie/ocele es usado aún

cuando puede adquirirse una membrana y simular el mielomeningocele. El punto

clínico importante es que los pacientes con meningocele recubierto de piel (una

lesión cerrada) pueden no presentar déficit neurológico, mientras que siempre hay

compromiso neurológico cuando el tejido neural está expuesto.

La espina bífida oculta o el disrafismo espinal oculto comprende una unión del cono

de la médula espinal a una estructura vecina con fallas de cierre de dos o más

arcos vertebrales, frecuentemente en asociación con signos neurológicos anormales

y marcadores cutáneos o subcutáneos tales como un mechón de pelo, un

hemangioma o un lipoma. Esta lesión es parte del espectro de los DCTN y tiene
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algunas implicaciones genéticas [Carter, 1975]. A veces, sin embargo, el término

espina bífida oculta es usado para describir la osificación incompleta de la lamina

vertebral incidental. Esta lesión posterior no tiene consecuencias clínicas, no es de

causa genética y es una variante normal en niños menores de 2 años, con una

ocurrencia de aproximadamente el 20 % en adultos [Emery, 1986].

Figura 1. Fotografia de un recién nacido fallecido con un Defecto de Cierre del Tubo neural.
Se observa ausencia de caiota, y tejido meníngeo por encima de ia cara. (Fotografia tomada
de Gorlin Robert y col, “Syndromes of the head and neck", Fourth edition, 2004).

3.3-Aspectos Embriológicos:

La formación del Tubo Neural se produce por un proceso embrionario llamado

neurulación primaria y comienza con la formación y piegamiento de la placa neurai

en el día 18 y finaliza con el cierre del tubo neural en el día 28 postovulatorio.

Posteriormente la porción rostrai del tubo neural se desarrolla en cerebro y la

porción caudal en cuerda espinal.

A nivel tisular, la neurulación ocurre en cuatro etapas: formación de la placa neural,

modelado, arqueado y cierre del tubo neurai.

Eltubo neural se cierra a medida que los pliegues neurales se aparean y se unen en

la linea media dorsal. Los pliegues se adhieren unos a otros y las células de ambos

emergen. En algunas especies, las células en esta unión forman las células de la

cresta neural. En mamíferos, las células craneales de la cresta neural (las cuales

forman estructuras del cuello y faciales) migran, mientras los pliegues neurales se

elevan antes del cierre del tubo neural. Por otro lado, en la región de la médula

espinal, las células de la cresta neural no migran hasta el momento del cierre del
tubo.
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La formación del tubo neural no ocurre simultáneamente en todo el ectodermo.

Asimismo, la regionalización del tubo neural ocurre como resultado de cambios en

la forma del mismo. Los dos extremos abiertos del tubo neural son llamados

neuroporo anterior y neuroporo posterior. El tubo neural forma un cilindro cerrado

que se separa de la superficie del ectodermo. Se piensa que esta separación es

mediada por la expresión de diferentes moléculas de adhesión. En una etapa inicial

las células que formarán el tubo neural expresan E-Caderina, seguida por la síntesis

de N-Caderinas y moléculas de adhesión de células neurales (N-CAM)[Gilbert y col,

1997]

Figura 2. Neurulación en embriones humanos. (A) Secciones dorsal y transversal de un
embrión humano de 22 días. Tanto el neuroporo anterior como el posterior están abiertos al
fluido amniótico. (B) Vista dorsal de un embrión humano un día después. El neuroporo
anterior está cerrado mientras el posterior permanece abierto. (Tomado de Gilbert, 1997)

\:l |\¡>|'/¡ .¡.t.. n.
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Existe una controversia acerca de la forma en que se cierra el tubo neural en

humanos. En la versión clásica se postula que lo hace de una forma bidireccional en

el estadio 11 (dia 24) hacia los neuroporos anterior y posterior a partir de un único

punto de contacto en la región cervical del embrión. Este modelo se conoce como

modelo de sitio único de cierre. [Harmen y Prickett, 1942; Graves, 1945;

Hamburger y Hamilton, 1951; Edwards, 1968; Davignon y coi., 1980]. De esta

forma, se postula que la mayoría de los DCTNresultan de una falla primaria del

cierre del tubo neural, siendo la reapertura secundaria una causa menos frecuente.

[Gardner, 1973; Campbell y col., 1986].
Esta versión clásica fue cuestionada en base a las diferencias observadas tanto en

las frecuencias de los diferentes DCTN así como en el riesgo de recurrencia de las

mismos [Van Allen y col, 1993]. Para explicar los defectos más comunes, el modelo
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clásico requiere asumir que “lesiones salteadas” o áreas focales de reapertura son

más frecuentes en la patogénesls que la falla de cierre. En contraposición al modelo

de sitio único, Van Allen y col postularon que el tubo neural se cierra a partir de 5

sitios diferentes de contacto (modelo multisitio), también en forma bidireccional. De

acuerdo a este modelo, los diferentes DCTNcorresponderían a fallas de cierre en

las diferentes regiones propuestas.

Figura 3. Resultados de cierres completos e incompletos para los cinco puntos de cierre
propuestos por Van Allen y col. Las flechas sólidas denotan cierres exitosos y las punteadas
representan cierres incompletos. (A) Condición Normal; (B) Anencefalia (merocrania), falla
en el punto 2; (C) Espina bífida abierta, falla en el punto 5. La porción caudal del punto 1
también puede estar involucrada. (D) Holocrania, falla en los puntos 2 y 4. (E)
Faciocraniosquisis. Falla en los puntos 3, 2 y 4. (F) Faciocranioraquisquisis. Falla en los
puntos 3, 2, 4 y 1; (G) Anencefalia con espina bíflda, falla en el punto 2 y la porción caudal
del punto 1. (Tomado de De Sesso y col, 1999. Modificado de Van Allen y col, 1993)

n. Normal . B. Anencapllaly C. Splna Biiida

3.4- Factores maternos asociados con DCTN:

Se ha sugerido la existencia de varios factores maternos durante el embarazo

asociados con un riesgo aumentado para el desarrollo de DCTN, si bien los más

aceptados son el tratamiento con anticonvulsivantes [Lammer y col, 1987], la

diabetes mellitus tipo I [Bererra y col, 1990] y la hipertermia [Edwards, 1995;

Moretti y col, 2005].

Entre los anticonvulsivantes más utilizados se halla el ácido valproico. La exposición

materna a este anticonvulsivante resulta en un aumento del riesgo para DCTN

entre el 1 y el 5 °/o[Bjerkendal y col, 1982; Lindhout y col, 1986; Nau, 1994].
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En los últimos años, y gracias a Ia posibilidad de búsqueda de genes candidatos

utilizando microarreglos del ADNse ha empezado a determinar algunos genes que

podrían estar implicados en el desarrollo de DCTN inducidos por ácldo valprolco,

varios de los cuales están relacionados con el proceso de neurulación, o con la

remodelación de cromatina [Kultima y col, 2004].

Si bien la terapia con Carbamazepina, otro antlconvulsivante, estaría también

asociada con un riesgo mayor al 1 °/o para DCTN [Rosa y col, 1991], los estudios

realizados acerca del potencial teratogénico de la misma son limitados [Matalon y

col, 2002] y los mecanismos de acción teratogénica son aún desconocidos.

Asimismo, se ha podido determinar que la tasa de malformaciones congénitas está
incrementada de dos a tres veces en la descendencia de madres con diabetes

mellitus insulina dependiente [Elwood y col, 1992]. En este caso se considera que

el riesgo para DCTNes aproximadamente del 1%, si bien el riesgo individual para

cada mujer estaría relacionado con la calidad de su control de la diabetes [Garner,

1995]. Recientemente, se ha podido establecer en un modelo animal de diabetes,

que la hiperglucemia materna produce un aumento del stress oxidativo, provocando

una regulación anormal de determinados genes que conducirian al desarrollo de

defectos del tubo neural durante la embriogénesis [Loeken, 2005].

Asimismo, estudios experimentales en ratones [Finnel y col, 1986] y estudios

retrospectivos realizados en humanos [Warkany, 1986], muestran una relación

causal entre Ia hlpertermia materna y los DCTN. Varios estudios del tipo caso­

control indican que la fiebre alta, baños de agua caliente y baños saunas estarían

asociados con un riesgo para DCTN de aproximadamente el doble que el

poblacional [Milunsky y col, 1992]. Un reciente meta-análisis en el cual se

incluyeron 1719 casos y 37898 controles, confirma que el riesgo de desarrollar

DCTN asociados a hipertermia materna se encuentra incrementado [Moretti y col,

2005].

3.5- Influencia de Ia Ingesta de Acido Fólico y DCTN:

Se ha demostrado que Ia administración de ácido fólico previene la mayor parte de

los DCTN [MCR Vitamin study research group, 1991; Czeizel, Dudas, 1992]. La

suplementación con ácido fólico durante el período periconcepcional, confiere un

efecto protector que oscila entre un 50 y un 70% [Castilla y col, 2003; López

Camelo y col, 2005].

El hallazgo de niveles elevados de homocisteína y disminuidos de vitamina Blz en

sangre en mujeres embarazadas de fetos afectados por DCTN [Steegers­

Theunissen y col, 1994; Mills y col, 1995], así como el hecho de que se ha

11
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observado un aumento de los niveles de homocisteína plasmática en niños

afectados por DCTN que no se relaciona con un déficit de ácido fólico en la dieta

[Van der Put y col, 1997a; Bjorke-Monsen y col, 1997], ha llevado a sugerir que

defectos en la vía metabólica de Ia conversión/degradación de

homocisteina/metionina dependiente de folatos tendrían un rol importante en la

etiología de esta condición [Millsy col, 1995; Fodinger y col, 1999].

En la última década, la hiperhomocisteinemia moderada ha sido reconocida como

un nuevo factor de riesgo para arteriosclerosis y trombosis, con un valor

comparable a factores de riesgo clásicos como la hipercolesterolemia.

Aproximadamente del 10 al 20 % de Ia población tiene niveles elevados de

homocisteina que se asocian con un riesgo aumentado dos o tres veces para la

obstrucción de vasos sanguíneos arteriales o venosos. Sin embargo, las

complicaciones tempranas del embarazo, como los abortos espontáneos recurrentes

y los DCTN parecen estar relacionados a fallas en el metabolismo de la

homocisteina, pero no son causados por vasculopatlas debidas a problemas en este

metabolismo [Castro y col, 2006].

Por otro lado, el ácido fólico es un factor protector de otros defectos congénitos

[Canfleld y col, 2005]. Estas observaciones estarían apoyando el concepto que el

efecto protectivo del ácido fólico no sería totalmente especifico para DCTN.

Asimismo, es sabido que el folato es un componente fundamental durante la

expansión temporal proliferativa del embrión [Anthony y Hanson, 2000], siendo la

neurulación uno de los eventos de mayor sensibilidad a las disrupciones en los

procesos de proliferación y diferenciación celular. Por lo tanto, una explicación

posible es que el ácido fólico estabilice los procesos de mor-fogénesis embrionaria,

aumentando la probabilidad de que la neurulación se complete exitosamente [Colas

y Schoenwolf, 2001].

3.6-Metabolismo de la Homocisteina:

El folato en la forma S-metilo, participa en la transferencia de un único carbono

utilizado en la síntesis de nucleótidos a partir de S-adenosilmetionina, la

remetíiación de homocisteina a metionina, y la metilación de ADN, proteinas,

neurotransmisores y fosfolípidos. La actividad de la enzima MTHFR ayuda a

mantener el pool de folatos circulantes, así como de metionina y previene el

incremento de homocisteina. En la figura 4 se sintetizan los diferentes pasos de
esta via.
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Figura 4. Vía Metabólica de la homocisteina/metionina
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3.7-Factores Genéticos:

Se ha observado que los DCTN tienen etiología variada y la mayoría ocurren sin una

historia familiar anterior. Sin embargo, varias observaciones hacen pensar en

influencias genéticas. Primero, la probabilidad de que un feto o un niño sea

afectado por DCTN está aumentada con respecto a los valores poblacionales si

existen antecedentes familiares. Asimismo, el riesgo de DCTN es mayor en ciertas

poblaciones en las cuales las parejas consanguíneas son frecuentes y finalmente en

poblaciones de baja prevalencia, el riesgo para DCTN entre parientes es más alto

que el riesgo poblacional. Estas observaciones se ajustan al modelo de enfermedad

multifactorial, el cual propone que la malformación resulta de la interacción entre

factores genéticos y ambientales que afectarían el desarrollo normal del tubo neural

[Carter, 1976]. Se estima que la heredabilidad asociada es alrededor del 60 %

[Emery, 1986].

3.7.1-Evidenc/as genéticas en modelos animales:

Existe una gran cantidad de modelos animales con defectos del tubo neural, aunque

sólo un número muy bajo de ellos presentan similitud con los DCTNen humanos

[Finnell y col, 2002; Harris y Juriloff, 2007]. En muchos de ellos se ha podido

identificar el o los genes causantes de Ia patología. Este es el caso del mutante

Splotch [Epstein y col, 1991] en el cual se ha ¡denticado al gen pax3 como factor

etiológico. Mutaciones en su homólogo en humanos PAX3, causan el síndrome de

Waardenburg [Baldwin y col, 1992]. Si bien algunos de los casos clínicos pueden

13
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presentar un DCTN como característica asociada, no se ha hallado que defectos en

este gen estén mayoritariamente asociados con los DCTN aislados no sindrómicos,

tanto familiares [Chatkupt y col, 1995] como esporádicos [Trembath y col, 1999].

Otro ejemplo lo constituye Ia existencia de un 16 °/o de embriones de ratones

deficientes en p53 que exhiben exencefalia, entidad equivalente a la anencefalia

humana [Sah y col, 1995].

En todos los casos de modelos de DCTN de etiología genética en ratones, se ha

observado ia presencia de un número variable de fetos afectados. Este hecho

indicaría que la penetrancia de cada uno de ellos es diferente y que Ia aparición de

la patología depende, al menos parcialmente, del acervo genético, consistente con

ia existencia de influencias de otros genes en los locí principales [Copp, 1993]. En

concordancia con lo expuesto, Helwlg y colaboradores (1995) han observado que

ratones doble mutantes Patch / ondulado tienen un fenotipo similar a la espina

bifida oculta. Este fenotipo no se observa en ratones que poseen una sola de las
mutaciones.

Otros estudios en ratones presentan como posibles genes candidatos para DCTN a

los genes codificantes para el receptor del factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGFRA)[Payne y col, 1997; Zhang X, 1998), el receptor de efrina A5

una molécula de adhesión celular [Holmberg y col, 2000], y los factores de

transcripción T (Brachyury) [Wilson y col, 1993, Rashbass y col, 1994] y Zic3

[Klootwijk y col, 2000; Purandare y col, 2002].

Otro ejemplo interesante es el modelo de ratón homocigota mutado para el gen

Car-t 1, un gen que contiene un homeobox. Estos ratones nacen vivos con acrania

y meroanencefalia pero mueren poco después del nacimiento. Notablemente, el

tratamiento prenatal de las hembras preñadas con ácido fólico suprime en un 87 °/o

el desarrollo de ratones nacidos con este fenotipo [Zhao y col, 1996].

3.7.2-Genética de la vía metabólica de los fo/atos:

Se han estudiado muchos genes candidatos para DCTNen humanos, si bien sólo en

poco de ellos se ha podido demostrar una asociación positiva con el desarrollo de la

patología [Boyles y col, 2005]. Dada la etiología multifactorial de los DCTN, la

identificación de genes susceptibles es dificultosa. Diversos estudios han focalizado

su atención en el estudio de diferentes polimorfismos genéticos en locí de la vía

metabólica de la homocisteína/metionina [Botto y Yang, 2000]. La tabla 2 resume

algunos de los genes estudiados.

14
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Tabla 2: Genes candidatos de vía metabólica de los folatos

Gen Locus Pollmorflsmos Primeros estudios

S 10 metllene- tetrahidrofolatoreductasa 1p36'3 677C>T; [Van der Put, 1995,
(MTHFR) 1298A>C 1998]

Clstationlna beta slntetasa (CBS) 21 q22.3 844in564pb [Ramsbottom,1997]

Metionina Sintetasa (MS) 1q43 2756A>G [Morrison, 1998]

Receptor alfa de los folatos (FR alfa) 11q13.3 Haplotipos H1 y H2 [Trembath, 1999]

Metlonlna slntetasa reductasa (MTRR) Sp15.2 66A>G [Wilson, 1999]

Transportador de Folatos (RFC) 21q22.3 80A>G [De Marco, 2000]

Serina HidroleetiI Transferasa (SHMT) 17p11.2 1420C>T [Hell, 2001]

3. 7.3- Gen MTHFR:

El gen 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)mapea en el brazo corto del

cromosoma 1 (1p36.3), posee 11 exones, y se transcribe dando un ARNmensajero

mayoritario de 2.2 kilobases. EI producto es una proteina cata‘iíticamente activa de

77 kilodalton (kDa) que cataliza la conversión de 5,10 a S-metiitetrahidrofolato

(f0rma mayoritaria de folatos circulante). Existe asimismo una isoforma proteica

más pequeña de 70 kDa [Goyette y col, 1998].

3. 7.4-Varíantes AIé/¡cas de MTHFR:

La variante más común del Ia MTHFRes una mutación puntual que convierte una

citosina en una timina en la posición 677 en el exón 4, produciendo una sustitución

de una alanina por valina en Ia proteína. Este cambio produce una enzima con

actividad reducida a 37°C, comunmente llamada variante termolábil. Se presume

que esta sustitución afectaría el dominio catalítico de Ia proteina. La actividad

enzimática en los individuos homocigotas (TT) es del 50 al 60% menor a 37°C, y

65% menor a 46°C. En los individuos heterocigotas, la actividad se halla en rangos

intermedios. Los homocigotas tienen un leve aumento de la homocisteinemia si la

ingesta de folatos es insuficiente, pero normales si la ingesta de folatos es

adecuada [Frosst y col, 1995].

La prevalencia de la variante 677C>T tiene variaciones étnicas y regionales, con

una alta frecuencia en Italia e hispanos de California, y baja en Afroamericanos y
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en áreas de Africa Subsahariana [Stevenson y col, 1997; Pepe y col, 1998;

Schneider y col, 1998].

En Europa la frecuencia de homocigocidad 1T es del 18% en Italia [Sacchi y col,

1997], 13% en Gran Bretaña y 8% en Alemania [Botto y Yang, 2000]. Por su parte,

se observó una frecuencia de 14% en poblaciones caucásicas en USA y Canadá,

mientras que para los hispanos, se observó homocigosidad en un 21% en

California, y 25% en Colombia [Shaw y col, 1998; Camacho y col, 1998]. En Africa

Subsahariana no se identificaron individuos homocigotas 677'l'l', si bien la

frecuencia del alelo fue estimada en un 7% [Scheider y col, 1998]. En

Afroamericanos se observó un 2% de homocigocidad [Giles y col, 1998; McAndrew

y col, 1996]. En Japón Ia frecuencia de homocigotas fue estimada en un 11%

[Nishio y col, 1996], y 21% en un grupo Amerindio del Brasil [Scheider y col,

1998].

De los estudios del tipo caso-control realizados en algunas poblaciones analizando

la variante 677C>T, se ha podido establecer que el genotipo homocigota 6771T

aumenta al doble el riesgo de ocurrencia de DCTN[Botto y Yang, 2000]. Se postula

que el mecanismo involucrado sería un mayor requerimiento de folatos del embrión

en desarrollo. La presencia del genotipo homocigota 677'lT conjuntamente en la

madre y en el embrión, aumentaría el riesgo de ocurrencia en alrededor de seis

veces [Christensen y col, 1999].

Por otro lado, existe otra variante, 1298A>C en el exón 7, que produce una

sustitución de glutámico por alanina. Si bien la actividad de la proteina se

encuentra disminuida [Van der Put y col, 1998], esta disminución es menor que en

el caso de Ia sustitución 677C>T. Se presume que en este caso estaría afectado el

dominio regulatorio de la' proteína [Fodinger y col, 1999], si bien no se ha

observado que los individuos homocigotas 1298CC presenten niveles de

homocisteinemia aumentados. Los compuestos heterocigotas 1298AC/677CT, por

su parte, tienen un perfil bioquímico similar al de los homocigotas 6771T [Botto y

Yang, 2000].

Diversos autores han sugerido un aumento del riesgo para DCl'N para la presencia

del alelo 1298A>C en estado de heterocigota compuesto con el alelo 677 C>T [Van

der Put y col, 1998; Dekou y col, 2001]. Por su parte no se ha descripto la

presencia del genotipo 1298AC en asociación con el genotipo 6771T, ni tampoco la

presencia del genotipo 1298CC con los genotipos 677CT y 6771T, por lo cual se ha

sugerido que estas combinaciones de genotipos podría ser letal para el embrión

[Van der Put y col, 1998]. Otra observación de importancia es que los compuestos
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heterocigotas 1298C/677T) se observan solo en trans, siendo cada alelo heredado a

partir de un progenitor [Van der Put y col, 1998].

Un resumen de los estudios publicados en la literatura para estos dos polimorfismos

del gen MTHFRy ei riesgo de desarrollo de DCTN, se muestran en la tabla 3

[modificada de Boyles y col, 2005].

Tabla 3: Estudios de Riesgo de los genotipos C677T y A1298C del gen MTHFR

Diagnósticos
Autores Población Muestra _ Genotipo ConclusiónIncluidos

La mutación 677C>T es

vígñïggg; Alemanes Scígtafifizsy DCTN 677C>T un factor de riesgo
y genético.

Espina blflda,

Morrison y Alemanes y 79 casos y espina bíflda 77€ T No hubo diferencias
col (1998) Británicas f 595 oculta, 6 > significativasamiiiares

yencefaiocele

271 DCTN Elaieio T incrementa elcasos y . riesgo en casos y un

Shlalgzsgfm Iriandeses 218 (m'zfgïggfigce'e 677C>T moderado riesgo
familiares encefalocde’) adicional es conferido algenotigo materno Ti'.

s 148132505, ET“ bifiïa nos 677C T N h b ld dtegmann y sin rómica más > o u o ev encia e
col (1999) “emanes 7c7°ntr3les anencefaiias y 2 1298A>C asociación

110praagíse's encefaioceles
Americanos 128 familias DCTN Evidencia de un

Trembath y Mediooeste Iowa 35 (mieiomeningocele 677C>T incremento del riesgo
col (1999) (96% Minesota, 9 anencefaiia, en casos no asociados

Caucásicos) Nebraska encefalocele). con mielomenlngoceles.
56 casos, 62

Canadienses madres de DCTN
Christensen (75% casos' 97 mieiomeningocele Incremento del riesgo

(1999) Ingleses o controles anencefana 677C>T de DCTNasociados con
Franceses) niños, encefabcele') el polimorfismo 677C>T90 madres

controles

203 casos . EVidenda d?

D M 98 madres’ M ' I increjmento del nesgoe arco y . ’ ¡e omeningoce e, cuan o pacnen es o us
col (2002) Ital'anos 67 padreáfg meningoceie 1298A>C madres tienen el aieio

ca:::t'rgles C, o bien los padres
son genotipo CC

84% DCTN
Johanning y Caucásicos, 77 caso y 77 (mieiomeningocele .
col (2002) 16% Afro- controles anencefaiia, 677C>T Incremento del nesgo

americanos encefaloceie)
DCTN

Cunhay col Brasueros zsnïgïáscon (mieiomeningocele Nohubodiferencias
(2002) 75 controíes anencefaiia, entre casos y controlesMM)



Tabla 3: Continuación
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Autor Población Muestra Diagnósticos Genotlpo Conclusión
incluidos

Gonzalez- Hispánlcos 65 casos, 60 Espina bíflda 677C>T No hubo evidencia de
Herrera (area del madres y asociación
col (2002) Yucatan) 110

controles
Rampersaud Americanos 175 casos y Mielomenlngocele 677C>T Evidencia para
y col (2003) caucáslcos sus Incremento del riesgo

familiares,
195

controles
Pietrzyk y Polacos 104 casos, Espina bíflda no 677C> T Incremento del n'esgo
col (2003) 106 madres sindrómica aislada asociado con 677C>T

de casos en casos y madres
y 100 homoclgotas

controles
adultos

Gutierrez- Españoles 27 casos, 28 DCTN 677C>T No hubo diferencia
Revilla y col madres, 1298A>C significativa

(2003) 23
hermanos, y

159
controles

Boduroglu y Turcos 95 casos , DCTN 677C>T No hay una asociación
col (2005) 80 madres, 1298A>C significativa

72 padres y
93 controles

Si bien la asociación entre distintas variantes genéticas y el riesgo de desarrollo de

DCTN está muy estudiada en poblaciones de Europa y América del Norte, los

estudios en poblaciones latinoamericanas son escasos [Martinez y col, 2001; Dávalos

y col, 2000; Cunha y col, 2002; Perez y col, 2003; Nitsche y col, 2003; Felix y col

2004].

A pesar que la incidencia de estas patologías ha sido estimada para nuestra

población (Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas,

ECLAMC) [Castilla y col, 1996], no se cuenta con información acerca de los

factores genéticos que estarian relacionados con estas patologías. Es por ello que

nuestro grupo de trabajo ha iniciado una línea de investigación para determinar

aquellos genes de riesgo asociados a la ocurrencia de DCTN en nuestra población,

con el objeto no sólo de colaborar en el entendimiento de los procesos involucrados

en la patofisiología de estas enfermedades, sino con la posibilidad de identificar

grupos poblacionales de riesgo y contribuir en la aplicación de políticas de salud

destinadas a la prevención primaria de estas patologías. Resultados preliminares

estarían indicando que la variante 6771T de MTHFRconstituiría un factor de riesgo.
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Sin embargo una Inserción de 68pb en CBS, no constituye un factor de riesgo, aún

en combinación con la variante T de MTHFR[Buzzalino y col, 2002].
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4-OBJETIVOS DEL TRABAJO:

General:

Determinar factores genéticos asociados a la predisposición a desarrollar DCTN en

la población de Argentina.

Específicos:

1. -Estimar si la mutación 1298A>C en el gen MTHFRconstituye un factor de

riesgo para DCTN en nuestra población.

2. -Estimar si la combinación de las mutaciones MTHFR 1298A>C y MTHFR

677C>T constituyen un factor de riesgo para DCI’N en nuestra población.
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S-MATERIALES Y MÉTODOS:

5.1-Muestra:

a. Propósitos: individuos con DCTN aislados, no sindrómicos. Se analizaron

muestras de sangre de 100 afectados: 90 espinas bifldas, 7 anencefallas y 3
encefaloceles.

b. Progenitores de los propósitos: Se analizaron muestras de sangre provenientes

de 95 padres y 109 madres de niños afectados por DCTN.

c. Controles: Se analizaron muestras de sangre de niños y adultos aparentemente

sanos, sin antecedentes de DCTN en la familia y que habiendo tenido
descendencia los mismos no sean afectados c0n DCTN. Se cuenta con muestras

de sangre de 61 niños y 120 adultos provenientes de los mismos centros de
atención.

Los pacientes fuer0n atendidos en el Hospital de Niños “Ricardo Gutiérrez", Ia

Maternidad “Ramón Sardá" y el Centro Nacional de Genética Médica por un

genetista de cada uno de los centros.

La participación de la familia fue voluntaria y los individuos fueron informados

por los médicos participantes de los alcances y limitaciones del estudio. En todos
los casos se obtuvo un consentimiento firmado.

El estudio ha sido aprobado por el comité de ética del Centro Nacional de

Genética Médica.

5.2-Técnicas de laboratorio utilizadas

A - Extraccion de ADN:

Se realizó a partir de linfocitos de sangre periférica mediante la técnica de

extracción salina (ver apéndice). Brevemente, a partir de 5 ml de sangre se realiza

una lisis celular con SDS y Proteina K. Luego de una precipitación con NaCI

saturado, el ADN es aislado mediante precipitación con Etanol absoluto. La

concentración y pureza del mismo se realiza mediante medición

espectrofotométrica a 260/280 nm.

B - PCRpara el fragmento conteniendo al golimorfismg 1298A>C:

Alrededor de 100 ng de ADNfueron utilizados para amplificar la región de interés

por PCR(Polimerase Chain Reaction) utilizando cebadores (primers) específicos. Los

primers y condiciones de la reacción se detallan a continuación:
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Primer sense 5’- CIT TGG GGA GCI' GAA CTA CTA C -3’

Primer Antisense 5’- CAC“HT GTG ACC ATT CCG GTI' TG -3'

Reactivos: Volumen final de SOpI

cc

Primer

Taq

Congicignes de ciclado:

-1 Ciclo de iniciación a 94°C por 1min 30seg

-3O ciclos a 94°C 405eg,

55°C 305eg
72°C lmin

- 1 ciclo de elongación final a 72°C por 7min

Fragmento de Ampiificación: 164 pb.

c - Corrida en qeles de agarosa al 1%
Para un volumen final de 70ml

TAE 1% 70ml

Azarosa 0.7gr

Bromuro de Etidio (10 mg/ml) ---- "3pl

Luego de la gelificación

Siembra de 7pl (muestra Spl + Buffer de siembra 2p!)

3m de Marcador de Peso Molecular de 50pb + Buffer de siembra Zpl

Corrida a 100 V, durante 30 mln.
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Figura 5. Fotografia de corrida en ei gel de agarosa, observada en transiluminador de luz UV,
de fragmentos del producto de amplificación de una serie de muestras de ADN(calles 1-4),
control sin ADN(calle 5) y marcador de PMde SOpb (calle 6).

D —Digestión con la Endgngglgasa de rggtriggión M99 II

Alrededor de 5 ul del fragmento de amplificación de 164 pb fue digerido con la

enzima MboII. La misma digiere al alelo A generando un fragmento de 56pb, y

otros de 31, 30, y 28pb. Por su parte para el alelo C se obtienen fragmentos de 84,

32 y 30 pb. El producto de la digestión es visualizado por una corrida electroforética

en geles de poliacrilamida 20% y teñidos con plata. Se detallan a continuación las

condiciones de digestión y de la tinción con nitrato de plata.

Corte con Mbo II

Para un volumen final de 20ul

HZO----------------------- --14pl

Enzima (MboII) 5U/ul---- --1ul

Buffer 10X---------------- --2ul

ADN 3u|

Incubación a 37° a 16 horas.

E —Corrida en Poliagrilamiga al 200/9

Para un volumen de gel de de 5ml.

HZO 1.5ml

Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 ----- --2.5ml

TBE 5X 1m|

PSA 1 % 40m

TEMED su:

Corrida: 15 mA/gel, 90 Min
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F - Tingión con Nitratg de Plata

1-Fijación con ETOH10% durante 10 minutos

Z-Oxidación con HNO;al 1% (1.54V/V) durante 3 minutos

3-Lavado con Hzo destilada por 30 segundos en dos oportunidades

4-Tinción con AgNO3(2.029/l) por mas de 20 minutos

5- Lavado con H20 destilada por 30 segundos en dos oportunidades

6-Revelado con Na2C03(29.69/l) + Formaldehido (54 ¡il/100ml)

7-Frenado con AcOHal 10% por mas de 5 minutos.

Figura 7. Fotografia de la corrida electroforética en gel de poliacrilamida al 20% (A: Marcador
de PMde SOpb, B y C: Homocigotas AA, D y E: Heterocigotas AC, F: Homocigota CC)

5.3-Análisis estadístico:

Se calculó el riesgo asociado de las distintas variantes genéticas estudiadas (OR)

con un intervalo de confianza del 95%, utilizando el paquete estadístico del

EPIINFO 6 [versión 6.4, OMS]. Se consideró significativo un OR cuyo intervalo de

confianza no contuviera al 1. Las interacciones entre diferentes variantes alélicas

fueron analizadas por regresión logística mediante la utilización del paquete
estadístico SPSS.

Para estimar diferencias estadísticas entre diferentes haplotipos entre casos y

controles, se utilizó el test de x2, así como para comparar frecuencias genotípicas

entre distintos grupos de controles. Para estimar si las poblaciones están en

equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), se utilizó el test de x2de bondad de ajuste.

El tamaño muestral utilizado, de 100 afectados y de alrededor de 200 controles, se

calculó del trabajo previo sobre la variante 677C>T; para el presente trabajo sobre

la variante 1298A>C, se continuó trabajando con ese tamaño muestral. El poder de

la prueba con la muestra en estudio es del 60%, teniendo en cuenta que la

frecuencia estimada para la variante C en controles de nuestra población fue de 0.2

y considerando un posible OR de 2.
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6-RESULTADOS:

La tabla 4 muestra la distribución de los alelo A y C y los diferentes genotipos de

MTHFR1298 en afectados, padres de afectados y en controles.

Tabla 4: Distribución alélica y genotípíca de los alelos de MTHFR1298A>C

Alelo Casos Madres Padres Controles
°/o °/o % %

1298 A 84 82 81 80

1298 C 16 18 19 20

En la figura 8 se muestra la distribución de los diferentes genotipos entre casos y

controles niños y adultos.

Figura 8. Gráfico de las frecuencias genotípicas en afectados, y controles niños, adultos y
totales.

MTHFR 1298A>C
_8_ ­

Q fi

g l

g A

Q a

Afectados Controles Controles Controlesninos adultos totales
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Según se observa en la tabla 5 la distribución de las frecuencias genotípicas de

MTHFR1298 se ajustó al equilibrio de H-Wtanto en casos como en controles.

Tabla 5: Estimación del número de individuos esperados de acuerdo a H-Wy su comparación
con lo observado en la muestra estudiada.

Casos: (n)

Controles: (n)

Con el objeto de estimar si el polimorfismo estudiado se asocia con la ocurrencia de

la enfermedad, se utilizó ei cálcqu de Odds Ratio (OR) como estimador del riesgo

relativo (RR). Para los sucesivos cálculos fueron considerados los individuos

controles en su totalidad dado que no se hallaron diferencias significativas en las

frecuencias genotípicas entre controles adultos y niños (X2=0.03; p=0.869).

Considerando a la variante C como factor de riesgo, no se halló que los genotipos

AC+CCestén asociado a un incremento en ei riesgo a desarrollar DCTN(tabla 6).

Tabla 6: Estimación del Riesgo del MTHFR1298A>C, considerando a la variante C corno
factor de riesgo.

1.54 (0.85-2.46)

0.70 (OAI-1.16)

0.92 (0.55-1.55)

Madres y 0.82 (053-125)
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A los efectos de analizar si esta variante podría contribuir a incrementar el riesgo

previamente hallado para la variante MTHFR6771T, se realizó un análisis de

interacción por regresión logística. La distribución de los genotipos compuestos de

MTHFR677C>T y de MTHFR1298 A>C se muestran en las tablas 7.1 y 7.2. Como

se observa, no se evidenció la presencia de los genotipos 677TT y TC en

combinación con el genotipo 1298CC.

Tabla 7: Distribución de los genotipos de 677C>T y de 1298A>C en la población estudiada

Tabla 7.1 Casos n=98

Tabla 7.2 Controles n=173

Los resultados de la regresión logistica muestran que la presencia de los genotipos

MTHFR1298 AC+CCno modifican significativamente ei riesgo previamente hallado

para ia variante en 677 (Tabla 8).

Tabla 8: Análisis de regresión logística

Genotipos Odds Ratio (95% IC)
MTHFR677TT 2.56 (1.48-5.06)l

MTHFR677Tl' *
2.67(1.37-S.18)

MTHFR 1298CC+AC

lDatos de trabajo previo (Buzzalino y coI., 2002).
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Asimismo, no se halló que la presencia el genotipo compuestos heterocigota MTHFR

677CT/1298AC se asocie a un riesgo aumentado de desarrollar DCTN: OR mc vs,

cc,“ = 1.17; IC 95%: 0.44-3.11

Por su parte se calculó la distribución fraccional de cada haplotípo combinado de

MTHFR 677C>T y de MTHFR 1298A>C en los individuos controles y en los

pacientes (tabla 9.1 y 9.2)

Tabla 9.1: Distribución fraccional para los haplotlpos combinados 677C>T y 1298A>C en
casos (n=196)

677/1298

Tabla 9.2: controles (n=346)

677/1298

Al comparar casos y controles, se observa una diferencia estadísticamente

significativa en la distribución de los mismos (x2: 6.8, p=0.03). Sin embargo, esta

diferencia se explicaría debido a un exceso del aielo 677T entre los afectados.

Se debe considerar que la metodología utilizada no permite distinguir cuál es la fase

de ambos polimorfismos en el caso de compuestos heterocigotos CT/AC (si es CC­

TAo CA-TC).Sin embargo y teniendo en cuenta que la combinación 677T-1298C se

halló en un sólo individuo control y en un paciente, se consideró que la probabilidad

a priori de encontrar un alelo con dicha asociación en los compuestos heterocigotos

CT/ACsería aproximadamente 0.0035.
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7-DISCUSIÓN:

Los primeros datos hlstórlcos de DCTN se remontan a 10.000 años atrás en el que

se ha evidenciado por restos arqueológicos la existencia de espina bífida

[Feremback, 1963]. Las primeras descripciones médicas de DCTN fueron hacia el

siglo 17, y la asociación de espina bífida e hidrocefalla fue comunlcada por primera

vez en el año 1769. Los esfuerzos para proteger el saco herniado comenzaron en el

siglo 19, y el conocimiento de que las infecciones y la hidrocefalia podrían implicar

complicaciones letales, se realizaron recién hacia el comienzo del siglo 20. Hacia

1930 se recomendó un cierre qulrúrgico temprano del saco para la prevención de
infecciones.

La historia natural y las complicaciones de los DCTNdependen ampliamente de la

severidad del defecto primario y de la naturaleza de algún defecto asoclado. Los

DCTNpueden ser letales, en el caso de una anencefalia, ya sea en forma aislada o

en asociación con otros defectos, como en el caso de una trisomia 13. Por otro lado

los DCTNpueden ser leves y tener un impacto limitado. Es así que alrededor del

90% de los recién nacidos que reciben un tratamiento quirúrgico temprano a raíz

de una lesión en el cordón espinal, sobreviven y llegan a la vida adulta [Shurtleff,

1986].

En algunos casos de niños con DCTN se verifica Ia presencia de problemas de

aprendizaje que pueden estar asociados a trastornos en la atención, en la memoria,

secuenciamiento y razonamiento. Las problemáticas sociales y conductuales, están

más acentuadas en la adolescencia. Los problemas en la alimentación y crecimiento

conllevan a internaciones frecuentes durante la infancia, así como también es

frecuente la disfunción oculomotora (estrabismo) y oromotora (disfagia), escoliosis,

dislocación de la cadera, deformidad en los pies y osteoporosis. La disfunción de la

vejiga, con incontinencia e infecciones urinarias, suele ocurrir en la totalidad de los

afectados. La hidrocefalia, el retraso en las pautas madurativas motoras y las

parálisis en los miembros inferiores son las principales manifestaciones

neurológicas [Rubin y Crocker, 1989].

Las técnicas diagnósticas han favorecido el diagnóstico de DCl'N durante el

embarazo. Actualmente, el nivel de Alfa Feto Proteina (AFP) en el suero materno es

usado en la población general como pesquisa y detecta entre un 75 a 80% de los

fetos afectados por DCl'N [Johnson y col, 1990]. Por otro lado, la ecografía fetal

puede detectar la mayoría de los DCTN. [Nadel y col, 1990]. Si bien el diagnóstico

prenatal provee un adecuado asesoramiento, acceso a la información y apoyo a los

padres, así como planificar un parto seguro en un centro que pueda proveer una
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respuesta inmediata a las necesidades médicas del recién nacido, es necesario un

equipo de promoción de la salud multidisciplinario y de cuidados preventivos de un

niño con un DCTN, con la coordinación de Importantes servicios médicos y

quirúrgicos, así como centros de educación y apoyo de asociaciones de padres, que

desarrollen un plan de tratamiento y seguimiento acorde a cada individuo afectado

[Sarwark, 1996].

Desde el punto de vista su etiología, los DCTN son reconocidos por tener una causa

compleja, en el que están implicados factores ambientales y genéticos. Se ha

sugerido la existencia de varios factores maternos durante el embarazo asociados

con un riesgo aumentado para el desarrollo de DCTN, si bien los más aceptados son

el tratamiento con anticonvulsivantes [Bjerkendal y Goujard, 1982; Lammer y col,

1987], la diabetes mellitus tipo I [Bererra y col, 1990] y la hipertermia [Edwards,

1995; Moretti y col, 2005]. Asimismo es sabido que una ingesta adecuada de ácido

fólico durante el período periconcepcional, confiere un efecto protector que oscila

entre un 50 y un 70% [De Marco y col, 2000; Castilla y col, 2003; Lopez Camelo y

col, 2005].

Los genes candidatos estudiados como pasibles de estar implicados en el desarrollo

DCTN, provienen de tres tipos de evidencia: genes implicados en modelos de ratón,

candidatos posicionales y genes de la vía metabólica del metabolismo de ios
folatos.

Los estudios realizados en modelos animales, ya sean mutantes espontáneos o

knockouts para genes específicos, han implicado a más de 190 genes candidatos

[Harris y Juriloff, 2007]. Varios genes candidatos de modelos de ratón han sido

estudiados en poblaciones humanas. El locus T, es el homólogo humano del gen

Brachyury en el ratón, es vital para el desarrollo axial y Ia formación del

mesodermo posterior [Rashbass y col, 1994]. A pesar que un estudio propone que

este gen participaría en un 6%-18% de la incidencia de DCTN [Morrison y col,

1998), otros estudios no han hallado evidencia alguna de ser un locus mayor en

los DCTN humanos [Trembath y col, 1999; Speer y col, 2002]. Otro ejemplo Io

constituye el “ratón Sp/otch” que posee una mutación en homocigosis en el gen

Pax3 y desarrolla ratones con defectos de cierre del tubo neural [Goulding y col,

1991; Machado y col, 2001]. Sin embargo, no se han encontrado evidencias que

este gen pudiera estar implicado en un riesgo mayor de DCTN en humanos

[Trembath y col, 1999; Speer y col, 2002].

Por otro lado, algunos genes candidatos se propusieron a raíz de anomalías

cromosómicas asociadas a DCTN,como por ejemplo las trisomías 13 y 18 [Boyles y

col, 2005]. La deleción del brazo largo del cromosoma 13 se asocia a un síndrome
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caracterizado por anencefaiia y encefalocele. En la región 13q32 mapea el gen del

factor de transcripción ZIC2 cuyo homólogo en ratón está implicado en defectos dei

tubo neural [Nagai y col, 2000]. Sin embargo no se halló, una vez más, que este

gen esté implicado con los DCTNen humanos [Brown y col, 2002].

Se han propuesto otros genes candidatos relacionados con distintas vías

metabólicas y/o mecanismos de formación del tubo neural. Existirian evidencias

recientes que sustentan el rol de ias moléculas de adhesión neural 1 (NCAMl)en la

etiología de DCTN [Boyles y coi, 2005]. Por su parte, en un estudio caso-control en

una población de California, polimorfismos en la Uncoupling Protein 2 (UCP2),

proteína que interviene en el metabolismo energético, se asociaron a un incremento

en el riesgo en ei desarrollo de DCTN[Volcik y col, 2003]. Asimismo, un estudio en

Ia población dei sur de Italia muestra asociación para polimorflsmos en el gen de Ia

enzima transcobaiamina que metaboiiza ia Vitamina B [Gueant-Rodriguez y col,

2003], si bien otro estudio hecho en la población alemana no mostró asociación

con la ocurrencia de DCTN[Afman y coi., 2002].

No obstante todo Io dicho precedentemente, y sin tener aún dilucidado por

completo el mecanismo, existe mucha evidencia que la incidencia de DCTNen niños

cuyas madres reciben ácido fólico en el período periconcepcional se encuentra

disminuida [MRCVitamin Study Research Group, 1991; Milunsky y col, 1992]. La

suplementación materna de folatos puede prevenir del 50 al 70% de los DCTN

[American Academy of Pediatrics, Committee on Genetics, 1999]. El folato es

esencial para ia síntesis de ADN, ia división celular y el crecimiento tisular.

Asimismo es necesario para Ia metiiación del ADN, proceso importante tanto en la

expresión génica como en la estructura cromatínica. Por otro lado, se ha

demostrado que el ácido fólico disminuye la incidencia de DCTN inducidos por

fenitoina en embriones de pollos en desarrollo [Guney y col, 2003]. Estas

observaciones cobran relevancia si se tiene en cuenta que en humanos se ha

demostrado la existencia de un riesgo aumentado de DCTNasociado a ia exposición

a drogas antiepilépticas [Ornoy, 2006].

Los niveles de folatos séricos tienen un fuerte componente genético con una

heredabilidad estimada del 46 °/o [Mitchell y col, 1997]. La deficiencia de folatos

contribuye a la etiología multifactoriai de DCTN,y genes en esta vía metabólica han

sido la base para algunos estudios de posibles genes candidatos asociados a la

enfermedad (ver la tabla 2).
Si bien las enzimas relacionadas con la via metabólica de los folatos están

fuertemente implicadas en los DCTN,los numerosos genes candidatos y la amplia

diferencia en las frecuencias aléiicas observadas en diferentes poblaciones y grupos
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étnicos, sugiere que no hay un único factor genético implicado en los DCl'N [Botto y

Yang, 2000].

La variante 677C>T del gen MTHFR se asoció originalmente con un riesgo

aumentado para el desarrollo de DCTN. Identificada inicialmente para

enfermedades vasculares, esta variante alélica produce una isoforma termolábil de

MTHFR. La MTHFR reduce 5,10-methílentetrahldrofolato a 5­

methilentetrahidrofolato (la forma predominante de folatos circulantes), que actúa

como donante de metilos en la remetilación de homocisteína a metionlna [Frosst y

col, 1995]. La baja actividad de MTHFRentonces, estaría asociada con bajos niveles

de folatos séricos y altos niveles de homocisteinemia. En un estudio caso-control

realizado en 55 pacientes alemanes, se halló mayor incidencia de la mutación

677C>T en pacientes y padres de DCl'Nque en controles [Van der Put y col, 1995].

Un trabajo posterior realizado en 218 familias Irlandesas confimó este hallazgo y

también se encontró un modesto riesgo adicional asociado al genotipo materno

677TT [Shields y col, 1999]. Estos resultados podrian estar indicando un modelo

biológico de MTHFR relacionado a la patogénesis de DCTN, en el cual un nivel

subóptimo de folato materno provocaría un estado de estrés bioquímico en el feto

en desarrollo [Shields, 1999; Botto y Yang, 2000]. Se ha propuesto que este

genotipo estaría contribuyendo en la etiopatología de entre un 11% y un 19% de

los DCTN [Ou y col, 1996).

Sin embargo otros estudios en diferentes poblaciones no han encontrado evidencia

de asociación entre DCTNy variantes alélicas de MTHFR[Rampersaud y col, 2003].

Las discrepancias observadas podrían estar relacionadas con variables

poblacionales específicas, ya sea por diferencias étnicas o factores ambientales. De

hecho, en algunas áreas como Irlanda, Inglaterra, México, así como en algunas

regiones en China, se observa una alta prevalencia de DCTNque podrían explicarse

principalmente debido a una ingesta inadecuada de ácido fólico, a las condiciones

fisicas del ambiente (disponibilidad de nutrientes), las condiciones socio económicas

de la población (pobreza y edad) y a los hábitos personales de salud de la población

(asesoramiento y suplementación vitamínica) [Slattery y Janerich, 1991]. Todas

estas observaciones han conducido a la necesidad de realizar estudios genéticos­

moleculares para cada población en particular con el propósito de determinar los

factores de riesgo que se asocian con estas patologías. En este sentido, estudios

preliminares de nuestro laboratorio del tipo caso-control, estarían indicando que el

genotipo 677TT de MTHFRes un factor de riesgo para nuestra población [Buzzalino

y col, 2002].
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Por su parte, la variante de MTHFR1298A>C produce una disminución mucho

menor de la actividad proteica que la variante 677C>T, pero se ha sugerido que

los compuestos heterocigotos (MTHFR677CT-1298AC) producen un perfil similar a

la variante proteica termolábil [Van der Put y col, 1998]. Uno de los primeros

estudios demuestra un aumento del riesgo para DCTN por Ia presencia del aIeIo

1298A>C en estado de heterocigota compuesto con el alelo 677 C>T [Van der Put y

col, 1998]. AI igual que para la variante 677 de MTHFR, no existen hasta el

presente estudios que relacionen Ia posible influencia del polimorfismo en 1298 en

el desarrollo de DCTNen nuestra población.

En este trabajo nos propusimos estudiar la asociación entre el polimorfismo

1298A>C del gen MTHFRy el riesgo de desarrollo de DCTN en una muestra de

afectados de la Argentina.

Las frecuencias del alelo C de MTHR1298 muestran una variación a nivel mundial,

similar a lo que fuera comunicado para el alelo 677T de MTHFR. Nuestros

resultados estarían indicando una frecuencia de 0.20 para aIeIo C en individuos

controles de nuestra población, siendo el nuestro, el primer trabajo en comunicar

esta estimación. La prevalencia del aIeIo C fue estimada en 0.33 en una muestra de

una población alemana [Van der Put y col, 1998], 0.25 en una muestra de la

población italiana y canadiense [Weinsberg y col, 1998], 0.28 en una muestra de

Judios Ashkenazis [Rady y col, 1999] y 0.48 en una muestra de la población de

Miao en China [Xiao y col, 2005].

En este estudio, el polimorfismo del gen de Ia MTHFR1298A>C no se asoció a un

riesgo aumentado de DCTN. Estos resultados, si bien se contraponen a otros

realizados en diferentes poblaciones, en su mayor parte europeas (alemanes,

irlandeses, italianos, canadienses, americanos caucásicos, polacos), están en

concordancia con los obtenidos para algunas poblaciones hispanas, así como en

amerindios, asiáticos y africanos subsaharianos [Botto y Yang, 2000].

Sin embargo, no se puede descartar que, dado que el poder de Ia prueba no

alcanzó el valor del 80%, los resultados obtenidos en nuestro estudio puedan variar

c0n Ia incorporación de más afectados y controles. Asimismo, no se halló que la

variante 1298C aumente el riesgo observado para el genotipo MTHFR677'lT, ni que

el genotipo compuesto heterocigota 677CT-1298AC se asocie a un riesgo

aumentado de ocurrencia de Ia patología. Estos resultados son coincidentes con lo

observado en otros estudios [Stegmann y col, 1999; Cunha y col, 2002; Gutierrez­

Revilla y col, 2003; Boduroglu y col, 2005], y difieren con otros que sugieren una

posible interacción entre ambas variantes [Van der Put y col, 1998]. Nuevamente,

la presencia de variables poblacionales específicas o bien el número de individuos

estudiados en cada caso podrían explicar las discrepancias observadas.
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En un meta-análisis realizado a partir de 5389 individuos de diferentes poblaciones

[Ogino y col, 2003] estiman las frecuencias de los haplotipos de las variantes de

MTHFR677 y 1298 en Ia población general. De acuerdo a este estudio, 20% de los

individuos poseen el genotipo probable de riesgo CT-AC,0.18% de los individuos el

genotipo TT-AC, 0.14% de los individuos el genotipo CT-CC y ningún individuo el

genotipo 'lT-CC. En nuestro grupo control de 173 individuos estudiados hallamos

frecuencias similares a las mencionadas (CT-AC: 19%, Tr-AC: 0.6%; Tr-CC: 0), si

bien no se halló ningún individuo con el genotipo CT-CC. Dada Ia baja frecuencia de

este genotipo, se puede esperar que esta combinación no se observe en el número

de individuos analizados para este trabajo. Sólo en dos estudios, uno de Canadá y

otro de Inglaterra [Isotalo y col, 2000; Dekou y col, 2001], se observó una

frecuencia más elevada para este genotipo que se podría explicar por un efecto

fundador. Asimismo, y en concordancia con Io sugerido en la literatura

[Christensen, 1999; De Marco y col, 2002; Boyles y col, 2005], no hemos hallado

individuos con los genotipos compuestos 6771T-1298CC en homocigosis,

sustentado Ia idea que esta combinación sería una condición letal para el embrión

[De Marco y col, 2000]. Exceptuando a aquellas poblaciones en la que se propone

un efecto fundador para los haplotipos de baja frecuencia, se ha comunicado la

presencia de un solo individuo con la combinación 677'lT-1298CC perteneciente a

un grupo de afectados por accidente cerebro vascular en Ia población de Turquía

[Akar y col, 2001]. Es interesante remarcar, por otro lado, que estos polimorfismos

(MTHFR677C>T, 1298A>C), han sido implicados en un mayor riesgo de abortos

espontáneos recurrentes [Zetterberg, 2004; Wang y col, 2004].

Por último, analizamos las frecuencias haplotípicas y su distribución fraccional para

cada uno de los polimorfismos de MTHFR.Los resultados obtenidos en nuestro

estudio para individuos controles son similares a los hallados en el meta-análisis de

Ogino y col [2003], en el cual se estima una frecuencia de 0.37 para el haplotipo

677C-1298A, 0.31 para 677C-1298C, 0.32 para 677T-1298A y 0.0023 para 677T­

1298C. Al igual que Io observado por los autores, Ia mayoría de los alelos 677T y

1298C se encuentran en cís con los alelos 1298A y 677C, respectivamente.

AI comparar la distribución fraccional de los haplotipos entre casos y controles en

nuestro estudio, hallamos que los mismos presentan una distribución

estadísticamente diferente. Sin embargo, esta diferencia se puede interpretar en el

contexto que hemos demostrado en estudios previos que Ia frecuencia del alelo T
se encuentra aumentada en los afectados.
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Si bien existen numerosos trabajos de asociación para el polimorfismo en 677,

aquellos que relacionan Ia ocurrencia de DCTN con las variantes alélicas en 1298 de

MTHFRson más escasos. A pesar que no se descarta la necesidad de analizar un

mayor número de afectados, nuestro estudio adquiere relevancia en especial al no

existir datos similares para otras poblaciones de América Latina. Asimismo, los

resultados obtenidos con este estudio contribuyen con la posibilidad cercana de
realizar un meta-análisis a fin de establecer si existe una asociación entre este

polimorfismo y la ocurrencia de DCTN.

Finalmente, si bien algunos estudios destacan que el genotipo materno puede

impactar en el embarazo incrementando el riesgo de DCTN en el embrión en

desarrollo [Shields y col, 1999], en este trabajo este análisis no ha sido posible,

dado el número bajo de controles madres que se disponía para el análisis.
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8-CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS:

Conclusiones:

La frecuencia hallada en nuestra población para el aielo C 1298 de MTHFRes de
0.20

La distribución de los genotipos fue similar en casos, padres de casos y
controles.

La variante MTHFR1298 C no representaría un factor de riesgo de padecer
DCTN.

No fueron hallados los genotipos MTHFR677 Tl' o TC en asociación con el

genotipo 1298 CC.

La interacción de los genotipos MTHFR 677 CT y 1298 AC no parece

representar, a Ia luz de los datos en la muestra analizada, un factor de riesgo

incrementado de padecer DCTN.

Pers ectivas:

Teniendo en cuenta que:
1. Los defectos de cierre del tubo neural están dentro de las malformaciones

congénitas de mayor frecuencia.

. Se han asociado determinados polimorfismos en genes de la vía metabólica de

la homocisteina/metionina y la ocurrencia de DCTN sólo para algunas

poblaciones.

No se cuenta en la actualidad con estudios de genes asociados a estas

patologías en nuestra población.

Consideramos que los resultados del presente trabajo y futuras investigación
contribuirían a:

a.

b.

c.

Un mejor entendimiento de los procesos involucrados en la etiología de los
defectos de cierre de tubo neural.

La caracterización genotípica de la población de Argentina.

La identificación de grupos de riesgo dentro de la población de Argentina.
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Apéndice

10-APÉNDICE:

Extracción de ADNde Iinfocltos de sangre periférica:

1. Tomar 5 ml de sangre entera extraída con EDTA 5% (anticoagulante) y

centrifugar a 1000 rpm durante 10 minutos.

2. Remover la capa de glóbulos blancos con pipeta y pasarla a un tubo de 15

ml. Agregar 8 ml de buffer de lisis de glóbulos rojos (RBC). Mezclar.

3. Centrifugar 10 min a 1500 rpm.

. Descartar el sobrenadante y si es necesario realizar un nuevo lavado conJ)

RBChasta que se clarifique el pellet de glóbulos rojos.

. Agregar 3m| de buffer TENy resuspender el pellet.

. Agregar 20 ul Proteinasa K (20 mg/ml).

. Agregar 100 ul SDS 20 °/o. Mezclar

. Incubar ON a 37°C.

. Agregar 1 ml de NaCI 6M. MezclarOODNJONU'I

10. Centrifugar 10 min a maáxima velocidad.

.Pasar el sobrenadante a un tubo de 15 ml y agregar 2 volúmenes de etanol

100%. Mezclar bien hasta que el ADNesté completamente precipitado.

H H

1

1

1

15. Resuspender en 500 ul de buffer TE o agua destilada a 37°C ON.

1 .Cuantificar por espectrofotometría 260/280 nm (1 OD: 50 ug/ml).

N .Pescar el ADNcon la punta de la pipeta.

U.) .Sumergir Ia pipeta en etanol 70 °/o(3 veces).

A . Dejar secar hasta que esté claro.

03

TE_N:

0,1 M NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA (pH 8,0)

TE 8:

10 mM Tris HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA (pH 8,0)

RBC1X: (Para preparar 1000 ml)

8,02 g NH4CI

1,00 g KHC03

0,03722 g EDTA
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