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1-RESUMEN:

Los defectos de cierre del tubo neural (DCTN) abarcan a una serie de entidades
como la anancefalia y la espina bifida. La incidencia de ios DCTN a nivel mundial es
de 10-20/ 10.000 nacimientos, con una variacién entre diferentes areas geograficas
La etiologia de los DCTN resultan de la interaccion entre factores genéticos y
amblentales, con una heredabilidad asociada dei 60%.

Varios genes candidatos han sido propuestos como factores de riesgo asociados a la
enfermedad. Los mas estudiados se relacionan a la via metabdlica de los folatos,
entre ellos el MTHFR. Se ha sugerido que la presencia del genotipo MTHFR 677 TT,
confiere un mayor riesgo para el desarrollo de DCTN. Asimismo en algunos
eétudios, se ha observado que el estado de heterocigosis compuesta entre los
polimorfismos 677T/1298C de MTHFR en la madre y/o en el afectado, aumenta el
riesgo para el desarrollo de la patologia.

En el presente trabajo se estudid si la variante 1298A>C en el gen MTHFR
constituye un factor de riesgo para DCTN en la poblacidén argentina. Para ello se
realiz6 el estudio de 100 afectados de DCTN no sindromico, 95 padres, 109 madres
de nifos afectados por DCTN y 61 niflos y 120 adultos como controles sanos no
relacionados.

Los resultados obtenidos indicarian que ia variante 1298A>C no esta asociada a la
ocurrencia de DCTN en la poblacién analizada, ya sea en forma aislada o en
heterocigosis compuesta con el polimorfismo MTHFR 677 T (estudiado en un trabajo
previo). Asimismo, y en concordancia a lo hallado para otras poblaciones, no se
hallé en la muestra analizada la presencia de la combinacion de los genotipos
677TT y 1298 CC. Ha sido sugerido que esta combinacién conferiria una condicién

letal al embrion 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, encephaiocele and spina bifida the most
frequent. The incidence of any type of worldwide NTD is 10-20/10.000 newborn,
with variation between geographic area.

NTD in humans are considered as multifactorial diseases, with an associated
heredability about 60 %.

Several candidate genes have been suggested as genetic risk factors for NTD, such
as those related to the folate pathway. Several studies have showed that
homozygocity for MTHFR 677TT determines an increase risk to develop NTD.
Moreover, some studies have showed that a compound heterozygote genotype
MTHFR 677T7/1298C in the mother and/or in the affected child is associated to an
increased NTD risk.

Our objective was to evaluate mutation MTHFR 1298A>C as a genetic risk factor for
NTD in the Argentine population.

We have studied 100 non-syndromic NTD patients, 95 fathers and 109 mothers of
NTD affected children and 61 children and 120 adult as non related heaithy
controls.

Our results show no association between MTHFR 1298A>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 677TT 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-INTRODUCCION:

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 etiologia precisa no es conocida, pero se sugiere que tanto factores genéticos
como ambientales estarian implicados [Finneil 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, estimdndose 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 suplementacion periconcepcional con acido
folico 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 Epidemiolégicos:

Los defectos de cierre de tubo neural (DCTN) se encuentran entre las
malformaciones humanas mas frecuentes y agrupan a una serie de entidades, entre
las cuales se hallan la anencefalia, la espina bifida y el encefalocele.

La incidencia de anencefalia es de 2-6/10000 nacimientos en los paises mas
industrializados, si bien las frecuencias mas altas se han observado en lapdn,
Irlanda del Norte y México. Por su parte, se estima que la incidencia de espina
bifida (en ausencia de anencefalia) es de 3-6/10.000, siendo alta en México e
Irlanda del Norte. En promedio, la incidencia de DCTN es 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 Clearinghouse for
Birth Defects Monitoring Systems ICBDMS, 1991].

En nuestro pais la incidencla 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 bifida [Estudio
Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas ECLAMC, 1996].

Las variaciones en las incidencias en los distintos paises podria estar relacionada a
una diferente predisposicion genética, al estado de salud y nutricion materna, a la
frecuencia por la cual estudios prenatales resultan en un aborto electivo, o bien a la
exposicion a teratdogenos que inducen DCTN, entre otros. De hecho, se ha
observado que la prevalencia de los DCTN decrece desde una frecuencia del 2,5 %
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en embriones en estadio 12 (aproximadamente 26 dias postovulatorios), al 0,6% o
menos al término del embarazo [Shiota y col, 1991]. De esta manera, la mayoria
de las concepciones con DCTN abortan espontdneamente, probabiemente antes del
finai del periodo embrionario.

En la tabla 1 se muestran algunas de las Incidencias promedio halladas para DCTN
en diferentes paises.

Tabla 1: Incldencla promedio de distintos tipos de DCTN cada 10000 naclmientos publicadas
por Programas de Monitoreo de Malformaciones en el mundo durante el perlodo 1974-1988"

Pais Anencefalia Espina Bifida Encefalocele
abierta

Argentina' 6.9 7.5 1.9
Australia 4.9 7.0 1.5
Canada 5.0 9.2 1.6
Francla (este y centro) 0.8 3.5 0.6
Rep. Checa 2.8 4.0 0.6
Dinamarca 1.4 3.8 0.6
Inglaterra-Gales 5.2 9.9 1.3
Finlandia 1.9 1.8 0.3
Hungria 5.7 9.1 1.6
Israel 4.2 4.8 0.8
Italia 2.4 3.8 1.0
Japon 9.2 2.8 1.2
México 18.4 15.9 3.2
Nueva Zelanda 4.2 9.3 0.7
Irlanda del Norte 11.5 17.5 1.6
Noruega 3.6 5.1 0.7
China (Sichuan) 6.3 3.7 2.7
Sudameérica 5.3 6.5 1.7
Espana 3.9 4.5 0.9
Suecia 2.0 5.1 0.8
Estados Unidos 3.4 5.0 1.2

*Fuente: ICBDMS (1991)
1 Fuente: ECLAMC
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3.2-Expresion Clinica:

La Anencefalia es una malformacién letal debida a un cierre defectuoso en ei
extremo superior o rostral del tubo neural. La malformacién comprende la ausencia
del craneo y ambos hemisferios cerebrales que pueden estar representados por un
remanente de tejido. Puede diferenciarse entre Holoanencefalia y Meroanencefalia
si la ausencia del cerebro es compieta o parcial, respectlivamente. Si bien los
nervios Opticos estdn ausentes, los o0jos son prominentes y estdn
sorprendentemente bien formados. El cerebelo se halla usualmente ausente y el
talio cerebral puede ser hipoplasico. Si falla tambien el cierre del tubo neural
inferior, la medula espinal puede estar ausente o dividida (crdneoraquisquisis). Los
nifios anencefdlicos pueden nacer vivos, tener reflejos primitivos y sobrevivir por
algunos dias.

El Encefalocele comprende la herniacion del tejido cerebral y/o de las meninges a
partir de un defecto 6seo en el crdneo, cominmente en la regién occipital, si bien
puede presentarse en las regiones frontal, parietal o basal. El tejido neural dentro
de un encefalocele esta cubierto por piel o una fina membrana. Usualmente
contiene una cavidad llena de fluido en comunicacion con las ventriculos cerebrales
y aproximadamente la mitad de los casos estan asociados con hidrocefalia. Los
encefaloceles posteriores son los mas frecuentes y son principalmente debidos a
defectos de etiologia genética, mientras que los encefaloceles anteriores
(esfenoidales o frontoetmoidales) son mas comunes en el sudeste asiatico y estan
mads relacionados con trastornos de la induccion ventral.

El Meningocele y el Mielomeningocele comprenden lesiones que resultan del cierre
defectuoso del tubo neural en la columna vertebral. Hay un defecto éseo en el arco
neural, pero en el meningocele sélo las 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 esta expuesta (una lesion abierta), el termino mielocele es usado ain
cuando puede adquirirse una membrana y simular el mielomeningocele. El punto
clinico Importante es que los pacientes con meningocele recubierto de piel (una
lesion cerrada) pueden no presentar déficit neurolégico, mientras que siempre hay
compromiso neuroldgico cuando el tejido neural estd expuesto.

La espina bifida ocuita o el disrafismo espinal oculto comprende una union del cono
de la médula espinal a una estructura vecina con fallas de cierre de dos 0 mas
arcos vertebrales, frecuentemente en asociacién con signos neuroldgicos anormales
y marcadores cutdneos o0 subcutdneos tales como un mechén de pelo, un
hemangioma o un lipoma. Esta lesién 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 bifida oculta es usado para describir la osificacién incompleta de la lamina
vertebral incidental. Esta lesién posterior no tiene consecuencias clinicas, no es de
causa genética y es una variante normal en nifios menores de 2 afios, 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 calota, y tejido meningeo por encima de la cara. (Fotografia tomada
de Gorlin Robert y col, "Syndromes of the head and neck”, Fourth edition, 2004).

3.3-Aspectos Embriolégicos:

La formacién del Tubo Neural se produce por un proceso embrionario llamado
neurulacion primaria y comienza con la formacién y plegamiento de la placa neurai
en el dia 18 y finaliza con el cierre del tubo neural en el dia 28 postovulatorio.
Posteriormente la porcién rostral del tubo neural se desarrolla en cerebro y la
porcién caudal en cuerda espinal.

A nivel tisular, la neurulacidon ocurre en cuatro etapas: formacion de la placa neural,
modelado, arqueado y cierre del tubo neural.

El tubo 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 unidon forman las células de la
cresta neural. En mamiferos, 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 regién de la médula
espinal, las células de la cresta neural no migran hasta el momento del cierre del

tubo.
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La formacion del tubo neural no ocurre simultdneamente en todo el ectodermo.
Asimismo, la regionalizacién 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
gue se separa de la superficie del ectodermo. Se piensa que esta separacién es
mediada por la expresion de diferentes moléculas de adhesion. En una etapa inicial
las células que formaran el tubo neural expresan E-Caderina, seguida por la sintesis
de N-Caderinas y moléculas de adhesién de células neurales (N-CAM) [Gilbert y col,
1997]

Figura 2. Neurulacion en embriones humanos. (A) Secciones dorsal y transversal de un
embrién humano de 22 dias. Tanto el neuroporo anterior como el posterior estan abiertos al
fluido amnidtico. (B) Vista dorsal de un embridn humano un dia después. El neuroporo
anterior estd cerrado mientras el posterior permanece abierto. (Tomado de Gilbert, 1997)
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Existe una controversia acerca de la forma en que se cierra el tubo neural en
humanos. En la version cldsica 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 unico
punto de contacto en la regién cervical del embrién. Este modelo se conoce como
modelo de sitio Unico de cierre. [Harmen y Prickett, 1942; Graves, 1945;
Hamburger y Hamilton, 1951; Edwards, 1968; Davignon y col., 1980]. De esta
forma, se postula que la mayoria de los DCTN resultan de una falla primaria del
cierre del tubo neural, siendo la reapertura secundaria una causa menos frecuente.
[Gardner, 1973; Campbell y col., 1986].

Esta version cldsica fue cuestionada en base a las diferencias observadas tanto en
las frecuencias de los diferentes DCTN asi como en el riesgo de recurrencia de las
mismos [Van Allen y col, 1993]. Para explicar los defectos mas comunes, el modelo
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cldsico requiere asumir que “lesiones salteadas” o areas focales de reapertura son
mas frecuentes en la patogénesis que la falla de cierre. En contraposicién al modelo
de sitio Gnico, 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 DCTN corresponderian 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 sélidas denotan cierres exitosos y las punteadas
representan cierres incompletos. (A) Condicién Normal; (B) Anencefalia (merocrania), falla
en el punto 2; (C) Espina bifida abierta, falla en el punto 5. La porcién 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 bifida, falla en el punto 2 y la porcién caudal
del punto 1. (Tomado de De Sesso y col, 1999. Modificado de Van Allen y col, 1993)

B. Anencephaly C. Spina Bifida

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 mas

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 mas utilizados se halla el dcido valproico. La exposicién

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

entre el 1 y el 5 % [Bjerkendal y col, 1982; Lindhout y col, 1986; Nau, 1994]. 1
\
1

10
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En los ultimos afios, y gracias a ia posibilidad de busqueda de genes candidatos
utilizando microarreglos del ADN se ha empezado a determinar algunos genes que
podrian estar implicados en el desarrollo de DCTN inducldos por acldo valproico,
varios de los cuales estan relacionados con el proceso de neuruiacién, o con la
remodeiacién de cromatina [Kultima y col, 2004).

Si bien la terapia con Carbamazepina, otro anticonvulsivante, estaria también
asociada con un riesgo mayor al 1 % para DCTN [Rosa y col, 1991], los estudios
realizados acerca del potencial teratogénico de ia misma son limitados [Matalon y
col, 2002] y los mecanismos de accion teratogénica son aun desconocidos.
Asimismo, se ha podido determinar que la tasa de malformaciones congénitas esta
Incrementada de dos a tres veces en ia descendencia de madres con diabetes
mellitus insulina dependiente [Elwood y col, 1992]. En este caso se consldera que
el riesgo para DCTN es aproximadamente del 1%, si bien el riesgo individual para
cada mujer estaria relacionado con la calidad de su control de la diabetes [Garner,
1995]. Recientemente, se ha podido establecer en un modelo animai de diabetes,
que la hiperglucemia materna produce un aumento del stress oxidativo, provocando
una regulacién 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 relacion
causal entre la hipertermia materna y los DCTN. Varios estudios del tipo caso-
control indican que la fiebre alta, bafios de agua caliente y bafos saunas estarian
asociados con un riesgo para DCTN de aproximadamente el doble que el
poblacional [Milunsky y col, 1992]. Un reciente meta-andlisis en el cual se
incluyeron 1719 casos y 37898 controies, confirma que el riesgo de desarrollar
DCTN asociados a hipertermia materna se encuentra incrementado [Moretti y col,
2005].

3.5- Influencia de la Ingesta de Acido Félico y DCTN:

Se ha demostrado que la administracion de acido félico previene la mayor parte de
los DCTN [MCR Vitamin study research group, 1991; Czeizel, Dudas, 1992]. La
suplementacion con acido folico durante el periodo periconcepcional, confiere un
efecto protector que oscila entre un 50 y un 70% ([Castilla y col, 2003; Lopez
Camelo y col, 2005].

El hallazgo de niveles elevados de homocisteina y disminuidos de vitamina B, en
sangre en mujeres embarazadas de fetos afectados por DCTN [Steegers-
Theunissen y col, 1994; Mills y col, 1995], asi como el hecho de que se ha

11
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observado un aumento de los niveles de homocisteina plasmdtica en nifios
afectados por DCTN que no se relaciona con un déficlt de acido folico en la dieta
[Van der Put y col, 1997a; Bjorke-Monsen y col, 1997], ha llevado a sugerir que
defectos en la via metabblica de la conversibn/degradacion de
homocisteina/metionina dependiente de folatos tendrian un rol importante en la
etiologia de esta condicidn [Mills y coi, 1995; Fodinger y col, 1999].

En la dltima década, ia hiperhomocisteinemia moderada ha sido reconocida como
un nuevo factor de riesgo para arteriosclerosis y trombosis, con un valor
comparable a factores de riesgo cldsicos como la hipercolesterolemia.
Aproximadamente del 10 ai 20 % de la poblacién tiene niveles elevados de
homocisteina que se asocian con un riesgo aumentado dos o tres veces para la
obstruccion de vasos sanguineos arteriales o venosos. Sin embargo, las
complicaciones tempranas del embarazo, como los abortos espontaneos recurrentes
y los DCTN parecen estar relacionados a fallas en el metabolismo de la
homocisteina, pero no son causados por vasculopatias debidas a problemas en este
metabolismo [Castro y col, 2006].

Por otro lado, el acido fdlico es un factor protector de otros defectos congénitos
[Canfield y col, 2005]. Estas observaciones estarian apoyando el concepto que el
efecto protectivo del acido foélico no seria totalmente especifico para DCTN.
Asimismo, es sabido que el folato es un componente fundamental durante la
expansion temporal proliferativa del embrion [Anthony y Hanson, 2000], siendo la
neurulacion uno de los eventos de mayor sensibilidad a las disrupciones en los
procesos de proliferacion y diferenciacion celular. Por lo tanto, una explicacidn
posible es que el acido félico estabilice los procesos de morfogénesis embrionaria,
aumentando la probabilidad de que la neurulacién 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 unico carbono
utilizado en la sintesis de nucleétidos a partir de S-adenosilmetionina, Ia
remetilacién de homocisteina a metionina, y la metilacion de ADN, proteinas,
neurotransmisores y fosfolipidos. La actividad de la enzima MTHFR ayuda a
mantener el pool de folatos circulantes, asi 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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3.7-Factores Genéticos:

Se ha observado que los DCTN tienen etiologia variada y la mayoria ocurren sin una
historia familiar anterior. Sin embargo, varias observaciones hacen pensar en
influencias genéticas. Primero, la probabilidad de que un feto o un nifio sea
afectado por DCTN estd 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 consanguineas son frecuentes y finalmente en
poblaciones de baja prevalencia, el riesgo para DCTN entre parientes es mas alto
que el riesgo poblacional. Estas observaciones se ajustan al modelo de enfermedad
multifactorial, el cual propone que la malformacién resulta de la interaccién entre
factores genéticos y ambientales que afectarian el desarrollo normal del tubo neural
[Carter, 1976]. Se estima que la heredabilidad asociada es alrededor del 60 %
[Emery, 1986].

3.7.1-Evidencias genéticas en modelos animales:

Existe una gran cantidad de modelos animales con defectos del tubo neural, aunque
sblo un nimero muy bajo de ellos presentan similitud con los DCTN en humanos
[Finnell y col, 2002; Harris y Juriloff, 2007]. En muchos de ellos se ha podido
identificar el o los genes causantes de la patologia. Este es el caso del mutante
Splotch [Epstein y col, 1991] en el cual se ha identicado al gen pax3 como factor
etioldgico. Mutaciones en su homélogo en humanos PAX 3, causan el sindrome de
Waardenburg [Baldwin y col, 1992]. Si bien algunos de los casos clinicos pueden
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presentar un DCTN como caracteristica asociada, no se ha hallado que defectos en
este gen estén mayoritariamente asociados con los DCTN aislados no sindrémicos,
tanto familiares [Chatkupt y col, 1995] como esporadicos [Trembath y col, 1999].
Otro ejemplo lo constituye la existencia de un 16 % 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 etiologia genética en ratones, se ha
observado la presencia de un numero variable de fetos afectados. Este hecho
indicaria que la penetrancia de cada uno de ellos es diferente y que la apariciéon de
la patologia depende, al menos parcialmente, del acervo genético, consistente con
la existencia de influencias de otros genes en los /oci principales [Copp, 1993]. En
concordancia con lo expuesto, Helwig 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 AS
una molécula de adhesion celular [Holmberg y col, 2000], y los factores de
transcripcion 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 ratén homocigota mutado para ei gen
Car-t 1, un gen que contiene un homeobox. Estos ratones nacen vivos con acrania
y meroanencefaiia pero mueren poco después del nacimiento. Notablemente, el
tratamiento prenatal de las hembras prefiadas con acido félico suprime en un 87 %
el desarrollo de ratones nacidos con este fenotipo [Zhao y coi, 1996].

3.7.2-Genética de la via metabdlica de los folatos:

Se han estudiado muchos genes candidatos para DCTN en humanos, si bien soélo en
poco de ellos se ha podido demostrar una asociacién positiva con el desarrollo de la
patologia [Boyles y col, 2005]. Dada la etiologia multifactorial de ios DCTN, la
identificacién de genes susceptibies es dificultosa. Diversos estudios han focalizado
su atencion en el estudio de diferentes polimorfismos genéticos en /oci de la via
metabdlica de la homocisteina/metionina [Botto y Yang, 2000]. La tabia 2 resume

algunos de los genes estudiados.

14



Introduccion

Tabla 2: Genes candldatos de via metabdlica de los folatos

Gen Locus Polimorfismos Primeros estudios
5 10 metllene- tetrahidrofolatoreductasa 1p36.3 677C>T; {van der Put, 1995,
(MTHFR) 1298A>C 1998]
Clistationina beta sintetasa (CBS) 21 q22.3 844ins64pb {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]
Metionina sintetasa reductasa (MTRR) Sp15.2 66A>G [Wilson, 1999]
Transportador de Folatos (RFC) 21g22.3 80A>G [De Marco, 2000]
Serina HidroxIMetil Transferasa (SHMT) 17p11.2 1420C>T [Hell, 2001]

3.7.3- Gen MTHFR:

El gen 5,10 metilentetrahidrofoiato reductasa (MTHFR) mapea en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p36.3), posee 11 exones, y se transcribe dando un ARN mensajero
mayoritario de 2.2 kilobases. El producto es una proteina cataliticamente activa de
77 kilodalton (kDa) que cataliza la conversién de 5,10 a 5-metiltetrahidrofolato
(forma mayoritaria de folatos circulante). Existe asimismo una isoforma proteica

mas pequeia de 70 kDa [Goyette y col, 1998].

3.7.4-Variantes Alélicas de MTHFR:

La variante mas comun del la MTHFR es una mutacién puntual que convierte una
citosina en una timina en la posicién 677 en el exdn 4, produciendo una sustitucion
de una alanina por valina en la proteina. Este cambio produce una enzima con
actividad reducida a 37°C, comunmente llamada variante termolabil. Se presume
que esta sustitucion afectaria el dominio catalitico de la proteina. La actividad
enzimatica 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 dreas de Africa Subsahariana [Stevenson y col, 1997; Pepe y col, 1998;
Schneider y col, 1998].

En Europa la frecuencia de homocigocidad TT es del 18% en Italia [Sacchi y col,
1997], 13% en Gran Bretafia y 8% en Alemania [Botto y Yang, 2000]. Por su parte,
se observé una frecuencia de 14% en poblaciones caucdsicas en USA y Canada,
mientras que para los hispanos, se observé 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 677TT, si bien la
frecuencia del alelo fue estimada en un 7% [Scheider y col, 1998]. En
Afroamericanos se observé un 2% de homocigocidad [Giles y col, 1998; McAndrew
y col, 1996]. En Japon la 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 677TT
aumenta ai doble el riesgo de ocurrencia de DCTN [Botto y Yang, 2000]. Se postula
que el mecanismo involucrado seria un mayor requerimiento de folatos del embrién
en desarrollo. La presencia del genotipo homocigota 677TT conjuntamente en la
madre y en el embridn, aumentaria el riesgo de ocurrencia en alrededor de seis
veces [Christensen y col, 1999].

Por otro lado, existe otra variante, 1298A>C en el exé6n 7, que produce una
sustitucion de glutamico por alanina. Si bien la actividad de la proteina se
encuentra disminuida [Van der Put y col, 1998], esta disminucion es menor que en
el caso de ia sustitucion 677C>T. Se presume que en este caso estaria afectado el
dominio regulatorio de la proteina [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 bioquimico similar ai de los homocigotas 677TT [Botto y
Yang, 2000].

Diversos autores han sugerido un aumento del riesgo para DCTN 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 asociacion con el genotipo 677TT, ni tampoco la
presencia del genotipo 1298CC con los genotipos 677CT y 677TT, por lo cual se ha
sugerido que estas combinaciones de genotipos podria ser letal para el embrién
[Van der Put y col, 1998]. Otra observacion 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 MTHFR y el 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

Dlagnésticos . .
Autores Poblacién Muestra . . Genotipo Conclusion
incluidos
La mutacién 677C>T es
Van der Put 55 casos y
Alemanes DCTN 677C>T un factor de rlesgo
y col (1995) controles genético.
Espina bifida,
Morrison y Alemanes y 73 <;aussos y espina bifida 677C>T No hubo diferencias
col (1998) Britanicos . oculta, significativas
familiares
yencefalocele
DCTN El alelo T incrementa el
271 casos y . riesgo en casos y un
Shl(ellgségy)col Irlandeses 218 (mu:l:er::sg;glgl]:cele 677C>T moderado riesgo
familiares encefalocele,) adicional es conferido al
genotipo materno TT.
148131505’ Espina bifida no
Stegmann vy sindrémica (mas 8 | 677C>T No hubo evidencia de
col (1999) Alemanes 7c7o I;tar;):z anencefalias y 2 1298A>C asociacion
110 madres encefaloceles
Americanos 128 familias DCTN Evidencia de un
Trembath y Mediooeste Iowa 35 {mielomeningocele 677C>T incremento del riesgo
col (1999) (96% Minesota, 9 anencefalia, en casos no asoclados
Caucasicos) Nebraska encefalocele). con mielomeningoceles.
56 casos, 62
Canadienses madres de DCTN
. (75% casos, 97 . Incremento del riesgo
Ch{llsgtggien Ingleses o controles ml?z;ecr:fr;' gl;lgcele 677C>T | de DCTN asociados con
Franceses) nifios, enc efalocele') el polimorfismo 677C>T
90 madres
controles
Evidencia de
gzg ::n‘::isr(;i' incremento del riesgo
De Marco y . ! Mielomeningocele, cuando pacientes o sus
col (2002) Italianos g:s;;asdre; fg' meningocele 1298A>C madres tienen el alelo
cont'rzles C, o bien los padres
son genotipo CC
84% DCTN
Johanning y Caucasicos, | 77 casoy 77 | (mielomeningocele .
col (2002) 16% Afro- controles anencefalia, 677C>T Incremento del riesgo
americanos encefalocele)
25 casos con DCTN 677C>T .
Cunha y col Brasileros madres (mielomeningocele 1298A>C No hubo diferencias
(2002) H anencefalia, entre casos y controles

75 controles

encefalocele)
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Autor Poblacién Muestra Diagnésticos Genotipo Conclusién
incluldos
Gonzalez- Hispénicos | 65 casos, 60 Espina bifida 677C>T No hubo evidencia de
Herrera y (area del madres y asoclacion
col (2002) Yucatan) 110
controles
Rampersaud | Americanos 175 casos y Mielomeningocele 677C>T Evidencla para
y col (2003) caucdsicos sus Incremento del rlesgo
familiares,
195
controles
Pletrzyk y | Polacos 104 casos, | Espina biflda no 677C> T | Incremento del riesgo
col (2003) 106 madres | sindrémica aislada asoclado con 677C>T
de casos en casos y madres
y 100 homocigotas
controles
adultos
Gutlerrez- Esparfioles 27 casos, 28 | DCTN 677C>T No hubo diferencia
Revllla y col madres, 1298A>C | significativa
(2003) 23
hermanos, y
159
controles
Bodurogiu y | Turcos 95 casos , DCTN 677C>T No hay una asociacién
col (2005) 80 madres, 1298A>C | significativa
72 padres y
93 controles

Si bien la asociacién entre distintas variantes genéticas y el riesgo de desarrolio de
DCTN estd muy estudiada en poblaciones de Europa y América del Norte, los
estudios en poblaciones latinoamericanas son escasos [Martinez y col, 2001; Davalos
y col, 2000; Cunha y col, 2002; Perez y col, 2003; Nitsche y col, 2003; Felix y col
2004).

A pesar que la incidencla de estas patologias ha sido estimada para nuestra
poblacién (Estudio Coiaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas,
ECLAMC)
factores genéticos que estarian relacionados con estas patologias. Es por ello que
nuestro grupo de trabajo ha iniciado una linea de investigacién para determinar
aquellos genes de riesgo asociados a la ocurrencia de DCTN en nuestra poblacion,

[Castilla y col, 1996], no se cuenta con informacion acerca de los

con el objeto no sdlo de colaborar en el entendimiento de los procesos involucrados
en la patofisiologia de estas enfermedades, sino con la posibilidad de identificar
grupos poblacionales de riesgo y contribuir en la aplicaciéon de politicas de salud
destinadas a la prevencién primaria de estas patologias. Resultados preliminares
estarian indicando que la variante 677TT de MTHFR constituiria un factor de riesgo.
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Sin embargo una insercién de 68pb en CBS, no constituye un factor de riesgo, aun
en combinacién con la varlante T de MTHFR [Buzzalino y col, 2002].
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4-OBJETIVOS DEL TRABAJO:

General:
Determinar factores genéticos asociados a la predisposicién a desarrollar DCTN en
la poblacion de Argentina.

Especificos:
1. -Estimar si la mutacién 1298A>C en el gen MTHFR constituye un factor de

riesgo para DCTN en nuestra poblacién.

2. -Estimar si la combinacién de ias mutaciones MTHFR 1298A>C y MTHFR
677C>T constituyen un factor de riesgo para DCTN en nuestra poblacién.
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5-MATERIALES Y METODOS:

5.1-Muestra:

a. Propdsitos: individuos con DCTN alslados, no sindrémicos. Se analizaron
muestras de sangre de 100 afectados: 90 espinas bifldas, 7 anencefalias y 3
encefaloceles.

b. Progenitores de los propésitos: Se analizaron muestras de sangre provenientes
de 95 padres y 109 madres de nifios afectados por DCTN.

c. Controles: Se analizaron muestras de sangre de nifios y adultos aparentemente
sanos, sin antecedentes de DCTN en la familia y que habiendo tenido
descendencia los mismos no sean afectados con DCTN. Se cuenta con muestras
de sangre de 61 nifios y 120 adultos provenientes de los mismos centros de
atencion.

Los paclentes fueron atendidos en el Hospital de Nifios “Ricardo Gutiérrez”, la
Maternidad “Ramén Sarda” y el Centro Nacional de Genética Médica por un
genetista de cada uno de los centros.

La participacién 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 - Extraccidén de ADN:
Se realiz6 a partir de linfocitos de sangre periférica mediante la técnica de

extraccién salina (ver apéndice). Brevemente, a partir de 5 ml de sangre se realiza
una lisis celular con SDS y Proteina K. Luego de una precipitacion con NaCl
saturado, el ADN es aislado mediante precipitacion con Etano! absoluto. La
concentracion y pureza del mismo se realiza mediante medicidon
espectrofotomeétrica a 260/280 nm.

B - PCR para el fragmento conteniendo al polimorfismo 1298A>C:

Alrededor de 100 ng de ADN fueron utilizados para amplificar 1a region de interés
por PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando cebadores (primers) especificos. Los
primers y condiciones de la reaccién se detallan a continuacion:
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Primer sense 5'- CTT TGG GGA GCT GAA CTACTAC -3’
Primer Antisense 5’- CAC TTT GTG ACC ATT CCG GTT TG -3’

Reactivos: Volumen final de 50pul

Materiales y Métodos

Reactivo cc Inicial Volumen/tubo cc Final
H,O 36.8ul

Buffer 10X Sul 1X
MgCl, 25mM 3pul 1.5mM
DMSO 100% 2.5yl 2.5%
dNTPs 25mM 0.4ul 200uM
Primer Sense 50 uM 0.5ul 0.5uM
Primer Antisense 50 uM 0.5ul 0.5uM
Taq Polimerasa 5U/ml 0.3ul 1.5U
ADN 1ul

Condiciones de ciclado:
-1 Ciclo de iniciacién a 94°C por 1min 30seg
-30 ciclos a 94°C 40segqg,
559C 30seg
72°C 1min
- 1 ciclo de elongacion final a 72°C por 7min

Fragmento de Amplificacion: 164 pb.

c - Corrida en geles de agarosa al 1%

Para un volumen final de 70ml

TAE 1% ----=-----=-mm-mmmmccaneaaa 70ml
AZArosa ------=---=------sssssosomnses 0.7gr
Bromuro de Etidio (10 mg/ml) ------ 3pul

Luego de ia gelificacion
Siembra de 7ul (muestra Sul + Buffer de siembra 2ul)

3ul de Marcador de Peso Molecular de 50pb + Buffer de siembra 2yl

Corrida a 100 V, durante 30 min.
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Figura 5. Fotografia de corrida en el gel de agarosa, observada en transiluminador de luz UV,
de fragmentos del producto de amplificacién de una serie de muestras de ADN (calles 1-4),
control sin ADN (calle 5) y marcador de PM de 50pb (calle 6).

D - Digestion con la Endonucleasa de restriccién Mbo II

Alrededor de 5 ul del fragmento de amplificacion de 164 pb fue digerido con la
enzima Mboll. 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 digestion es visualizado por una corrida electroforética
en geles de poliacrilamida 20% y tefiidos con plata. Se detallan a continuacion las
condiciones de digestion y de la tincién con nitrato de plata.

Corte con Mbo II
Para un volumen final de 20ul

L e e 14pl
Enzima (MbolI) 5U/pl------ 1ul
Buffer 10X-=-======n=receeu-- 2ul
ADN-=====mmmmmmm oo 3ul

Incubacion a 37° a 16 horas.

E - Corrida en Poliacrilamida al 20%

Para un volumen de gel de de 5ml.

g Pl O L 1.5ml
Acrilamida-Bisacrilamida 29:1------- 2.5ml
TBE 5X--===nmmmmmmmmmmm oo eeee iml
PSA 10%-===========m=memmmmmeeecameeae 40ul
TEMED------====mmmmmmmm e 6l

Corrida: 15 mA/gel, 90 Min
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F - Tincién con Nitrato de Plata

1-Fijacién con ETOH 10% durante 10 minutos

2-Oxidacion con HNO; al 1% (1.54V/V) durante 3 minutos
3-Lavado con H,0 destilada por 30 segundos en dos oportunidades
4-Tincién con AgNO; (2.02g/1) por mas de 20 minutos

5- Lavado con H,O destilada por 30 segundos en dos oportunidades
6-Revelado con Na,C0O; (29.6g/1) + Formaldehido (54 ul/100ml)
7-Frenado con AcOH al 10% por mas de 5 minutos.

Figura 7. Fotografia de la corrida electroforética en gel de poliacrilamida al 20% (A: Marcador
de PM de 50pb, B y C: Homocigotas AA, D y E: Heterocigotas AC, F: Homocigota CC)

5.3-Andlisis estadistico:

Se calculd el riesgo asociado de las distintas variantes genéticas estudiadas (OR)
con un intervalo de confianza del 95%, utilizando el paquete estadistico del
EPIINFO 6 [version 6.4, OMS]. Se consideré significativo un OR cuyo intervalo de
confianza no contuviera al 1. Las interacciones entre diferentes variantes alélicas
fueron analizadas por regresion logistica mediante la utilizacion del paquete
estadistico SPSS.

Para estimar diferencias estadisticas entre diferentes haplotipos entre casos y
controles, se utilizé el test de y?, asi como para comparar frecuencias genotipicas
entre distintos grupos de controles. Para estimar si las poblaciones estdn en
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), se utilizé el test de 4*> de bondad de ajuste.

El tamafio muestral utilizado, de 100 afectados y de alrededor de 200 controles, se
calculd del trabajo previo sobre la variante 677C>T; para el presente trabajo sobre
la variante 1298A>C, se continué trabajando con ese tamafio 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 poblacién fue de 0.2
y considerando un posible OR de 2.
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6-RESULTADOS:

La tabla 4 muestra la distribucion de los alelo A y C y los diferentes genotipos de
MTHFR 1298 en afectados, padres de afectados y en controles.

Tabla 4: Distribucion alélica y genotipica de los alelos de MTHFR 1298A>C

Alelo Casos Madres Padres Controles
% % % %
1298 A 84 82 81 80
1298 C 16 18 19 20
Genotipo Casos Madres Padres Controles
%(n) %(n) %(n) % (n)
A/A 69.4(68) 69.3(72) 62.8(59) 61.6(109)
A/C 28.6(28) 25.9(27) 36.1(34) 36.2(64)
c/C 2.0(2) 4.8(5) 1.1(1) 2.2(4).

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

controles nifios y adultos.

Figura 8. Grafico de las frecuencias genotipicas en afectados, y controles nifios, adultos y

totales.
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Seglin se observa en la tabla 5 la distribucién de las frecuencias genotipicas de
MTHFR 1298 se ajusté al equilibrio de H-W tanto en casos como en controles.

Tabla 5: Estimacion del nimero de indlviduos esperados de acuerdo a H-W y su comparacion
con lo observado en la muestra estudiada.

Casos: (n)
AA AC CC
Observadas 68 28 2
Esperado (H-W) 69.58 26.46 1.96
P>0.05
Controles: (n)
AA AC cC
Observadas 109 64 4
Esperado (H-W) 113 56 7
p>0.05

Con el objeto de estimar si el polimorfismo estudiado se asocia con |la ocurrencia de
la enfermedad, se utilizd el calculo de Odds Ratio (OR) como estimador del riesgo
relativo (RR). Para los sucesivos cdiculos fueron considerados los individuos
controles en su totalidad dado que no se hailaron diferencias significativas en ias
frecuencias genotipicas entre controies aduitos y nifos (X?=0.03; p=0.869).
Considerando a la variante C como factor de riesgo, no se halldé que ios genotipos
AC+CC estén asociado a un incremento en el riesgo a desarrollar DCTN (tabla 6).

Tabla 6: Estimacion del Riesgo del MTHFR 1298A>C, considerando a la variante C como
factor de riesgo.

AC+CC vs. AA Odds Ratio (95% IC)

Pacientes vs. Controles 1.54 (0.85-2.46)

Madres de afectados vs. Controles 0.70 (0.41-1.16)

Padres de afectados vs. Controles 0.92 (0.55-1.55)

Madres y Padres vs. Controles 0.82 (0.53-1.25)
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A los efectos de analizar si esta variante podria contribuir a incrementar el riesgo
previamente hallado para la variante MTHFR 677TT, se realiz6 un analisis de
interaccion por regresion logistica. La distribucién de los genotipos compuestos de
MTHFR 677C>T y de MTHFR 1298 A>C se muestran en las tablas 7.1 y 7.2. Como
se observa, no se evidenci6 la presencia de los genotipos 677TT y TC en

combinacién con el genotipo 1298CC.
Tabla 7: Distribucién de los genotipos de 677C>T y de 1298A>C en la poblacion estudiada

Tabla 7.1 Casos n=98

677 \ 1298 A/A (n) A/C (n) C/C (n)
c/C 14.2% (14) 14.2% (14) 2% (2)
c/T 30.6% (30) 13.2% (13) -
T/T 24.5% (24) 1% (1) -

Tabla 7.2 Controles n=173

677 \ 1298 A/A (n) A/C (n) C/C (n)
C/C 20.2% (35) 17.3% (30) 2.3% (4)
Cc/T 29.5% (51) 19% (33) -
T/T 11% (19) 0.6% (1) -

Los resultados de la regresion logistica muestran que la presencia de los genotipos
MTHFR 1298 AC+CC no modifican significativamente el riesgo previamente haliado
para la variante en 677 (Tabla 8).

Tabla 8: Anadlisis de regresion logistica

Genotipos Odds Ratio (95% IC)
MTHFR 67777 2.56 (1.48-5.06)"
MTHFR 677TT *
2.67(1.37-5.18)
MTHFR 1298CC+AC

! Datos de trabajo previo (Buzzalino y coi., 2002).
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Asimismo, no se hall6 que la presencia el genotipo compuestos heterocigota MTHFR
677CT/1298AC se asocie a un riesgo aumentado de desarrollar DCTN: OR cy/ac vs.
ccaa = 1.17; 1C 95%= 0.44-3.11

Por su parte se calculd la distribucidon fraccional de cada haplotipo combinado de
MTHFR 677C>T y de MTHFR 1298A>C en los individuos controles y en los
pacientes (tabla 9.1y 9.2)

Tabla 9.1: Dlstribucion fracclonal para los haplotipos combinados 677C>T y 1298A>C en
casos (n=196)

Distribucién fraccional
677/1298
(n)
C/A 0.367 (72)
c/C 0.158 (31)
T/A 0.469 (92)
T/C 0.005 (1)

Tabla 9.2: controles (n=346)

Distribucion fraccional
677/1298
(n)
C/A 0.436 (151)
Cc/C 0.205 (71)
T/A 0.355(123)
T/C 0.003 (1)

Al comparar casos y controles, se observa una diferencia estadisticamente
significativa en la distribucién de los mismos (x°= 6.8, p=0.03). Sin embargo, esta
diferencia se explicaria debido a un exceso del alelo 677T entre los afectados.

Se debe considerar que la metodologia utiiizada no permite distinguir cudi es Ia fase
de ambos polimorfismos en el caso de compuestos heterocigotos CT/AC (si es CC-
TA o CA-TC). Sin embargo y teniendo en cuenta que la combinacién 677T-1298C se
hallé en un sdlo individuo control y en un paciente, se consideré que la probabilidad
a priori de encontrar un alelo con dicha asociacion en los compuestos heterocigotos
CT/AC seria aproximadamente 0.0035.
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Discusién
7-DISCUSION:

Los primeros datos historicos de DCTN se remontan a 10.000 afios atrds en el que
se ha evidenciado por restos arqueoldgicos la existencia de espina bifida
[Feremback, 1963]. Las primeras descripciones médicas de DCTN fueron hacia el
siglo 17, y la asociacidon de espina bifida e hidrocefalla fue comunicada por primera
vez en el ano 1769. Los esfuerzos para proteger el saco herniado comenzaron en el
siglo 19, y el conocimiento de que las infecciones y ia hidrocefalia podrian implicar
complicaciones letales, se realizaron recién hacia el comienzo del siglo 20. Hacia
1930 se recomendd un cierre quirargico temprano del saco para la prevencién de
infecciones.

La historia natural y las complicaciones de los DCTN dependen ampliamente de la
severidad del defecto primario y de la naturaleza de algun defecto asociado. Los
DCTN pueden ser ietales, en el caso de una anencefaiia, ya sea en forma aislada o
en asociaciéon con otros defectos, como en el caso de una trisomia 13. Por otro lado
los DCTN pueden ser leves y tener un impacto limitado. Es asi que ailrededor del
90% de los recién nacidos que reciben un tratamiento quirdrgico temprano a raiz
de una lesién en el cordon espinal, sobreviven y llegan a la vida adulta [Shurtleff,
1986].

En algunos casos de nifos con DCTN se verifica la presencia de problemas de
aprendizaje que pueden estar asociados a trastornos en la atencion, en la memoria,
secuenciamiento y razonamiento. Las problematicas sociales y conductuales, estan
mds acentuadas en la adolescencia. Los problemas en la aiimentacién y crecimiento
conllevan a internaciones frecuentes durante la infancia, asi como también es
frecuente la disfuncion oculomotora (estrabismo) y oromotora (disfagia), escoliosis,
dislocaciéon de la cadera, deformidad en ios pies y osteoporosis. La disfuncion de ia
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
pardlisis en los miembros inferiores son las principales manifestaciones
neurolégicas [Rubin y Crocker, 1989].

Las técnicas diagnosticas han favorecido el diagndstico de DCTN durante el
embarazo. Actualmente, el nivel de Alfa Feto Proteina (AFP) en el suero materno es
usado en la poblacidon general como pesquisa y detecta entre un 75 a 80% de los
fetos afectados por DCTN [Johnson y col, 1990]. Por otro iado, la ecografia fetal
puede detectar la mayoria de los DCTN. [Nadei y col, 1990]. Si bien el diagndstico
prenatal provee un adecuado asesoramiento, acceso a ia informacién y apoyo a los
padres, asi como pianificar 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 promocion de la salud multidisciplinario y de cuidados preventivos de un
nifio con un DCTN, con la coordinaciéon de Importantes servicios medicos y
quirurgicos, asi como centros de educacién y apoyo de asociaciones de padres, que
desarrolien un plan de tratamiento y seguimiento acorde a cada individuo afectado
[Sarwark, 1996].

Desde el punto de vista su etiologia, los DCTN son reconocidos por tener una causa
compleja, en el que estan implicados factores ambientales y genéticos. Se ha
sugerido la existencia de varios factores maternos durante el embarazo asociados
con un riesgo aumentado para el desarrolio de DCTN, si bien los mas aceptados son
el tratamiento con anticonvulsivantes [Bjerkendail y Goujard, 1982; Lammer y col,
1987], la diabetes meliitus tipo I [Bererra y coi, 1990] y la hipertermia [Edwards,
1995; Moretti y col, 2005]. Asimismo es sabido que una ingesta adecuada de acido
folico durante el periodo periconcepcional, confiere un efecto protector que osciia
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 pasibies de estar implicados en el desarroiio
DCTN, provienen de tres tipos de evidencia: genes implicados en modelos de raton,
candidatos posicionales y genes de la via metabdlica del metabolismo de los
folatos.

Los estudios realizados en modeios animales, ya sean mutantes espontaneos o
knockouts para genes especificos, han implicado a mds de 190 genes candidatos
[Harris y Juriloff, 2007]. Varios genes candidatos de modelos de ratéon han sido
estudiados en poblaciones humanas. Ei locus T, es el homodlogo humano del gen
Brachyury en el raton, es vital para el desarrollo axial y ia formacion dei
mesodermo posterior [Rashbass y col, 1994]. A pesar que un estudio propone que
este gen participaria en un 6%-18% de la incidencia de DCTN [Morrison y col,
1998), otros estudios no han hailado evidencia alguna de ser un locus mayor en
los DCTN humanos [Trembath y col, 1999; Speer y col, 2002]. Otro ejempio io
constituye el “ratén Splotch” que posee una mutacién en homocigosis en el gen
Pax3 y desarrolia ratones con defectos de cierre del tubo neurai [Goulding y coi,
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 raiz de anomalias
cromosoémicas asociadas a DCTN, como por ejemplo las trisomias 13 y 18 [Boyles y
col, 2005]. La delecién del brazo largo del cromosoma 13 se asocia a un sindrome
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caracterizado por anencefalia y encefalocele. En la regién 13q32 mapea el gen del
factor de transcripcion ZIC2 cuyo homélogo en ratén estd implicado en defectos del
tubo neural [Nagai y col, 2000]. Sin embargo no se halid, una vez mas, que este
gen esté implicado con los DCTN en humanos [Brown y col, 2002].

Se han propuesto otros genes candidatos relacionados con distintas vias
metabdlicas y/o mecanismos de formacion del tubo neural. Existirian evidencias
recientes que sustentan el rol de las molécuias de adhesion neural 1 (NCAM1) en la
etiologia de DCTN [Boyles y col, 2005]. Por su parte, en un estudio caso-control en
una poblacién de California, polimorfismos en ia Uncoupling Protein 2 (UCP2),
proteina que interviene en el metabolismo energético, se asociaron a un incremento
en el riesgo en el desarrolio de DCTN [Volcik y col, 2003]. Asimismo, un estudio en
la poblacion del sur de Italia muestra asociacién para polimorfismos en el gen de la
enzima transcobalamina que metaboliza la Vitamina B [Gueant-Rodriguez y col,
2003], si bien otro estudio hecho en la pobiacion alemana no mostrd asociacion
con la ocurrencia de DCTN [Afman y col., 2002].

No obstante todo lo dicho precedentemente, y sin tener aln dilucidado por
completo el mecanismo, existe mucha evidencia que ia incidencia de DCTN en nifios
cuyas madres reciben acido fdlico en el periodo periconcepcional se encuentra
disminuida [MRC Vitamin Study Research Group, 1991; Milunsky y col, 1992]. La
suplementacion materna de folatos puede prevenir del 50 al 70% de los DCTN
[American Academy of Pediatrics, Committee on Genetics, 1999]. Ei foiato es
esencial para la sintesis de ADN, la divisidon celuiar y ei crecimiento tisular.
Asimismo es necesario para la metilacion dei ADN, proceso importante tanto en la
expresion génica como en la estructura cromatinica. Por otro lado, se ha
demostrado que el acido félico disminuye la incidencia de DCTN inducidos por
fenitoina en embriones de polios en desarrolio [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 DCTN asociado a la exposicién
a drogas antiepilépticas [Ornoy, 2006].

Los niveles de folatos séricos tienen un fuerte componente genético con una
heredabilidad estimada del 46 % [Mitcheli y col, 1997]. La deficiencia de folatos
contribuye a la etiologia multifactorial de DCTN, y genes en esta via metabdlica han
sido la base para aigunos estudios de posibles genes candidatos asociados a la
enfermedad (ver la tabla 2).

Si bien las enzimas relacionadas con la via metabdlica de los foiatos estan
fuertemente implicadas en los DCTN, los numerosos genes candidatos y la ampiia
diferencia en las frecuencias alélicas observadas en diferentes poblaciones y grupos
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étnicos, sugiere que no hay un unico factor genético implicado en los DCTN [Botto y
Yang, 2000].

La variante 677C>T del gen MTHFR se asocid originaimente con un riesgo
aumentado para el desarrollo de DCTN. Identificada inicialmente para
enfermedades vasculares, esta variante aléiica produce una isoforma termolabil de
MTHFR. La MTHFR reduce 5,10-methilentetrahidrofolato a 5-
methilentetrahidrofoiato (la forma predominante de folatos circulantes), que actua
como donante de metilos en la remetilacion de homocisteina a metionina [Frosst y
col, 1995]. La baja actividad de MTHFR entonces, estaria asociada con bajos niveles
de folatos séricos y altos niveles de homocisteinemia. En un estudio caso-control
realizado en 55 pacientes alemanes, se hallé mayor incidencla de la mutacion
677C>T en pacientes y padres de DCTN que en controles [Van der Put y col, 1995].
Un trabajo posterior realizado en 218 famiiias Iriandesas confimd este hallazgo y
también se encontré un modesto riesgo adicional asociado ai genotipo materno
677TT [Shields y col, 1999]. Estos resultados podrian estar indlcando un modelo
biolégico de MTHFR relacionado a la patogénesis de DCTN, en el cuai un nivel
suboptimo de folato materno provocaria un estado de estrés bioquimico en el feto
en desarrolio [Shields, 1999; Botto y Yang, 2000]. Se ha propuesto que este
genotipo estaria contribuyendo en ia etiopatologia 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 asociacion entre DCTN y variantes alélicas de MTHFR [Rampersaud y col, 2003].
Las discrepancias observadas podrian estar relacionadas con variables
poblacionaies especificas, ya sea por diferencias étnicas o factores ambientales. De
hecho, en algunas areas como Irlanda, Inglaterra, México, asi como en aigunas
regiones en China, se observa una alta prevalencia de DCTN que podrian explicarse
principalmente debido a una ingesta inadecuada de acido fdlico, a las condiciones
fisicas del ambiente (disponibilidad de nutrientes), ias condiciones socio econémicas
de ia poblacidn (pobreza y edad) y a los hdbitos personales de salud de ia pobiacion
(asesoramiento y suplementacién vitaminica) [Slattery y Janerich, 1991). Todas
estas observaciones han conducido a la necesidad de reaiizar estudios genéticos-
moleculares para cada pobiacion en particular con el propdsito de determinar los
factores de riesgo que se asocian con estas patologias. En este sentido, estudios
preliminares de nuestro laboratorio del tipo caso-control, estarian indicando que el
genotipo 677TT de MTHFR es un factor de riesgo para nuestra poblaciéon [Buzzaiino
y col, 2002].
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Por su parte, la variante de MTHFR 1298A>C produce una disminucion mucho
menor de la actividad proteica que la variante 677C>T, pero se ha sugerido que
los compuestos heterocigotos (MTHFR 677CT-1298AC) producen un perfil similar a
la variante proteica termolabil [Van der Put y col, 1998]. Uno de los primeros
estudios demuestra un aumento del riesgo para DCTN por la presencia del alelo
1298A>C en estado de heterocigota compuesto con el aielo 677 C>T [Van der Put y
col, 1998]. Al igual que para la variante 677 de MTHFR, no existen hasta el
presente estudios que relacionen la posible influencia del polimorfismo en 1298 en
el desarrollo de DCTN en nuestra poblacion.

En este trabajo nos propusimos estudiar la asociacion entre el polimorfismo
1298A>C del gen MTHFR y el riesgo de desarrolio de DCTN en una muestra de
afectados de la Argentina.

Las frecuencias del alelo C de MTHR 1298 muestran una variacion a nivel mundial,
similar a lo que fuera comunicado para el alelo 677T de MTHFR. Nuestros
resultados estarian indicando una frecuencia de 0.20 para alelo C en individuos
controles de nuestra paoblacion, siendo el nuestro, el primer trabajo en comunicar
esta estimacidn. La prevalencia del alelo C fue estimada en 0.33 en una muestra de
una poblacion alemana [Van der Put y col, 1998], 0.25 en una muestra de la
poblacion 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 poblacion de
Miao en China [Xiao y col, 2005].

En este estudio, el polimorfismo del gen de la MTHFR 1298A>C no se asocié 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 caucasicos, polacos), estan en
concordancia con los obtenidos para algunas poblaciones hispanas, asi como en
amerindios, asiaticos y africanos subsaharianos [Botto y Yang, 2000].

Sin embargo, no se puede descartar que, dado que el poder de la prueba no
alcanzé el valor del 80%, los resultados obtenidos en nuestro estudio puedan variar
con la incorporacion de mas afectados y controles. Asimismo, no se halld que la
variante 1298C aumente el riesgo observado para el genotipo MTHFR 677TT, ni que
el genotipo compuesto heterocigota 677CT-1298AC se asocie a un riesgo
aumentado de ocurrencia de la patologia. Estos resultados son coincidentes con lo
observado en otros estudios [Stegmann y col, 1999; Cunha y col, 2002; Gutierrez-
Reviila y col, 2003; Boduroglu y col, 2005], y difieren con otros que sugieren una
posible interaccion entre ambas variantes [Van der Put y col, 1998]. Nuevamente,
la presencia de variables poblacionales especificas o bien el nimero de individuos
estudiados en cada caso podrian explicar las discrepancias observadas.
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En un meta-analisis realizado a partir de 5389 individuos de diferentes poblaciones
[Ogino y col, 2003] estiman las frecuencias de los haplotipos de las variantes de
MTHFR 677 y 1298 en la poblacion 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 ningun individuo el
genotipo TT-CC. En nuestro grupo control de 173 individuos estudiados hallamos
frecuencias similares a las mencionadas (CT-AC: 19%, TT-AC: 0.6%; TT-CC: 0), si
bien no se halld ningun individuo con el genotipo CT-CC. Dada la baja frecuencia de
este genotipo, se puede esperar que esta combinacion no se observe en el nimero
de individuos analizados para este trabajo. Sélo en dos estudios, uno de Canadd y
otro de Inglaterra [Isotalo y coi, 2000; Dekou y col, 2001], se observo una
frecuencia mas elevada para este genotipo que se podria explicar por un efecto
fundador. Asimismo, y en concordancia con Ilo sugerido en la literatura
[Christensen, 1999; De Marco y col, 2002; Boyles y col, 2005], no hemos hallado
individuos con los genotipos compuestos 677TT-1298CC en homocigosis,
sustentado la idea que esta combinacion seria una condicion letal para el embridn
[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 ia combinacién 677TT-1298CC perteneciente a
un grupo de afectados por accidente cerebro vascular en la poblacion de Turquia
[Akar y col, 2001]. Es interesante remarcar, por otro iado, que estos polimorfismos
(MTHFR 677C>T, 1298A>C), han sido implicados en un mayor riesgo de abortos
espontdneos recurrentes [Zetterberg, 2004; Wang y col, 2004].

Por uitimo, analizamos las frecuencias haplotipicas y su distribucién 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-andiisis 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 677T7-1298A y 0.0023 para 677T7-
1298C. Al igual que lo observado por los autores, la mayoria de los alelos 677T y
1298C se encuentran en cis con los alelos 1298A y 677C, respectivamente.

Al comparar la distribucion fraccional de los haplotipos entre casos y controles en
nuestro estudio, hallamos que los mismos presentan una distribucion
estadisticamente diferente. Sin embargo, esta diferencia se puede interpretar en el
contexto que hemos demostrado en estudios previos que la frecuencia del aielo T
se encuentra aumentada en los afectados.
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Si bien existen numerosos trabajos de asociacion para el polimorfismo en 677,
aquellos que relacionan la ocurrencia de DCTN con las variantes alélicas en 1298 de
MTHFR son mas escasos. A pesar que no se descarta la necesidad de analizar un
mayor numero de afectados, nuestro estudio adquiere relevancia en especial al no
existir datos similares para otras poblaciones de América Latina. Asimismo, los
resuitados obtenidos con este estudio contribuyen con la posibilidad cercana de
realizar un meta-analisis a fin de establecer si existe una asociacidn 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 embridon en
desarrollo [Shields y col, 1999], en este trabajo este analisis no ha sido posible,
dado el nimero bajo de controles madres que se disponia para el analisis.
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8-CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS:

Conclusiones:

La frecuencia hallada en nuestra poblacion para el alelo C 1298 de MTHFR es de
0.20

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

La variante MTHFR 1298 C no representaria un factor de riesgo de padecer
DCTN.

No fueron hallados los genotipos MTHFR 677 TT o TC en asociacion con el
genotipo 1298 CC.

La interaccion de los genotipos MTHFR 677 CT y 1298 AC no parece
representar, a la luz de los datos en la muestra analizada, un factor de riesgo
incrementado de padecer DCTN.

Perspectivas:
Teniendo en cuenta que:

1.

Los defectos de cierre del tubo neural estan dentro de las maiformaciones
congénitas de mayor frecuencia.

Se han asociado determinados polimorfismos en genes de la via metabdlica de
la homocisteina/metionina y la ocurrencia de DCTN sélo para algunas
poblaciones.

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

patologias en nuestra poblacion.

Consideramos que los resultados del presente trabajo y futuras investigacion

contribuirian a:

a.

b.
C.

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

La caracterizacion genotipica de la poblacion de Argentina.

La identificacion de grupos de riesgo dentro de la poblacion de Argentina.
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Apéndice
10-APENDICE:

Extraccién de ADN de linfocitos de sangre periférica:

1. Tomar 5 ml de sangre entera extraida con EDTA 5% (anticoagulante) y
centrifugar a 1000 rpm durante 10 minutos.

2. Remover la capa de gldbulos blancos con pipeta y pasaria a un tubo de 15
ml. Agregar 8 ml de buffer de lisis de glébulos rojos (RBC). Mezclar.

3. Centrifugar 10 min a 1500 rpm.

4. Descartar el sobrenadante y si es necesario realizar un nuevo lavado con
RBC hasta que se clarifique el peliet de glébulos rojos.

5. Agregar 3ml de buffer TEN y resuspender el pellet.

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

7. Agregar 100 ul SDS 20 %. Mezclar

8. Incubar ON a 37°C.

9. Agregar 1 ml de NaCl 6M. Mezclar

10. Centrifugar 10 min a maaxima velocidad.

11. Pasar el sobrenadante a un tubo de 15 ml y agregar 2 volimenes de etanol
100%. Mezclar bien hasta que el ADN esté completamente precipitado.

12. Pescar el ADN con la punta de la pipeta.

13. Sumergir la pipeta en etanol 70 % (3 veces).

14. Dejar secar hasta que esté claro.

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

16. Cuantificar por espectrofotometria 260/280 nm (1 OD= 50 ug/ml).

TEN:

0,1 M NacCl

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)

RBC 1X: (Para preparar 1000 ml)
8,02 g NH,LCI

1,00 g KHCO3;

0,03722 g EDTA
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