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RESUMEN

Resumen: Los defectos del tubo neural (DTN) son un grupo de malformaciones
congénitas comunes que resultan en el cierre incompleto del tubo neural en las
primeras semanas de desarrollo y pueden terminar en discapacidades severas o
inclusive en la muerte. Los DTN parecen ser el resultado de la interaccion de
numerosos genes Yy factores ambientales. Los polimorfismos de los genes
involucrados en el metabolismo del folato y la homocisteina, como la variante
termolabil C677T y A1298C de la enzima 5,10 Metilenetetrahidrofolato Reductasa
(MTHFR), 844ins68 y C699T de la Cistationina B-Sintasa (CBS) y el A66G de la
Metionina Sintasa Reductasa (MTRR) son conocidos como factor de riesgo para los
DTN en algunas poblaciones. Esta malformacion impacta en la discapacidad personal
y representa un serio problema de salud publica en el mundo, afectando 1 nifio por
cada 1000 nacidos vivos en la mayoria de poblaciones incluyendo Colombia, donde
esta malformacion congénita contribuye significantemente a la mortalidad y
discapacidad de los nifios. El objetivo de este estudio es evaluar la asociacién entre
los polimorfismos y el riesgo de DTN en una poblacion colombiana. Métodos: Con el
fin de evaluar el rol de estos polimorfismos y su interaccion en el riesgo de DTN, se
genotipificaron los polimorfismos en 100 casos (hijos y madres) y 200 controles para
desarrollar un estudio de casos y controles mediante la técnica de PCR-RFLPs. La
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Pontificia Universidad
Javeriana y formatos de consentimiento informados fueron obtenidos de todos los
participantes en el estudio. Las frecuencias alélicas en los casos y los controles fueron
determinadas mediante conteo alélico y las diferencias entre las frecuencias alélicas y
genatipicas fueron evaluadas mediantes test de X2 con un 95% IC para el analisis de
Equilibrio de Hardy —Weinberg (HWE). Estudios de asociacién fueron usados para
estimar los Odds Ratios (OR) con un 95%CI para determinar el factor de riesgo
asociado de los polimorfismos con los DTN. Los analisis estadisticos fueron realizados
utilizando el paquete estadistico Epidat 3.1. Resultados: La asociacién entre los
polimorfismos 677T en los casos y el riesgo de los DTN fue encontrado (OR= 1.98
[1.21 — 3.23], 95% CI; p=0.005) y en las diadas (OR= 1.77 [1.24 — 2.52], 95% CI,
p=0.001), Asi como también en las madres de hijos con DTN y el polimorfismos 66G
(OR= 2.06 [1.20 — 3.53], 95% CI; p=0.008). Un riesgo aumentado fue encontrado en
las madres de casos para el 677T/T (OR= 2.50 [0.48 — 12.88], 95% CI; p=0.05) y para
el genotipo 66G/G (OR= 2.0 [1.20 — 3.53]; p=0.01). Una asociacion estadisticamente
significativa al riesgo fue encontrada en la madres cuando al combinar los genotipos
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677 C/IC y 677 C/T (OR=5.44 [1.01- 29.13]; p=0.02). Cuando se aplico el modelo
genético recesivo (CC/CT vs TT) un riesgo significante fue encontrado (OR=5.44
[1.01- 29.13], 95% CI; p=0.02). Una asociacion entre el polimorfismo A1298C vy el
riesgo de los DTN fue encontrado cuando se aplico el modelo dominante (CC/AC vs
AA) (OR=1.90[1.09 — 3.32], 95% CI; p=0.02) en el grupo del total de madres de hijos
con DTN. Un riesgo aumentado también fue encontrado en las madres cuando se
combina el genotipo 66G/G y 66G/A vs AA en el modelo recesivo (OR=2.78 [1.37 —
5.61], 95CI; p=0.003) y cuando se analizo el total de las madres de casos (OR= 1.84
[1.07 — 3.16]; p=0.02). Adicionalmente, también se encontré asociacion entre el
polimorfismo 66A vy el riesgo de DTN en las madres de casos (OR= 2.06 [1.20- 3.53],
95ClI; p=0.008) y en el total de madres de hijos con DTN (OR= 1.58 [1.01 — 2.47],
95CI; p=0.04). No se observé asociacion estadisticamente significativa entre las
frecuencias alélicas y genotipicas entre los casos y controles para los otros
polimorfismos analizados (p=>0.05). Conclusién: El presente estudio brinda la
primera evidencia de la asociacion de los polimorfismos MTHFR C677T y MTRR A66G
y la influencia de riesgo de DTN. Sin embargo, aunque no existe evidencia de
asociacion de la presencia de los otros polimorfismos y los DTN, futuras
investigaciones son necesarias en estos polimorfismos y otros ubicados en otros
genes, con el fin de evaluar el impacto de esta patologia polimorfica. Estos resultados
son consistentes con otros reportados en el mundo para los polimorfismos MTHFR
C677T y MTRR A66G, pero pueden también resultar contradictorios con los hallazgos
de otros estudios, lo que puede ser debido a las diferencias étnicas en la distribucion
de los genotipos, la heterocigosidad de los fenotipos y a la etiologia multifactorial de
los DTN.

Palabras _Clave: Neural Tube Defects, Methylenetetrahydrofolate Reductase
(MTHFR), Cystathionine g-Synthase (CBS), Methionine Synthase Reductase,
polymorphisms, genetic association.
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SUMMARY

Background: Neural tube defects (NTDs) are a group of common congenital
malformations that result in an incomplete closure of the neural tube in the first weeks
of development and can lead to severe disability or even death. NTDs are likely to
result from an interaction of several genes and environmental factors. Gene
polymorphisms of the folate and homocysteine pathway, such as the thermolabile
variant C677T and A1298C of the enzyme 5,10 methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR), 844ins68 and C699T of the Cystathionine B-Synthase (CBS) and A66G of
the Methionine Synthase Reductase (MTRR) are known as a risks factors for NTDs in
some populations. These malformations impact in personal disability and represent a
serious problem of public health in the world, affecting 1 infant per 1000 births in most
of the countries, including Colombia, where these congenital abnormalities contribute
significantly to the mortality and disability of the children. The aim of this study is to
evaluate the association between the polymorphisms and NTDs and the risk of the
malformation in the offspring in a Colombian population. Methods: In order to evaluate
the role of these polymorphisms and their interaction in NTD risk, we genotyped the
polymorphisms in 100 NTDs cases (cases and mothers) and 200 healthy controls
(controls and mothers) for case-control study by performing PCR — RFLPs method.
The study was approved by the Ethical Committee of the Pontificia Universidad
Javeriana and informed consent was obtained from all participants. Allele frequencies
in the NTDs cases and controls were determined by counting alleles and differences in
genotype and allele frequency were evaluated by x2 test with 95% confidence interval
(CI) for the Hardy —Weinberg equilibrium (HWE) analysis. Association analysis was
used to estimate the Odds Ratio (OR) with 95% confidence interval to determine the
risk factor association of the polymorphisms and NTD. Statistical analysis was
performed using the Epidat 3.1. Results: An association between the polymorphisms
677T in cases and the risk for NTDs malformation were found (OR= 1.98 [1.21 — 3.23],
95% CI; p=0.005) and in dyads (OR= 1.77 [1.24 — 2.52], 95% CI; p=0.001), mother
cases and 66G polymorphism (OR= 2.06 [1.20 — 3.53], 95% CI; p=0.008). An
increased risk was found in cases mothers for the homozygous 677T/T (OR= 2.50
[0.48 — 12.88], 95% CI; p=0.05) and 66G/G genotype (OR= 2.0 [1.20 — 3.53]; p=0.01).
Significant association was also found in the mothers when combined 677 C/C and 677
C/T genotypes (OR=5.44 [1.01- 29.13]; p=0.02). When applied the recessive genetic
model (CC/CT vs TT) a significant risk was found (OR=5.44 [1.01- 29.13], 95% CI,;
p=0.02). An association between the polymorphism A1298C and the risk for NTDs was
found when applied to the dominant genetic model (CC/AC vs AA) (OR=1.90 [1.09 —
3.32], 95% CI; p=0.02) in the total group of cases mothers. An increased risk was also
found in cases of mothers 66G/G and 66G/A were combined vs AA genotypes
(Recessive model) (OR=2.78 [1.37 — 5.61], 95CI; p=0.003) and when analyzed the
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total group of cases mothers (OR= 1.84 [1.07 — 3.16]; p=0.02). We also found
association between the polymorphisms 66A and the risk for NTDs in the cases
mothers (OR= 2.06 [1.20— 3.53], 95CI; p=0.008) and in the total of the mothers (OR=
1.58 [1.01 — 2.47], 95CI; p=0.04). We did not observe any statistically significant
difference in the genotypic or allelic frequencies between cases and controls for the
other polymorphisms (p=>0.05). Conclusion: This study provides the first evidence of
the MTHFR C667 and MTRR A66G polymorphisms significantly influences the risk of
NTDs. Even though, there is no evidence of association of the presence of the other
polymorphisms and NTDs, further investigations are necessary about those
polymorphisms in this and other genes in order to evaluate the impact of this
polymorphic pathology. Those results are consistent with others reported in the world
for the polymorphism MTHFR C677T and MTRR A66G, but can result contradictories
with the findings of the other studies, but it could be due to the ethnical differences in
the genotypes distribution, the heterozygocity of the phenotype and the multifactorial
etiology of the NTDs.

Key words: Neural Tube Defects, Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR),
Cystathionine B-Synthase (CBS), Methionine Synthase Reductase, polymorphisms,
genetic association.
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1. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El tubo neural es la estructura celular que mas tarde se diferencia en el cerebro y
la medula espinal y su desarrollo se completa aproximadamente a las cuatro
semanas de gestacion durante el proceso de neurulacion, mediante el cual el tubo
neural se cierra (1,2). El cierre incompleto del tubo neural resulta finalmente en un
defecto morfolégico del mismo, que puede tener lugar a nivel cerebral (anencefalia
o encefalocele) o a nivel de la columna vertebral (espina bifida). No se conocen
las causas exactas de estas malformaciones, pero los expertos creen que
probablemente tienen un origen multifactorial: genético y ambiental, ya que se ha
comprobado que ambos factores juegan un papel importante en la etiologia de la
malformacion (3). A nivel genético pueden estar involucradas variantes en algunos
genes que contribuyen a la formacién y cierre anormal del tubo neural, como los
involucrados en el metabolismo del folato y la homocisteina (4,5,6). La presencia
del genotipo mutado para los polimorfismos C677T y A1298C de la MTHFR y su
heterocigosidad combinada se han considerado factores de riesgo en
determinadas poblaciones (7); la variante termolabil (677T) de la MTHFR es
conocida como el principal factor de riesgo para los DTN en algunas poblaciones,
ya que esta reduce la actividad de la enzima (6,8). La relaciéon entre un segundo
polimorfismo de la MTHFR (A1298C) y el riesgo de desarrollar DTN no ha sido
comprobada en algunas poblaciones (7), pero estd siendo objeto de algunos
estudios en otras poblaciones (9). A su vez, otros genes involucrados en la via
metabdlica del folato y la homocisteina como el polimorfismo 844ins68 de la
Cistationina (3 Sintasa (CBS) han sido implicados en la etiologia de los DTN (6).
Las enzimas MTHFR y la Cistanionina [ Sintasa (CBS) participan en el
metabolismo de la homocisteina, dependiente de folato, y se sabe que los
defectos genéticos en estas enzimas pueden causar la hiperhomocisteinemia
presente en las madres de casos con defectos a nivel del tubo neural, lo que
sugiere que estas alteraciones en el metabolismo son un factor de riesgo para los
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DTN (6). Por otra parte, la Metionina Sintasa Reductasa (MTRR), es la
responsable de la regulacion de la Metionina Sintasa (MS) y se ha comprobado
gue los defectos en su actividad catalitica pueden generar también niveles altos de
homocisteina, 1o que puede llevar a un riesgo de presentar DTN; el polimorfismo
mas comun en el gen de la MTRR, es la sustitucion A66G y aunque este
polimorfismo no cambia la actividad enzimatica de la enzima, se ha encontrado
gue la frecuencia de este genotipo A66G es mayor en poblaciones afectadas con
DTN y sus madres (5). Entre las causas ambientales identificadas, el déficit de
acido folico es el factor de riesgo ambiental mas asociados son la salud de la
madre, adicional a el uso de medicamentos, la nutricién y el nivel socioeconémico
(4). Ademas existe una relacion entre los DTN y los desdrdenes que afectan el
metabolismo de la glucosa, como diabetes y obesidad en la madre, ingesta de
drogas, alcohol y la exposicidon de otros teratégenos, puede incrementar el riesgo
de defectos en el tubo neural (7). De esta manera, se ha encontrado que los
factores ambientales pueden modular la expresion génica de la enfermedad lo que
se correlaciona con las diferentes frecuencias encontradas en los casos de DTN
en diferentes regiones geograficas. Las frecuencias de DTN son mayores en los
grupos con menor estatus econémico, educativo, y en territorios en donde la
poblacién tiene deficiencias alimentarias (4). Asi, al generar un cambio en el
suplemento vitaminico de la poblacion se puede influir en la expresion génica (5),
tal como se ha evidenciado con las investigaciones que han demostrado que el
uso prenatal de &cido folico puede disminuir la prevalencia de los DTN de un 50%
a 70% y actia como un factor protector ante la presencia de la malformacién
(2,10,11,12). El mecanismo exacto de este efecto protector aun no estd muy claro,
pero se relaciona con las enzimas metabdlicas que intervienen en el metabolismo

del folato (3), al generar sustratos esenciales para el metabolismo celular.
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1.1. Justificacion

En Ameérica Latina las anomalias congénitas ocupan entre el segundo y quinto
lugar como causa de muerte en menores de un afio, y contribuyen de manera
significativa a la morbilidad y mortalidad infantil (13). Los defectos del tubo neural
(NTD), hacen parte de las malformaciones congénitas mas frecuentes en nuestra
poblacion, con una prevalencia general estimada al nacimiento de 1:1000, siendo
consideradas, la segunda causa de mortalidad infantil en el pais (12). Hasta el
momento existen pocas publicaciones en nuestro pais, en las que se estudie la
interaccion de los polimorfismos genéticos con los DTN en la poblacién, por lo que
es necesaria la realizacion de nuevos estudios que permitan entender mejor los
mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad y contar con marcadores
moleculares predictivos para caracterizar la poblacién en riesgo. De esta manera,
sera posible generar mejores estrategias para una optima prevenciéon y manejo

apropiado de los pacientes con DTN.

2. MARCO TEORICO

2.1. Revision Histoérica

Los DTN (OMIM 601634), tienen una larga historia y han sido reconocidos desde
la antigledad, encontrdndose a través del tiempo, momias en sepulcros en el
antiguo Egipto con restos 6seos con espina bifida y un feto humano anencefalico
(2). De igual manera, el mielomeningocele y la hidrocefalia asociada a estos
defectos, fueron reconocidos por Hipdcrates, Aristételes y otros antiguos

pensadores en sus postulados cientificos (2).

El termino espina bifida fue propuesto inicialmente por Nicolas Tulp en 1651, para
designar incorrectamente la anomalia vertebral como una duplicacion del proceso
espinoso de la vértebra y a pesar de la mala interpretacion de la malformacién, el

término espina bifida es aun utilizado en la actualidad (14).
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Figura 1. Primera descripcion de un caso con espina bifida. Observationum medicarum (Third
book) publicado por Nicolas Tulp en 1651 (Ludovicum Elzevririum Editor, Amsterdam) (14).

Los DTN son considerados como unas de las malformaciones congénitas mas
comunes, teniendo varios grados de incidencia dependiendo de condiciones
genéticas y ambientales (1,2,3,4). Los DTN son causados por formaciones
embriolégicas anormales del tubo neural durante el desarrollo embrionario
alrededor de la cuarta semana de gestacion, afectando las estructuras que dan
proteccion al sistema nervioso central y alterando el desarrollo del mismo
(1,2,3,10,15).

2.2. Definicién

El tubo neural es formado durante la vida intrauterina, dando lugar al encéfalo y a
la médula espinal. Los DTN son causados por formaciones embriologicas
anormales, derivadas del cierre defectuoso del tubo neural (disrafias espinales)
gue van desde alteraciones estructurales graves secundarias y cierre incompleto
del tubo, hasta deficiencias funcionales debidas a la accion de factores
desconocidos en las fases tardias del embarazo (1,10,15). La mayor parte de los
defectos de la médula espinal son consecuencias del cierre anormal de los
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pliegues neurales, en el curso de la tercera y cuarta semana del desarrollo, lo cual
no solo afecta al desarrollo del sistema nervioso central, sino que también
interfiere con la inducciéon y morfogénesis de los arcos vertebrales y la béveda
craneal, viéndose afectados las meninges, las vértebras, el craneo, los musculos y
la piel (1,2,3,6,10,15).

En general, este tipo de malformaciones afectan las estructuras del sistema
musculo esquelético que dan proteccion al sistema nervioso central y que pueden
ocurrir en forma aislada o formando parte de un sindrome de multiples
malformaciones congénitas. A su vez, la falta de cierre del tubo neural altera la
induccién de los esclerotomos de forma que los arcos vertebrales que lo recubren,
no se desarrollan por completo ni se fusionan a lo largo de la linea media dorsal
para cerrar el canal raquideo, generando un canal vertebral abierto que recibe el
nombre de espina bifida (1,2,3,10).

2.3. Embriologia
Los procesos que llevan a la correcta formacién de los primordios de los 6rganos y

la conformacion de la estructura vertebrada béasica del organismo ocurren durante
la cuarta semana de gestacion, cuando se produce la diferenciacion de los
somitos y del sistema nervioso (1,2,10). El tubo neural se diferencia en el cerebro
y la medula espinal y esta formado por dos procesos embrioldgicos diferentes
llamados neurulacién primaria y secundaria, mediante los cuales el tubo neural se
cierra (1,2,3,10,16). La formacion del tubo neural es un fenomeno complejo en el
cual las células necesitan cambiar, migrar y diferenciarse y se inicia en la region
donde aparecen los primeros somitas (1,2,17) y la posterior conversion de la placa
neural en el tubo neural ocurre mediante un proceso de plegamiento y fusion de

los pliegues neurales en la linea media (10,14,15).

La embriogénesis de esta estructura concluye aproximadamente a los 26-30 dias
de post ovulacion, antes de que la mujer sea consciente de su estado de
gestacion, de ahi, la necesidad de que cualquier actividad preventiva tenga que

iniciarse antes de la concepcion (12,18).
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2.3.1. Neurulacion Primaria:
Es un proceso dinamico que involucra eventos morfolégicos complejos
controlados por distintos mecanismos moleculares para formar el encéfalo, la
médula cervical, toracica y lumbar. Se inicia con la conversion de la placa neural
en el tubo, mediante un proceso de elevacion de los pliegues neurales, fusion y
superposicion de los bordes que forman el neuroepitelio (1,2,15,16,19). Los labios
de los pliegues neurales establecen su primer contacto en el vigésimo segundo
dia de gestaciéon y esta fusion se produce en direcciones craneal y caudal hasta
guedar unas pequefias zonas no fusionadas en ambos extremos, formando el tubo
neural. La formacion del tubo neural se ve completa con la fusién de la placa
neural mediada por procesos de sefalizacion de polaridad celular y de proteinas

morfogenéticas que regulan el plegamiento neural (1,2,3,10,15,20).

2.3.2. Neurulacion Secundaria:
Comienza posterior al cierre del neuroporo y tiene lugar de la tercera a la sexta
semana de gestacion, a partir de la eminencia caudal que aumenta de tamafio y
posteriormente forma la cavidad que se une a la parte mas caudal de la
neurulacion primaria (1,2,15). Después de la formacion del tubo neural el
ectodermo se envuelve alrededor del tubo para convertirse en piel. Si bien la
neurulacion primaria concluye a las cuatro-cinco semanas post ovulatorias, la

neurulacion secundaria continta al menos hasta las siete semanas (19,21).
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Figura 2. Diagrama y microfotografia del cierre del tubo neural. a-A. Formacién de los pliegues
neurales en los extremos de la placa neural (Indicados mediante flechas), dispuestos en los limites
entre el futuro cerebro y la medula espinal. b-B. Fusion y superposicién de los bordes que forman
el neuroepitelio. c-C. A medida que los extremos de los pliegues neurales se acercan a la linea
media dorsal, los epitelios se fusionan y remodelan. d-D. Cierre del tubo neural mediante la
formacién de la superficie ectodérmica externa (epidermis) y el neuroepitelio interno (sistema

nervioso central) (1,2,21).

Wl \.b_r

Estadios de Carnegie

Etapas de la neurulacién

Estadio 8 (18 dias postovulatorios)

Se evidencian los pliegues neurales y el surco
neural.

Estadio 9 (20 dias postovulatorios)

Ya se pueden distinguir el cerebro anterior, el
medio y el posterior, aunque el surco neural
esta completamente abierto.

Estadio 10 (22 dias post ovulatorios)

Los pliegues neurales se empiezan a fusionar
en el punto de unién entre el cerebro y la
médula espinal. Las células de la cresta neural
proceden principalmente del neuroectodermo.

Estadio 11 (24 dias post ovulatorios)

El neuroporo cefalico o rostral se cierra en unas
pocas horas. Los dos sitios de cierre
bidireccional son los labios dorsal y terminal. En
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el labio dorsal la fusion puede ocurrir en
distintos puntos a la vez.

Estadio 12 (26 dias post ovulatorios) El neuroporo posterior se cierra en el transcurso
de un dia, el nivel de cierre corresponde al
futuro nivel S2. Se inicia la neurulacion
secundaria.

Estadio 13 (28 - 32 dias post ovulatorios) El tubo neural se ha cerrado en su totalidad.

Tabla 1- Descripcion de los estadios de evolucion de la neurulacion primaria humana (22)

2.4. Desarrollo craneocaudal de la neurulacion
La fusion de los pliegues neurales para formar el tubo neural primario se inicia en
sitios distintos segun dos teorias: la clasica o de la cremallera y la de los multiples
puntos de cierre (1,3,17,21,22,23,24).

2.4.1. Teoria de la Cremallera
Este modelo surge del estudio en embriones humanos, correlacionados con los

hallazgos procedentes de animales. Los pliegues neurales contactan primero en la
region cervical entre el segundo y el sexto par de somitas, esto es, en la parte mas
caudal del encéfalo y la médula espinal (17,21). La fusion de los pliegues progresa
posteriormente tanto en direccién cefalica como caudal, los extremos (cefalico y
caudal) del tubo permanecen abiertos de forma temporal (neuroporos anterior y
posterior) (1,3,17,21,10,15). El cierre anterior se completa mediante la fusion
bidireccional que procede del mesencéfalo y el diencéfalo por una parte y del
telencéfalo adyacente a la placa quiasmaética; estos dos sitios de fusion se
denominan labios dorsal y terminal del neuroporo anterior, respectivamente
(1,2,10,14,25).

A B

Neuroporo anterior

Pliegue neural

Bulbo
W | Pericadico

Placodas
auditivas

H \Corte amnidtico
externo

*Neuroporo posterior

Wl
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Figura 3. Teoria de la cremallera en diferentes estadios de cierre del tubo neural (posfertilizacion).
A- El cierre comienza al final de la regién craneocaudal posterior cerca a la unién con la espina
dorsal. La fusién de los pliegues neurales progresa posteriormente tanto en ambas direcciones
(cefalica y caudal). B- Antes de que el proceso de cierre este completo, un segundo sitio de cierre
aparece en la regidon anterior para cerrarse bidireccionalmente a nivel craneal y caudal
encontrandose finalmente con la regién de cierre que se inicio en la regién posterior (2).

2.4.2. Teoria de los multiples puntos de cierre

Se ha establecido una correspondencia entre los mdultiples puntos de cierre
observados en modelos de ratones con una serie de fetos humanos afectados
por DTN (1,2,10,15,25,26). La fusién del tubo neural craneal acontece en tres
sitios y progresa a partir de cada punto, de forma que existen dos neuroporos
anteriores. La fusién de los pliegues neurales correspondientes a la médula

también es segmentaria. Los siguientes son los puntos de cierre (3,10,15,21,27):

1. Punto 1. el primer contacto y fusion de los pliegues en aposicion tiene lugar
entre los pares de somitas 2 y 4, en la presunta frontera entre la médula
espinal y el mielencéfalo. La progresion es bidireccional, es decir,
cranealmente sobrepasa las placodas auditivas y caudalmente forma la

médula espinal toracica y el neuroporo posterior.

2. Punto 2: se inicia en el punto de unién entre el prosencéfalo y el
mesencéfalo, avanza también bidireccionalmente y forma dos neuroporos

craneales, uno prosencefalico y otro mesencefalico.

3. Punto 3: empieza en el extremo mas rostral del pliegue neural, adyacente al
estomodeo o0 boca primitiva. Su avance es unidireccional, en direccion caudal
hasta encontrase con el punto 2 y cerrar el neuroporo prosencefalico. El

extremo mas craneal corresponde al labio superior facial.

4. Punto 4: en el ratdn se inicia en el extremo caudal del rombenecefalo y es
unidireccional rostral hasta encontrarse con el punto 2, cerrando el craneo. A

diferencia del resto de los puntos, la fusion se realiza con el concurso de una
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membrana que eventualmente cubre el rombenecefélo. La formacion de esta

membrana es hoy por hoy una incognita.

5. Punto 5. presente en humanos y no en ratones, es responsable de la fusion
del tubo neural entre L2 y la segunda veértebra sacra (S2). La neurulacion

secundaria es la responsable de la neurulacion por debajo de S2.

A B

exencephaly) (anencephaly)

losure 2 Hindbrain /__‘
\ ‘Cioeure 4

A~ neuropore
Closure 1
\ A (Cranio-

N
\ Closure 1
A (Cranio- Anterior ( e
rachischisis]

Anterior rachischisis)  peuropore

neuropore \—
Closure 3 ‘ Closure 3
Posterior
neuropore Closure 5 M

(spina bifida) K

Figura 4. Teoria de los cinco puntos de cierre. 1. Romboencéfalo y médula espinal. 2.
Prosencéfalo y mesencéfalo. 3. Extremidad rostral del pliegue neural. 4. Extremo caudal del
romboencéfalo. 5. Responsable de la fusién del tubo neural entre L2 y S2 (10).

La teoria de los mdltiples puntos de cierre goza de mayor respaldo en la
actualidad, puesto que parece explicar satisfactoriamente los distintos riesgos de
recurrencia, la frecuencia de otras anomalias asociadas y la especificidad de
localizacion de las lesiones (10,26). Las modalidades de la malformacion
generadas por los fallos aislados o asociados en la fusién de los distintos puntos

de cierre, se describen a continuacion (10,15,22):
= Punto 1: espina bifida cervical y/o toracica.

» Punto 2: ausencia de los huesos parietales con los occipitales y el frontal

intactos. Es el tipo de anencefalia méas frecuente.

» Punto 3: se concreta en faciosquisis con hendidura facial que alcanza el

labio superior.
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* Punto 4: la escama occipital esta ausente y el cerebro es anormal. En la

craneosquisis occipital la ausencia de la membrana es completa.

» Punto 5: espinas bifidas entre L2 y S2.

Punto de Iniciacion del cierre Direccion de
cierre fusion

1 2°- 4°par de somitas, cierre de médula rostral y caudal.
2 Punto de unién del prosencéfalo y del mesencéfalo.

3 Extremo mas cefalico del tubo neural (estomodeo).
4

5

Cierre del rombencéfalo por una membrana.
Extremo méas caudal del tubo neural primario (S2)

— | > ko >

Tabla 2- Descripcion de los puntos de cierre del tubo neural humano (22)

Sin embargo, aunque los multiples sitios de cierre del tubo neural han sido
observados a nivel mundial en una amplia variedad de modelos animales, otras
investigaciones han encontrado que el proceso de iniciacion de los cierres del tubo

neural no parece ser el mismo entre los humanos y otras especies animales (25).

2.5. Patogenia
La teoria de la cremallera segun la cual el tubo neural se cierra de forma continua

en su porcion media y después en sus extremos, ha sido sustituida por la teoria de
los multiples puntos de cierre. Tal como se menciono anteriormente, esta uUltima
hipotesis, que compara la embriogénesis del tubo neural de los humanos con el de
los ratones, permite clasificar los DTN de acuerdo con los puntos de cierre
involucrados (2,10,15,19). En este contexto, es posible que el cierre de cada punto
se vea regulado por distintos genes, cada uno con diferente susceptibilidad a
factores exdgenos (nutricionales, ambientales o teratdgenos) (25,28). La
patogenia permite dividir los DTN segun la etapa afectada de la neurulacion, el
momento de la apertura del tubo neural, el mecanismo de produccién del mismo

Su coexistencia con otras anomalias (19).
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2.6. Clasificacion

Los DTN ocurren en varios niveles y pueden clasificarse en dos grupos: defectos
abiertos y defectos cerrados. La falla en el cierre del tubo neural durante la
neurulacion primaria a cualquier nivel del cuerpo axial desde el cerebro hasta la
espina dorsal da lugar a un defecto abierto en donde el tejido neural esta expuesto
al aire (15,23). Los defectos cerrados en los que la piel cubre completamente el
tejido neural, comprenden la presencia de fallas a nivel de la zona anterior del
neuroporo dando lugar a cranioraquisis o anencefalia y las fallas en el cierre en la

zona del neuroporo posterior dan lugar a la mielosquisis o espina bifida (1,2,10).

Teniendo en cuenta el modelo de la cremallera, la hipétesis indica que los DTN
son la consecuencia de la falla del cierre de los neuroporos anterior (anencefalia),
posterior (espina bifida) o de la fusibn de los pliegues neurales (raquisquisis,

craneorraquisquisis) (1,2,10,15).

2.6.1. Anencefalia
Es el DTN mas severo, donde parte o ambos hemisferios cerebrales estan

ausentes y no estan cubiertos por craneo, caracterizandose por la falta de cierre
de la porcion cefalica del tubo neural, dejando al descubierto el cerebro
malformado. La anencefalia es una malformacion grave y mortal, porque no hay
desarrollo de hemisferios cerebrales, donde hay presencia de estructuras minimas
de lo que seria el cerebro (10,25,28). Los signos incluyen ausencia de huesos en
las regiones lateral y anterior de la cabeza, plegamiento de las orejas, paladar
hendido y defectos cardiacos congénitos. Los ojos y los pabellones auriculares
son prominentes mientras que el resto de las estructuras faciales parecen
normales. Este defecto es letal, aunque algunas veces las estructuras del tallo
cerebral pueden estar conservadas, 0 que permite tener funciones vitales para
sobrevivir un corto tiempo, pero la mayoria de las veces los nifios mueren pocos

dias después de nacer (1,2,28,29).

12

#
il



EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS DEFECTOS
DEL TUBO NEURAL

_._—z_.-"L.

Figura 5. Anencefalia: Ausencia total o parcial del cerebro como resultado de fracaso del cierre
de la porcion cefalica del tubo neural que da lugar a una protrusion del cerebro a través del craneo.
El defecto ocurre cuando el extremo encefélico del tubo neural no logra cerrarse dando como
resultado la ausencia de una parte del cerebro, craneo y cuero cabelludo (105).

2.6.2. Iniencefalia:
Disrafismo en la regién occipital donde el foramen magnum es adyacente a la

fontanela posterior con ausencia total o parcial de las vértebras cervicales y
toracicas que permite al cerebro y cerebelo estar en contacto con la espina dorsal
(1,2,28). Externamente los fetos tienen la cabeza hiperextendida y su occipucio
parece fusionarse con la parte alta del raquis. En el 50-85% de los casos, la
iniencefalia acompafia a otros defectos, entre los cuales se destacan la
anencefalia, el encefalocele, las malformaciones genito-urinarias, las cardiopatias
congénitas, la hernia diafragmatica, entre otros. La letalidad de este defecto es

muy alta y existen reportados muy pocos sobrevivientes (1,2,10,15,22,28).

-

Figura 6. Iniencefalia: Defecto de occipucio sumado a ausencia total o parcial de las vértebras
cervicales y toracicas que permite al cerebro y cerebelo estar en contacto con la espina dorsal. La
cabeza se encuentra en retro reflexion extrema, la cara mira hacia arriba, también presenta
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lordosis cervicotoracica y ausencia de cuello reflejado en la continuidad de la piel de la mandibula y
del térax (105).

2.6.3. Encefalocele:
Es el defecto abierto del tubo neural menos frecuente, donde el contenido tipico de
la herniacién es liquido cefalorraquideo y tejido neural que se conecta al cerebro a
través de un estrecho pediculo (1,2,23). La cubierta del saco herniario puede
variar desde una capa bien formada con piel y cabellos, a una delgada capa
meningea, por lo que la lesién puede estar totalmente cubierta por piel, o alternar
con zonas desprovistas de ésta. El encefalocele se localiza en la region occipital
en el 75% de los casos y en menor proporcion, alrededor del 15%, pueden
localizarse en region parietal frontal y sincipital (2). Las manifestaciones clinicas
dependen de la zona del cerebro herniada, siendo las mas frecuentes las
alteraciones visuales, microcefalia, retraso mental y crisis convulsivas; los
encefaloceles sincipitales tienen ademas de las alteraciones visuales,
manifestaciones nasales y auditivas (1). Aproximadamente la mitad de los
pacientes con encefalocele occipital tienen inteligencia normal o levemente
disminuida segun otros autores, mientras que los encefaloceles parietales siempre
estan asociados a otras malformaciones cerebrales y el 40% de los casos

presentan retraso mental (1,2).
Segun su contenido tisular distinguimos:

a) Craneo bifido oculto: persistencia de un orificio craneal, generalmente en la
linea media, que no se acompafia de desplazamiento de estructuras
intracraneales.

b) Meningocele: Unicamente contiene meninges.

c) Meningoencefalocele: incluye meninges y tejido cerebral.

d) Encefalocistocele: constituido por el prolapso de meninges, encéfalo y
sistema ventricular.
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Figura 7. Encefalocele: Herniacion del cerebro y las meninges a través de un defecto en el
créaneo. Esta tipicamente cubierto por la piel (defecto de cierre) o una capa delgada de epitelio
(defecto abierto). El cefalocele se incluye en el grupo de los defectos que resultan de la falla del
cierre del tubo neural (105)

2.6.4. Craneorraquisquisis

Defecto caracterizado por anencefalia acompafiada de un defecto éseo contiguo
de la columna vertebral y la exposicion del tejido neural. En algunos casos, los
afectados pueden nacer vivos, pero fallecen al poco tiempo de su nacimiento. Las
funciones neurolégicas preservadas se limitan a las reflejas tronculares y
espinales, con hiperextension cefélica leve y pueden presentarse convulsiones en
algunos casos (1,2,28,29).

Figura 8. Craneorraquisquisis: La alteracién primaria del mesodermo axial impide la formacion,
elevacion y aproximacion de los pliegues neurales resultado en craneorraquisquisis (105).
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2.6.5. Espina Bifida (OMIM 182940)

Es la anomalia congénita mas comun del sistema nervioso central compatible con
la vida, debida a la ausencia de fusion de las apofisis espinosas vertebrales (1).

Segun la presentacion clinica, se divide en dos grandes clases:

2.6.5.1. Espina Bifida Oculta

Se define como la falta de fusién de los arcos de una o0 mas vértebras, en donde la
anomalia del arco vertebral se debe a la falta de crecimiento normal y de fusion en
el plano medio de las mitades embrionarias (2,28). Su localizacibn mas corriente
es L5 y S1, suele afectarse una sola vértebra, estar cubierto por piel, por lo
general no comprende el tejido nervioso subyacente y no causa dafio alguno a la
médula espinal (2). Es la espina bifida menos severa y por lo general es
asintomatica, aunque en algunas personas pueden detectarse dolores en la zona
lumbar, piernas, genitales o algunos problemas uroldgicos. Por otra parte, cuando
a esta anomalia se asocian malformaciones subyacentes de la médula espinal sin
discontinuidad de la piel, el complejo malformativo se designa como disrafismo
espinal oculto (1,2). El individuo también puede presentar otros trastornos
congénitos relacionados con el disrafismo espinal, que por lo general son
trastornos de la médula espinal o del sistema musculo esquelético, como la
hidrocefalia, siringomielia, quistes aracnoides intradurales, dislocacion de la
cadera o trastornos similares (1). Para el diagnéstico es necesario el uso de
técnicas de imagen como la radiografia simple o la resonancia nuclear magnética
(RNM) (17). La resonancia nos ayuda a averiguar si la médula estd anclada o hay
otras lesiones medulares concomitantes como las malformaciones con meédula

hendida y la siringomielia (2).

16



EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS DEFECTOS
DEL TUBO NEURAL

Figura 9. Espina Bifida Oculta: Se aprecia el defecto de cierre en la regiéon lumbosacra cubierto
por piel. Por lo general no comprende el tejido nervioso subyacente ni causa dafio alguno a la
médula espinal y puede estar acompafiado de una regioén cubierta de pelo, un angioma, un nevé
pigmentario o una depresion que puede pasar inadvertido durante muchos afios (105).

2.6.5.2. Espina Bifida Quistica

Las formas mas frecuentes son el meningocele y mielomeningocele,
lipomeningocele y el mielocistocele. La espina bifida quistica representa los
diferentes tipos de espina bifida graves, que cursan con la salida de la médula
espinal, las meninges o ambas, haciendo protrusiéon a través del defecto de los
arcos vertebrales y de la piel para formar un saco semejante a un quiste. La
mayoria de estas alteraciones se localizan en la region lumbosacra, aunque

pueden ocurrir en cualquier punto de la columna vertebral (1,2,10).

Figura 10. Espina Bifida Quistica: Cierre incompleto de la columna vertebral (usualmente
posterior) a través del cual hay herniacién de la médula espinal y/o meninges. El defecto puede
estar ubicado en cualquier lugar a lo largo de la médula espinal y puede comprometer un nivel o la
totalidad del neuroeje. La frecuencia de localizacion de las lesiones es: cervical, 3.7%; toracico,
7.5%; toracolumbar, 9.9%; lumbar, 42.2%; lumbosacro, 27.7%; sacro, 8.6%; y anterior en cualquier
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nivel vertebral, 0.44%. El nivel afectado mas alto es el que determina el grado de compromiso
neuroldgico asociado (105).

Nivel Lesional Clinica

D12 - L1 Paresia e hipoestesia del suelo de la pelvis y las extremidades
inferiores.

L2 -L4 Luxacion de la cadera, Genu recurvatum, pie equinovaro.

L5 Flexion de la cadera sin luxacion, movilidad de cuadriceps
conservada con ligera limitacion de la flexiéon de la rodilla y pie
valgo.

S1 Pie en balancin, trastornos sensitivos en silla de montar y
plantares.

S2 -S4 Vejiga neurégena e incontinencia anal.

Tabla 3- Alteraciones neuroldgicas de la espina bifida segun el nivel de lesién medular (22).

2.6.6. Mielomeningocele (Defecto abierto)

Es un defecto de nacimiento donde la columna vertebral y el conducto raquideo no
logran cerrarse completamente como resultado de una deficiencia en la
neurulacion primaria, proceso que comienza inmediatamente después de la
fertilizacion y que afecta el sistema nervioso central, generando incapacidades
permanentes (1,19). El mielomeningocele es el tipo mas comudn de espina bifida,
en la cual los huesos de la columna no se forman completamente, lo que da como
resultado un conducto raquideo incompleto. Esto hace que la médula espinal y las
meninges (los tejidos que recubren la médula espinal) protruyan de la espalda del
nifio, su coloracion es rojiza o amarillenta y esta surcada por vasos finos (1,2,28).
Las complicaciones clinicas mas comunes son la pardlisis, incontinencia urinaria,
pérdida del control vesical e intestinal, problemas cardiacos, 6seos e hidrocefalia
en mas del 80% de los casos, producida por el aumento de la presion del liquido
cefalorraquideo que circula en el cerebro, alrededor de este y de la médula
espinal. Comprende trastornos motores, sensitivos vy troficos, con sus
consiguientes repercusiones ortopédicas. A su vez, los problemas secundarios al
desplazamiento de las raices nerviosas determinan la aparicion frecuente de

trastornos neuroldgicos en estos pacientes (1,27).
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Figura 11. Mielomeningocele: La espina no se fusiona de manera conjunta, permitiendo el
crecimiento de una especie de bolsa hacia fuera de los contenidos espinales, incluyendo el fluido
cerebro espinal, la medula espinal y las lineas nerviosas con meninges y algunas veces piel, que
protruyen por la espalda del nifio, produciéndose en cualquier parte de la columna vertebral (105).

2.6.7. Meningocele

La disrafia espinal Unicamente causa prolapso de las meninges, pero la médula
espinal y sus raices permanecen normosituadas. Su cubierta externa es
normalmente cutanea y el pronéstico es mucho mejor, dado que no se acomparfa

de otras alteraciones neurologicas (1,23).

Figura 12. Meningocele: La espina no se fusiona de manera conjunta, permitiendo el crecimiento
de una especie de bolsa que contiene Unicamente contenidos espinales y fluido cerebro espinal
(105).
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2.6.8. Lipomeningocele

El término se refiere a una masa cubierta por piel, originada en el tejido celular
subcutaneo y que se extiende a la duramadre y al espacio intradural, produciendo
anclaje medular a un nivel inferior y mas dorsal que en condiciones normales.
Dicha tumoracion puede adherir las raices nerviosas dorsales y ventrales. Al
vincularse uUnicamente a anomalias neurologicas locales tiene un prondstico

intermedio entre el mielomeningocele y el meningocele (1,2,10,15).

2.6.9. Mielocistocele

Dilatacion terminal de la médula espinal secundaria a hidromielia (dilatacion del
canal ependimario). Externamente se observa como una tumoracion voluminosa

cubierta por piel (1).

2.7. Epidemiologia

Los DTN se encuentran entre las malformaciones congénitas mas comunes en la
mayoria de las poblaciones y aunque los analisis de los patrones de herencia de
los DTN han revelado la existencia de alguna agregacion familiar, la mayoria de
estos defectos no siguen un patron de herencia mendeliana y tienen un origen de

tipo multifactorial (7).

Se considera que los DTN tienen una de las frecuencias méas elevadas de todas
las malformaciones congénitas. Dichas tasas varian de una poblacion a otra, en
funcion de factores geograficos, genéticos y caracteristicas demograficas y
nutricionales maternas (30,31). La frecuencia de los defectos congénitos se
expresa en términos de prevalencia, hablar de incidencia no tiene razén de ser ya
gue ésta se refiere a la ocurrencia de malformaciones entre la poblacion de

embriones susceptibles (22).

20

-

Ly

=



EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T[;I:«E?FS?JBE§IOD’\EIEIU’ARI\:IHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS DEFECTOS
Como muchos defectos congénitos conducen a la muerte del concebido antes de
ser diagnosticados, resulta imposible conocer la incidencia real de los mismos, por
con siguiente, los nifios malformados que se incluyen en los registros representan
s6lo a aquellos individuos que sobrevivieron con sus anomalias el tiempo
suficiente para ser diagnosticados (28,32). Los DTN estan entre las
malformaciones congénitas mas frecuentes, con una prevalencia de 1:1000 recién
nacidos vivos en la mayoria de las poblaciones, incluyendo la nuestra (12,33). En
Colombia, las malformaciones congénitas son la segunda causa de mortalidad
infantil desde 1994, representando un grave problema de salud publica (20), por lo
gue se han iniciado diferentes investigaciones, tales como el Estudio Colaborativo
Latinoamericano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC), liderado por el
Instituto de Genética de la Pontificia Universidad Javeriana desde el afio 2001, con
el fin de poder entender mejor los mecanismos fisiopatologicos de las
enfermedades, generando nuevas estrategias de prevencién y manejo adecuado
de los pacientes para mejorar su calidad de vida (32). Esta vigilancia concuerda
con el Plan Nacional de Salud Publica, 2007-2010 (Decreto 3039 de 2007), el cual
propone estrategias en la vigilancia y el control de las anomalias congénitas que
tienen un impacto directo en la mortalidad infantil y en la discapacidad de la
poblacion (34,35), mediante el desarrollo de politicas en salud, teniendo como
primer objetivo la atencion de la poblacion infantil de nuestro pais (9). El impacto
de las medidas preventivas sobre la presencia de las anomalias del tubo neural,
es valorado principalmente mediante la implementacion de la prevencion primaria
en la poblacion, con la ingesta de suplementos pre concepcionales con acido
folico y la fortificacion de alimentos de consumo diario y con la prevencion
secundaria mediante la aplicacibn de estrategias de deteccion precoz de la
malformacion.
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2.8. Metabolismo del folato y la homocisteina y su relacion con los
defectos del tubo neural

Las experiencias positivas sobre la prevencion primaria de los DTN con acido
félico, han desplazado el interés de los investigadores hacia el folato y otros
compuestos relacionados con su metabolismo, como la homocisteina y la vitamina
B12. El metabolismo del acido félico y la homaocisteina es esencial para entender
el desarrollo del defecto por lo que los polimorfismos genéticos de las enzimas
involucradas en esta via metabdlica interactian de manera diferente con el
ambiente (20).

2.8.1. Acido Félico

2.8.1.1. Estructura del acido foélico

La molécula de &cido folico se compone de un anillo de pterina unida mediante un
puente de metileno a un &acido p-aminobenzoico. Al extremo carboxilo de la
molécula se pueden unir desde uno hasta siete restos glutamato. En los alimentos
se encuentran los folatos preferiblemente en forma de poliglutamatos, aunque
también estan presentes mezclas de mono y poliglutamatos (36). Usualmente se
usa el nombre “folato” cuando se refiere a la forma natural de la vitamina y “acido

folico” a la forma sintética (37).

2.8.1.2. Metabolismo del Folato

El &cido fdlico se involucra en varios procesos metabodlicos durante la
embriogénesis y a lo largo de la vida, participando en reacciones de transferencia
de un Unico carbono en numerosas via metabdlicas incluyendo la sintesis de

colina, serina, glicina, metionina y acidos nucleicos (38).

En los alimentos, los folatos estan en forma de poliglutamatos, pero las coenzimas

mas abundantes son el N5 metil —-THF, seguido del formal-THF que en la etapa
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postprandial con el pH gastrico (pH 3.5) se degrada (22,39). La presencia del
acido ascorbico enddégeno en el lumen gastrico posibilita la conversion del N5 -
metil —5,6 dihidrofolato en N5 metil —-THF que es mas estable, lo que es crucial
para optimizar la biodisponibilidad del folato en el organismo (22). Por otra parte,
la absorcion del folato tiene lugar en el yeyuno proximal mediante un mecanismo
de transporte activo que es pH-dependiente y saturable, de tal forma que si las
concentraciones intestinales de folato se aumentan, el organismo recurre a

mecanismos de difusion pasiva, a consecuencia del primer mecanismo (22,39).

2.8.1.3. Transporte del folato en el organismo

El paso del folato a las células sucede mediante dos mecanismos (22,40)

1. EIl primer mecanismo es dependiente de una proteina de transporte (RFC
Reduced Folate Carrier), primordial para el transporte de folatos hacia el
interior de las células.

2. El segundo utiliza diferentes isoformas de receptores de folatos (FRs), que se
hallan en liquidos extracelulares, distinguiéndose las formas solubles y las
ligadas a la membrana celular. La fraccion soluble protege a los folatos
reducidos de la oxidacion y es una forma de almacenamiento, en cuanto la
fraccion de membrana acumula el folato en la superficie celular y lo trasporta

dentro de las células (22).
2.8.1.4. Funciones metabdlicas del folato
En los humanos tienen lugar cinco reacciones que son folato-dependientes
(5,15,36,38,40):

1. Conversién de dUMP (acido desoxiuridilico) a dTMP (acido desoxitimidilico),
nucleétido precursor de la base nitrogenada pirimidinica timina. Esta reaccién

es la Unica que genera dihidrofolato in vivo y es vital para la sintesis del &cido
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desoxirribonucleico (ADN), de forma que si no hubiera suficiente folato para

llevarse a cabo, la replicacion del ADN y la mitosis se verian comprometidas.

2. Sintesis de las purinas mediante el aporte de los carbonos (C2 y C8). Los
folatos transfieren los radicales formato del N10 formil —THF para la sintesis
de formilglicinamida ribonucleétido (FGAR) y 5-formilaminoimidazol 4-
carboxamida ribonucledtido (FAICAR), que son precursores de las bases

purinicas.

3. Remetilacion de la Homocisteina (Hcy) para transformarla en metionina con
la vitamina B12 como cofactor. Los errores presentados en esta via
metabolica estan directamente relacionados con la escasez de la metionina

exdgena.

4. Paso de serina a glicina. La serina es probablemente la mayor fuente de

grupos monocarbonados transferidos por los fosfatos.

5. Hidrdlisis de histidina a glutamato, mediante la cual el THF se transforma en

formimino-THF.

6. El folato es uno de los sustratos mas esenciales para el metabolismo celular,
ya que los metilados derivados del folato son donantes de un grupo carbono
para la sintesis de nucleétidos. Otro derivado del &cido fdlico la N5-
metilenetetrahidrofolato (5-MTHF), producida de la 5,10
metilenetetrahidrofolato por la MTHFR, es donante de su grupo metilo para la
sintesis de la Metionina (Met) a partir de Homocisteina (Hcy). Esta reaccion
es catalizada por la Metionina Sintasa (MS), que tiene como cofactor la

Cobalamina (Vitamina B12).

En conclusion, las funciones metabdlicas del folato se relacionan con la sintesis de
acidos nucleicos y en la interconversion de aminoéacidos. El folato aporta los
carbonos necesarios para la produccion de bases purinicas y pirimidinicas,

interviene en el catabolismo de la histidina, la remetilacion de la homocisteina y
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son de importancia para la expresion génica de los DTN por estar involucrados en
procesos de transcripcion y transduccion de genes (36,37,38).

2.8.2. Metabolismo de la homocisteina

La homocisteina es un metabolito azufrado intermedio formado durante la
conversion de metionina a cisteina. La metionina es un aminoacido esencial y
constituye la Unica fuente de Hcy. Se ignora el origen exacto de la Hcy plasmatica,
aungue se cree que proviene de los hepatocitos y de las células en proliferacion.
La enzima es captada por las células y metabolizada, dado que sdlo el 0.05 de la
Hcy producida por las células se elimina a través de la orina (28,41,42).

2.8.2.1. Variabilidad bioldgica de la homocisteina

La concentracion de Hcy aumenta directamente proporcional a la edad,
evidenciandose concentraciones mas aumentadas en los hombres y en las
mujeres postmenopausicas, lo que es atribuido a las diferencias en los niveles
vitaminicos en los diferentes grupos de edad y los distintos sexos por influencia de
hormonas sexuales (41). Con respecto a los diferentes grupos étnicos, se han
encontrado niveles inferiores de tHcy basal en los negros sudafricanos
comparados con blancos de la misma edad y dieta (22,43), también se han
encontrado niveles mas bajos de tHcy para la poblacién asiatica con respecto al

resto de las etnias (44).
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Figura 13. Ruta Bioguimica del metabolismo de la Ho  mocisteina-Metionina.  La Homocisteina
utiliza dos vias para su metabolizacion: la via de la remetilacion (izquierda arriba) y la via de la
transulfuracion (izquierda abajo). Las enzimas y los cofactores subrayados juegan un papel
importante en la regulaciéon de la Homocisteina. Azul: enzimas; Negro: cofactores. SAM: S-
Adenosil metionina; SAH: S-Adenosil Homocisteina.; MTRR: Metionina sintasa reductasa; MTR:
Metionina sintasa; SHMT: Serina hidroximetil transferasa; MTHFR: Metilenetetrahidrofolato
reductasa; CBS: Cistationina B sintasa; BHMT: Betaina hidroximetil transferasa (Figura original de
Garcia, Reggie y Ayala, Paola. Instituto de Genética Humana. Pontificia Universidad Javeriana).

La homocisteina participa en tres reacciones en el organismo (22,45,46):

1. Reacciones de remetilacion en las cuales intervienen la MTR y la betaina
hidroximetiltransferasa o betaina —Hcy metiltransferasa (BHMT), la primera es
ubicua y es la mas importante, mientras que la segunda solo esta presente

en el rifidn y en el higado.

2. Reaccion de transulfuracion irreversibles que se pueden llevar a cabo en su
totalidad en el higado, el pancreas y los rifiones. La transulfuracion es la

Gnica reaccién que puede eliminar la homocisteina.

El aumento de la homocisteina se debe tanto a causas ambientales (nutricionales
y de estilo de vida) como genéticas (mutaciones y polimorfismos presentes en
genes codificantes de las enzimas involucradas en el metabolismo de la

homocisteina). Por tanto, teniendo en cuenta las bases genéticas de los DTN y el
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impacto del consumo preconcepcional de acido folico es posible establecer un

punto en la fisiologia materno fetal (36,46).

2.9. Etiologia

La causa exacta de estas malformaciones aun es desconocida, pero la literatura
revisada sugiere que probablemente tienen un origen multifactorial, con
componentes geneéticos y ambientales (1,2,7,13,19,47,48,49,50,51). Los DTN
constituyen un grupo heterogéneo de anomalias, razon por la cual el impacto de
un factor de riesgo determinado depende de la ubicacién de la malformacién y de

su asociacion a otros defectos (22).

2.9.1. Factores moduladores de la frecuencia de los DTN

Se ha encontrado que los factores ambientales pueden modular la expresion
génica de la enfermedad lo que se correlaciona con las diferentes frecuencias
encontradas en los casos de DTN en diferentes regiones geograficas (18,19). Las
frecuencias de DTN son mayores en los grupos con menor estatus econémico y
educativo, y en territorios en donde la poblacion tiene deficiencias alimentarias
(30). La frecuencia de los DTN se ve modificada con la presencia de factores
moduladores (ingesta de acido félico preconcepcional, exposicion a farmacos anti
folato, presencia en la madre de desordenes que afectan el metabolismo de la
glucosa, diabetes, obesidad, desnutricion, exposicion a altas temperaturas (fiebre)
en las primeros meses del embarazo, uso prenatal de medicamentos
antiepilépticos, estrés materno, ingesta de plomo en el agua potable, ingesta de
drogas, alcohol y exposicién a otros teratdgenos entre otros (5,12,19,31,34,43,45).
Asimismo, se ha sefialado que ciertas exposiciones ambientales y laborales a
diversas sustancias quimicas, como plaguicidas y algunos disolventes (35) y otras
asociaciones entre la edad materna, diarrea, ingesta de tabaco y consanguinidad
pueden aumentar el riesgo para los DTN. Por otra parte, el incremento en el riesgo
de presentar DTN, no ha resultado asociado con ingesta de aspirina, cafeina 6
anticonceptivos orales (19).
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2.9.1.1. Factores ambientales

2.9.1.1.1. Factores étnicos y raciales

En numerosos articulos se ha planteado que la frecuencia de los DTN es mas alta
entre los hispanos, seguidos por los blancos no hispanos, los indios, los
afroamericanos y los asiaticos. En Estados Unidos la frecuencia de los DTN es
muy baja entre la poblacion negra (42). Las diferencias de frecuencia de la
malformacion entre las diversas etnias tanto se atribuyen a un trasfondo genético
propio, como a factores exdgenos tales como la dieta alimenticia, costumbres y
medio ambiente (8,,11,43,45). Para poblaciones caucéasicas hispanicas, la
frecuencia de los DTN es de 0.75 (26,42). En el norte de Irlanda se ha encontrado
una frecuencia entre 6.38 — 10.92, mientras que en otras ciudades de Europa se
han reportado frecuencias de 0.1 — 0.6 y de 1.0 en Estados Unidos (52,53). De
acuerdo a informaciones suministradas por el Centro Internacional de Defectos de
Nacimiento (ICBD) en 1998, México es el pais con la frecuencia mas alta para los
DTN (47,16), mientras que Suiza posee la frecuencia mas baja a nivel mundial
(0.45). Posteriormente, han sido reportadas frecuencias mayores para los DTN en
China, en donde la frecuencia de ocurrencia de la malformacion oscila entre 7.25 —
8.0 por cada 1000 recién nacidos vivos (54). La anencefalia y espina bifida parece
afectar mas a menudo a las mujeres y las tasas de incidencia de la malformacién
es mas baja en la raza negra que en los hispanos, en comparaciéon con los
blancos (26,31,36,42).

2.9.1.1.2. Altitud
Pocos estudios han considerado la altitud como factor asociado a los DTN hasta el
momento e incluyen los datos del ECLAMC entre los afios 1967 y 1995, revelando

un riesgo significativamente inferior para anencefalia y espina bifida por encima de

los 2000 m sobre el nivel del mar. Estos hallazgos pueden estar dados por la
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altitud, pero a su vez, pueden ser debidos a factores de confusion no identificados
(22).

2.9.1.1.3. Variaciones estacionales

Con respecto a la influencia de la estacion sobre la concepciéon de los DTN, en
algunos estudios desarrollados en el tema no se ha podido probar que la variacion
estacional influyera ni sobre la concepcién de nifios con espina bifida ni con
encefalocele (42), mientras que en otros estudios resulta estadisticamente
significativo la asociacion entre la variacion estacional (primavera e inverno) y la
anencefalia (22). A la luz de estos hallazgos se piensa que es posible la existencia
de una variacion estacional de la frecuencia de los DTN en ciertas areas
geogréficas con alta frecuencia de estas anomalias, en donde el cambio de las

condiciones ambientales influenciaria la disponibilidad de ciertos nutrientes (26).

2.9.1.1.4. Embarazos multiples

El mayor riesgo de defectos congénitos entre los embarazos de gemelos no se
restringe Unicamente a los DTN, pero existen numerosos estudios que han
reportado una mayor frecuencia de DTN entre las gestaciones multiples. Por otra
parte, entre las distintas modalidades de DTN, la que se vincula mas

frecuentemente a los embarazos multiples es la anencefalia (22,55).

2.9.1.1.5. Sexo fetal

Recientemente se ha planteado que la anencefalia encontrada en humanos ocurre
mas frecuentemente en mujeres que en hombres. Estos efectos de género
durante el plegamiento de los pliegues neurales pueden estar relacionados con la
presencia de un inactivo y altamente metilado cromosoma X en las células
femeninas (26). Las hipétesis explicativas que se han propuesto son entre otras,

una mayor tasa de abortos espontaneos entre los fetos masculinos afectados y la
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desviacion preferente de los radicales de metilo hacia la metilacion de los
cromosomas. Por otra parte, la existencia de un cromosoma X mucho mas grande
gue el Y seria la causa de un requerimiento mayor de metilos en los embriones
femeninos (51). El predominio femenino es mas notable en la anencefalia,
iniencefalia y en los mielomeningoceles de ubicacion toracica, donde la
distribucion sexual de los DTN depende del area geogréafica considerada, del afio
de nacimiento y la tasa de supervivencia del feto afectado (42,56). Segun algunos
autores la asociacion de los DTN con otras anomalias modifica la ratio sexual de
estos defectos (8), mientras que segun otros, la presencia de otras anomalias no

la hacen variar (22).

2.9.1.1.6. Antecedentes familiares

La herencia de los DTN, tiene un riesgo de recidiva intermedio entre los trastornos
esporadicos y las enfermedades de herencia mendeliana. La teoria multifactorial
de la herencia, plantea que todos los individuos tienen una predisposicion mayor o
menor a contraer una enfermedad determinada, que es visiblemente evidente
cuando dicha predisposicion excede un limite a partir del cual el fenotipo exhibido
es anormal (1,2). Algunas de las caracteristicas mas importantes de la teoria

multifactorial aplicadas a los DTN aislados son (1):

1. Los DTN se agregan en algunas familias, sin embargo no existe un patron

claro de herencia que explique la aparicion de los casos.

2. El riesgo de DTN en parientes de primer grado es mayor, comparado con

un riesgo menor presentado para los parientes de segundo grado.

3. El riesgo de recurrencia de los DTN es mayor si esta afectado méas de un

miembro de la familia.

4. Los DTN tienen una recurrencia heteréloga, es decir, la aparicion de
distintas modalidades de la malformacion en miembros de una misma
familia.
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2.9.1.1.7. Condicién socioecondmica

Las frecuencias de los DTN son mayores en los grupos con menor estatus
econdmico y educativo y en territorios en donde la poblacion tiene deficiencias
alimenticias (19,20,24,34,40,47,50,56,57), por lo que se ha planteado que un
cambio en el suplemento vitaminico de la poblacion puede influir en la
presentacion de la malformacion, convirtiendo el folato en un modulador
importante del riesgo de DTN teniendo en cuenta que su presencia en el
organismo contribuye en procesos importantes como la sintesis de ADN, divisién
celular, crecimiento tisular y en procesos de metilacion indispensables para la
regulacion génica (5,19,33,36,48,58,59).

2.9.1.1.8. Altas temperaturas

La hipertermia es un teratbgeno comprobado mediante estudios que han
reportado un umbral de su efecto en la mayoria de las especies alrededor de 1.5
°C por encima de la temperatura corporal normal. Temperaturas mas altas y de
mayor duracion suelen causar abortos, mientras que las elevaciones de menor
duracién suelen ocasionar anomalias congénitas (22). Los DTN se encuentran
entre las anomalias mas frecuentemente asociadas a la hipertermia (56,57). La
exposicion a fuentes de calor exdgenas como factor de riesgo de DTN es
controvertido, pero a partir de los estudios realizados, es posible afirmar que se
debe evitar la fiebre, saunas y bafos calientes durante el primer trimestre de

embarazo, o como minimo durante las seis primeras semanas de gestacion (22).

2.9.1.1.9. Diabetes

Estudios realizados en modelos murinos de diabetes gestacional, han revelado
gue la diabetes mellitus tipo 1 y 2, se asocia con mayor riesgo de malformaciones
congénitas, dado que el riesgo de concebir un feto malformado es proporcional a

la desviacién de las concentraciones de glucosa en la sangre (28). Los defectos
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mas prevalentes presentes entre los casos de madres diabéticas, afectan el
sistema nervioso central y cardiovascular, por lo que este factor ambiental se ha
considerado como un posible modulador de los DTN (28,56,57) afectando la
expresion de genes involucrados en el control de procesos esenciales en el
desarrollo, tal como es el caso del gen Pax3 que se expresa en las primeras
etapas del desarrollo embrionario en el tubo neural y se puede ver inhibido en su
expresion por el estrés oxidativo inducido por la hiperglucemia materna.
Adicionalmente, se ha planteado que si bien las alteraciones metabdlicas
presentes en la diabetes mellitus tipo 1 y 2 pueden interferir con la embriogénesis,
la insulina quiza no esta involucrada al no producirse en etapas en las cuales el

embrion es sensible (51).

2.9.1.1.10. Peso materno

La relacion entre el peso materno y los DTN no esta muy bien definida, al
encontrarse los hallazgos de las diferentes investigaciones sobre este particular
contrapuestas. Algunos estudios han encontrado asociacion entre el sobrepeso
materno y los DTN (51,56). Por el contrario el bajo peso materno se interpreta
como una consecuencia de portar un hijo con una malformacion y no como una
causa, puesto que el incremento ponderal durante la neurulacion es relativamente

escaso con respecto a la ganancia durante el resto de la gestacion (22).

2.9.1.1.11. Exposicién a agentes quimicos

En referencia a los factores ocupacionales tanto maternos como paternos, los
hallazgos son variados, pero en la mayoria de estudios no se ha podido vincular
de forma concluyente la profesion ni la exposicion a sustancias quimicas (gases,
mercurio, radiaciones ionizantes, pesticidas, desinfectantes, glicol éteres vy
solventes) durante la jornada laboral a la concepcion de casos con DTN (51). El
plomo por su parte se ha considerado como un factor de riesgo de aparicion de
DTN y se ha encontrado un incremento estadisticamente significativo de DTN en
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los individuos expuestos al plomo en comparacién con los individuos control. Por
el contrario, no se ha encontrado correlacion alguna entre las concentraciones de

plomo en el agua corriente y la frecuencia de DTN (51,57).

2.9.1.1.12. Farmacos

La teratogenicidad causada por los agentes antifolato parte de la experiencia
obtenida con el metrotexate y la aminopterina como agentes abortivos, el espectro
de las malformaciones asociadas es amplio e incluye los DTN. Los farmacos
antiepilépticos, fundamentalmente valproico y carbamazepina, causan DTN entre
los CASOS de las gestantes que los toman durante la neurulacion (51,56,57). Se
ha evidenciado que el &cido valproico afecta al punto de cierre 5 (region
lumbosacra) y la neurulaciéon secundaria; la carbamazepina por su parte afecta de
modo preferente a los puntos de cierre 2, 1 y 5, dando lugar a meroacranias y
espinas bifidas (51).

2.9.1.1.13. Ingesta de &cido félico

El folato sérico estd fuertemente correlacionado con su aporte exégeno y la
tendencia hacia el descenso de su concentracion en las madres de los DTN se
atribuye tanto a las dietas pobres en nutrientes como a una mala absorcion de
folatos (2,8,20,36). En la actualidad aun se desconocen muchos de los aspectos
gue modulan la biodisponibilidad de los folatos, pero se piensa que la absorcién se
ve influida por diferentes aspectos relacionados con la preparacion de los
alimentos, diferencias en la unién a la mucosa por parte del folato, presencia de
inhibidores del transporte del folato y captacion tisular selectiva en funcion de la

replecion de las reservas (22,60).

Dado que la biodisponibilidad del folato es baja en el organismo y se requiere la
ingesta de grandes cantidades de alimentos ricos en folatos que muchas veces
son susceptibles a la destruccion por coccién y procesamiento reduciendo el nivel

de folato requerido (0.4 mg/dia) (16,34,31,58), la vitamina se sintetiz6 en forma de
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pteroilmonoglutamato que es la forma méas oxidada y termoestable para ser
utilizada en muchos paises pre concepcionalmente como medida de prevencion
primaria en la fortificacion de alimentos de uso masivo como harinas, pastas, leche

y otros productos de granos enriquecidos con la vitamina (2,16,20,59,61,62,63).

El uso de é&cido folico preconcepcional para la prevencion de los DTN, es una
medida de gran impacto en la salud publica, pues se describe que las mujeres que
consumen suplementos vitaminicos o alimentos fortificados con &acido fdlico
durante este periodo reducen en forma significativa (en un 50% - 70%) el riesgo
de ocurrencia de DTN en sus hijos (2,12,16,20,24,26,30,34,36,47,62,63,64,65,
66) y en los ultimos afios se han realizado numerosos estudios que evidencian el
efecto protector que tiene el consumo materno de &cido folico frente a la apariciéon
de la malformacioén (18,31,36). El mecanismo exacto de este efecto protector aun
no esta muy claro, pero se cree que esta relacionado con las enzimas que
intervienen en el metabolismo del folato y la homocisteina asociadas con la
etiologia de estos defectos (18,28,36,59).

La efectividad de la ingesta suplementaria de folato como prevencion de los DTN y
el alto nivel de homocisteina en sangre de las madres con nifios con DTN,
sugieren que existen genes involucrados en el metabolismo del folato y la
homocisteina que pueden estar asociados con la etiologia de estos defectos
(5,57). Por tal motivo, el riesgo de tener un hijo afectado con DTN, ha sido
asociado con la medicion de los niveles de folato eritrocitario (RBC), como un
mejor indicador de deficiencia del folato comparado con la determinacion del folato
sérico (36,67).

Mas recientemente, mdultiples investigaciones han demostrado la existencia de
efectos secundarios al consumo excesivo de acido folico, asi como un aumento en
la frecuencia de gemelaridad entre las madres, especialmente de tipo dicigético,
posterior a la implementacion de la fortificaciéon de los alimentos con la vitamina
(55).
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En Sur América, la fortificacion alimenticia con acido félico ha sido implementada
en tres de 10 paises, comenzando en Chile (2000), Argentina (2003) y finalmente
en Brasil (2004), comprobandose su efectividad mediante la evidente reduccion en
las frecuencias de la malformacion en la poblacion afios después del implemento
de la fortificacion (63). Otros estudios de evidencia de la eficacia de la dosis de
acido folico han sido desarrollados en otros paises como China, Irlanda, Francia,
Australia, Estados Unidos, Hungria e Italia (16,21,31,34,68,69).

2.9.1.1.14. Ingesta de zinc y otros elementos

El zinc es un nutriente adicional esencial para el crecimiento y desarrollo fetal
adecuado porque facilita la transcripcion de los genes y es necesario para la
division, desarrollo y diferenciacion celular. La inadecuada ingesta de zinc ha sido
asociada con la presencia de DTN en humanos y animales (10,70). A su vez, la
deficiencia de Zinc, Selenio y Cobre ha sido asociada con el riesgo de desarrollar

DTN, asi como concentraciones séricas elevadas de plomo en la madre (70).

2.9.2. Factores genéticos

La prevencion primaria exitosa de los DTN con acido félico, confirmada por
estudios de elevada calidad en el mundo, ha constituido el punto de partida de
numerosas investigaciones sobre el metabolismo del folato y la homocisteina. A
nivel genético se ha propuesto que alteraciones en los genes que codifican para
enzimas que participan en el metabolismo de estos compuestos bioquimicos,
estan involucradas en estas malformaciones (12,18,28,71,72). A su vez, el estudio
de rutas bioquimicas adicionales que intervienen en el desarrollo, los
experimentos en modelos animales y la evidencia posicional, han permitido la

asociacion de numerosos genes candidatos con los DTN (58).

Los genes candidatos que pueden estar involucrados en la formacién y cierre

anormal del tubo neural son principalmente:
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2.9.2.2. Genes involucrados en el metabolismo del f  olato

2.9.2.2.1. Gen del Receptor Alfa del Folato Reducid o (RFa)

Es una proteina de membrana que posee una gran afinidad por la 5-
Metilenetetrahidrofolato (5-Me-THF), por lo que cualquier alteracion del receptor
del folato disminuye su transporte hacia el interior de la célula, alterado la
disponibilidad necesaria para un adecuado desarrollo embrionario. De esta forma,
se plantea que los genes involucrados en el transporte del folato pueden ser
genes candidatos importantes para determinar la susceptibilidad a los DTN
(2,12,26,28,46) Esta teoria esta fuertemente soportada por la presencia en
grandes concentraciones de dicho receptor en la cara materna de la placenta para
favorecer la toma del folato del espacio intervelloso (48). Las variaciones en los
genes que codifican para dichos receptores son muy raras y han sido identificadas
en muy pocos pacientes, pero probablemente estos receptores son esenciales

durante la embriogénesis lo que conlleva a la muerte del feto (7).

2.9.2.2.2. Gen de la Metilenetetrahidrofolato Deshi  drogenasa (MTHFD)

La enzima N5, N10 metilen-THF deshidrogenasa, Ciclohidrolasa y la sintetasa,
catalizan tres reacciones secuenciales que interconvierten entre si a tres
derivados oxidados de THF, que a su vez, son los sustratos para la sintesis de
metionina, timidilato y purinas. El gen MTHFD1 (OMIM 172460), codifica para la
enzima MTHFD, la cual juega un papel importante en el metabolismo del folato por
ser necesaria para la sintesis de las purinas, pirimidinas y para las células en
division rapida, como son las embrionarias encargadas de la formacion y cierre del
tubo neural (12,24,30,38,47,62,64). La mutacion mas frecuente encontrada en
este gen, corresponde a una sustitucion G878A, responsable de una sustituciéon
de una Arginina por una Histidina (R293H) en la proteina MTHFD. En algunas
poblaciones como la italiana e irlandesa, se ha encontrado una sustitucion

G1958A asociado a un mayor riesgo materno de tener un embarazo con un hijo
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afectado con DTN (28,30,52,53,64), pero otros estudios no han logrado encontrar

asociacion de la presencia del polimorfismo con la etiologia de los DTN (9,62,73).

2.9.2.2.3. Gen de la Metilenetetrahidrofolato Reduc tasa (MTHFR)

La MTHFR (OMIM 607093) es una proteina homodimérica de 656 residuos de
aminoacidos con un peso molecular de 650 kD. El gen que codifica para la enzima
esta ubicado en el cromosoma 1p36.3, tiene una longitud de 1980 pares de bases
(pb) y se compone de 11 exones con una longitud que oscila entre 102 y 432 pb e
intrones entre 250 y 1.5 kb, a excepcién de un intron con 4.2 kb (22). La MTHFR
es una de las enzimas reguladoras mas importantes del metabolismo de la
homocisteina (Hcy) y su alteracion tiene un efecto en la concentracion total de
homocisteina plasmatica tHcy (32). La asociacion de la hiperhomocisteinemia con
el riesgo de presentar DTN involucra alteraciones en enzimas tales como la MTR,
BHMT y CBS que degradan la homocisteina (16,32,38,46,59,74). Diferentes
investigaciones muestran una relacion entre la tHcy en el plasma y el bajo peso al
nacer, preclamsia, pérdidas prematuras y recurrentes y DTN en los nifios (4,45).
Sin embargo, no mas del 25% de los casos de DTN prevenibles con acido fdlico
pueden ser explicados por la presencia de estas mutaciones, lo que indica que
existen otras enzimas involucradas en el metabolismo del folato y la homocisteina,
involucradas en este proceso (62). Numerosos estudios han identificado dos
polimorfismos en el gen asociados con los DTN: el C677T y el A1298C
(1,2,20,23,30,32,75). Otros estudios mas recientes, consideran que estos
genotipos pueden estar relacionados con estados aumentados en la metilacion del
ADN (76).

2.9.2.2.3.1. Polimorfismo C677T

El alelo C677T es el resultado de un cambio puntual con la consiguiente
sustitucion de Citosina por Timina. El cambio de nucledtidos ocasiona la
sustitucion del aminoacido Alanina por Valina en la posicion 222 (A222V). La
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variante termolabil (677T) de la MTHFR es conocida como el principal factor de
riesgo para los DTN en algunas poblaciones, ya que reduce la actividad de la
enzima y es asociada con niveles bajos de folato y de homocisteina elevados en
plasma (7,16,23,28,32,33,65,66,77,78). En este caso la enzima se vuelve
termolabil, causando una pérdida de su actividad con el incremento de la
temperatura y esta modificacion hace que pierda su cofactor FAD mas
rapidamente, teniendo una menor estabilidad y reduciendo a su vez, la capacidad
de usar el folato para convertir la homocisteina a metionina y a S-
adenosilmetionina necesaria para el mantenimiento de metilacion de citosina en
DNA y el control de la expresion génica (24,26,56,66,74,78). En individuos
homocigotos con el genotipo TT, se observa una actividad enzimatica del 30%
relacionada con la pérdida de la funcion relacionada con la termolabilidad de la
enzima, mientras que en individuos heterocigotos CT se observa un 60% en la
actividad enzimética comparado con la actividad en los individuos W/T (37).
Adicionalmente, los individuos con dos alelos mutados muestran una distribucion
alterada de folatos en los eritrocitos, con acumulacion de poliglutamatos y

derivados metilados (36).

La reaccion metabdlica de la MTHFR es una etapa indispensable en la biosintesis
del DNA y por ende para la division celular, en la sintesis de la S-adenosil
metionina (SAM), en la remetilacion de la homocisteina en metionina, en la

metilacion del DNA, de las proteinas, neurotransmisores y fosfolipidos (17).

2.9.2.2.3.2. Polimorfismo A1298C

El polimorfismo A1298C, que resulta en la sustitucion de un residuo de Glutamato
por otro de Alanina (E429A). La relacion entre un segundo polimorfismo de la
MTHFR (A1298C) y el riesgo de desarrollar defectos del tubo neural no ha sido
comprobada en algunas poblaciones (23,30,48,79), pero estad siendo objeto de
algunos estudios en otras (13). Por otra parte, se ha observado un efecto en la

combinacion de los polimorfismos (C677T) y (A129C) y el riesgo de desarrollar
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DTN, con una aparente relacion con la disminucion de la actividad de la enzima
MTHFR (23,48,95), especialmente en casos de heterocigosidad doble
(677CT/1298AC) (13,30,80). El polimorfismo C677T esta ubicado en el exdén 4 en
el dominio catalitico N-terminal, mientras que el polimorfismo A1298C en el exon 7
en el dominio regulador C-terminal de la enzima MTHFR, el efecto tan dramatico
en la actividad de la enzima con el primer polimorfismo puede ser a consecuencia
de su localizacion en la region catalitica (23,33). El segundo polimorfismo puede
afectar la regulacién de la enzima, posiblemente por la S-adenosilmetionina,
inhibidor alosterico de la MTHFR, el cual es conocido por unirse a la region C-
terminal de la enzima (56). A diferencia del polimorfismo C677T, la presencia de la
mutacion A1298C en homo o heterocigotos no se asocia con niveles superiores de
tHcy ni tampoco con niveles inferiores de folatos en sangre. Al contrario, se ha
encontrado que la heterocigosidad combinada para ambos alelos, se asocia con
una actividad enzimatica del 50%-60% de los controles, aumento de tHcy y
disminucion de los niveles de folatos (81). Sin embargo, estas repercusiones sobre
la concentracién del folato, tiende a desaparecer con la fortificacion de los
alimentos, lo que posiblemente se traduzca en la minimizacion de la influencia

ambiental sobre el genotipo (28,82).

2.9.2.3. Genes involucrados en el metabolismo de la homocisteina

Se han realizado investigaciones para conocer la relacion de los DTN con la Hey y
el folato y se ha observado que las madres con hijos afectados con DTN
presentan niveles plasmaticos elevados de homocisteina, asi como
concentraciones sanguineas de folato disminuidas (2,31,36,49). En este sentido,
al analizar las posibles alteraciones genéticas y funcionales de las enzimas
implicadas en el metabolismo de la homocisteina, se encuentran alteraciones
genéticas asociadas a una actividad enzimatica que la sefialan como un factor de

riesgo para el desarrollo de DTN (2,3).
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2.9.2.3.1. Gen de la Betaina-Homocisteina metiltran sferasa (BHMT)

Es enzima citésolica dependiente de zinc que cataliza la conversion de la betaina
y homocisteina en dimetilglicina y metionina respectivamente. La BHMT (602888),
tiene sus funciones principales en el higado; el gen esta ubicado en la regién
cromosomal 5q13.1-5q15 y consiste en seis exones que codifican 406

aminoécidos (38).

La BHMT se ha encontrado asociada con el riesgo de desarrollar DTN en algunas
poblaciones, particularmente cuando las madres han recibido suplementacion
preconcepcional con folato. En los adultos, la BHTM tiene funciones
predominantemente en el higado y rifidn, siendo la responsable del 50% de la
metilacion en las células del higado adulto (59,83) y una de las enzimas
involucradas en la regulacién de los niveles de la homocisteina (84). A pesar de
gue la enzima se conoce desde hace 40 afos, los estudios realizados sobre su
funcion son relativamente recientes, se afirma que puede tener relacion en el ciclo
metilo que brinda unidades criticas de 1 -carbono en las reacciones de metilacion
esenciales para la adecuada expresion de los genes y en la transmision materno y
paterno de DNA metilado. Los genes de los factores de crecimiento son
comunmente transmitidos de esta manera y la nutricibn puede alterar estos
patrones de metilacion, por lo que se ha planteado la hipétesis que la metilacion
incorrecta del DNA en el embrién debida a concentraciones anormales de folato 6
la incorrecta expresiéon de los genes del ciclo puede producir un inapropiado
silenciamiento de los factores de crecimiento necesarios para el cierre adecuado
del tubo neural (32,59,84). Existen pocas investigaciones enfocadas en la BHMT,
pero el polimorfismo mas estudiado es el G742A correspondiente a una sustitucion
R239Q en la proteina, se cree que puede generar la disminucion de la actividad de
la enzima en presencia de los DTN, algunos estudios no han logrado encontrar
asociacion de la presencia del polimorfismo con la etiologia de los DTN (83) y

otros plantean un posible factor protector de este marcador genético (85).
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2.9.2.3.2. Gen de la Metionina Sintasa (MTR)

La MTR (OMIM 156570) o N5 — metil THF-Hcy —S-metiltransferasa, es una enzima
citosolica que cataliza la remetilacion de la Hcy a metionina. La actividad de la
metionina sintasa depende de la funcién de la metionina sintasa reductasa, la cual
es la encargada de cambiar la MS a su forma activa. El polimorfismo mas comun
del gen de la MTR es una sustitucion de A2756G, lo cual produce un cambio de
Acido Aspartico por Glicina (D919G) (2,30). El Acido Aspértico esta localizado en
la a Hélix, entre la region de unién a Cobalamina y la region reguladora, region
responsable de la unidon de proteinas, por tanto cualquier perturbacion en la
estructura terciaria de la proteina se ve reflejada en su funcibn. Numerosos
estudios han estudiado la asociacion del polimorfismo A2756G y los DTN, donde
la presencia del alelo G ha demostrado asociacion con el riesgo en la madre de

tener un hijo afectado e incrementa el riesgo de presentar DTN en el nifio (2).

2.9.2.3.3. Gen de la Metionina Sintasa Reductasa (MTRR)

La MTRR (OMIM 602568) es la responsable de la regulacion de la MS por la
reduccion de la metilacion, el gen esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 5,
en la posicion 15.31. Cualquier defecto en la actividad catalitica puede generar
niveles altos de homocisteina y llevar a un riesgo de DTN (38,44). El polimorfismo
mas comun en el gen de la MTRR, es la sustitucion A66G, que conlleva a un
cambio de una Isoleucina por una Metionina en el amino &cido 22 (I122M) (39,86).
Y aunque este polimorfismo no cambia la actividad enzimatica, se ha encontrado
gue la frecuencia de este genotipo A66G es mayor en poblaciones afectadas con
DTN y sus madres (5,38,82). El efecto genetico materno puede contribuir al riesgo
de presentar malformaciones especificas en su descendencia, encontrandose
asociacion de los genotipos maternos para la MTRR con los DTN en algunos
estudios de casos y controles realizados con poblaciones afectada con espina
bifida (82).
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2.9.2.3.4. Gen de la Cistationina 3 Sintasa (CBS)

La CBS (OMIM 613381) es una proteina citoplasmatica que cataliza la sintesis de
la Cistationina a partir de homocisteina y Serina, por lo que el bloqueo en este
proceso, puede dar lugar al incremento de los niveles de homocisteina celular
(38,64,88). El gen se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 21, en la
posicion 22.3 y la mayoria de las mutaciones estudiadas se correlacionan con
homocistinuria y tiene un caracter missense que disminuye la actividad catalitica
de la enzima. Las alteraciones metabdlicas hereditarias relacionadas con el déficit
de CBS, son la causa mas frecuente de homocistinuria en humanos. Se habia
encontrado que la CBS solo se expresaba en higado y en rifion, pero
recientemente se encontré6 que también se expresa durante la embriogénesis
temprana, lo que sugiere que la enzima juega un papel importante en el desarrollo
embrionario. Otros autores plantean que la variante 844ins68 se encuentra

asociada a una mayor actividad enziméatica de la enzima (89).

2.9.2.3.5. Gen de la Serina Hidroximetiltransferasa  (SHMT)
La SHMT (OMIM 182144), cataliza la interconversion entre serina —THF y glicina-

N5, N10 — metilén—THF. Se conocen dos isoformas, la citésolica (SHMT1) y la
mitocondrial (SHMT2). Los genes que codifican ambas isoenzimas se ubican en
los loci 17p11.2 y 12913 respectivamente. Se ha encontrado la mutacion C1240T
de la SHMT1 y la delecién de cuatro pb de la SHMT2 (delTCTT 1721-1724) en la
poblacion holandesa sin poderse establecer asociacion alguna entre los

polimorfismos y el riesgo de padecer un DTN o de tener un hijo afectado (6).

Los DTN también estan asociados a varios anormalidades cromosémicas,
incluyendo el Sindrome de Meckel, trisomias, aneuploidias y otras anormalidades

o deleciones cromosoémicas (30,17,56,58,90).
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Alteracion Cromosémica Defecto del Tubo Neural
Trisomia 21 Espina bifida
Encefalocele
Anencefalia
Trisomia 20 Encefalocele
Anencefalia
Trisomia 18 Espina bifida
Encefalocele
Anencefalia
Trisomia 16 Espina bifida
Trisomia 15 Encefalocele
Trisomia 14 Espina bifida
Encefalocele
Trisomia 13 Espina bifida
Encefalocele
Anencefalia
Trisomia 11 Anencefalia
Trisomia 9 Espina bifida
Anencefalia
Trisomia 8 Espina bifida
Trisomia 7 Encefalocele
Trisomia 5 Encefalocele
Trisomia 2 Espina bifida
Iniencefalia
Encefalocele
Triploidia Espina bifida
Encefalocele
Anencefalia
Monosomia X Espina bifida
Encefalocele
Iniencefalia
Tetraploidia Espina bifida

Tabla 4. Descripcion de las principales anomalias cromosoémicas numéricas asociadas con DTN.

Los DTN estan a su vez asociados a varios sindromes, tales como el sindrome de

Manouvrier, Acrocalloso (ACLS), DiGeorge (DGS), Meckel, Marfan, Currarino,

Jarcho-leviny sindrome de Waardenburg entre otros (51). A su vez, existen otros

factores de riesgo fetal y materno asociados con los DTN, entre los que se

destacan la displasia esquelética, embriopatia diabética, la neurofibromatosis tipo |

(56,79,91).
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2.9.3. Niveles preventivos

La tasa de supervivencia de los DTN ha incrementado con el avance y las nuevas
técnicas quirdrgicas, tales como la cirugia prenatal. Hoy, entendemos que aunque
muchos de estos nifios nacen con significantes deficiencias neurolégicas, muchos
tienen inteligencia normal y la capacidad de disfrutar una vida productiva. A su
vez, los nifios con defectos de espina bifida leves, tiene una alta probabilidad de
movilizarse y pueden caminar solos o con asistencia de aparatos ortopédicos (8).
Desde 1990 se ha evidenciado que es posible modificar la frecuencia de dicha
malformacion mediante la suplementacion con acido folico durante el periodo
preconcepcional con pocos efectos adversos y a su vez, se han incorporado
politicas de fortificacion de alimentos en la mayoria de los paises (16). Por otra
parte, los recientes avances cientificos han dado lugar a un dramético aumento en
las tasas de sobrevida de los pacientes con DTN y dado que la enfermedad es

progresiva se han implementado métodos diagndsticos exitosos.

2.9.3.1. Diagnostico prenatal

Inicialmente en los afios 60’s, los especialistas establecieron el manejo clinico de
los DTN mediante terapias quirtrgicas tempranas en pro de salvar la vida de los
nifios afectados. En 1970 los tratamientos fueron enfocados hacia la reduccion de
la discapacidad y en 1980 se introdujeron estudios prenatales basados en el
andlisis de la alfa feto proteina en suero (MS-AFP) y el uso de la ultrasonografia
para la deteccion prenatal de la malformacién en los fetos afectados (56,57).
Actualmente, la evaluacion inicial del recién nacido afectado es orientada hacia la
pronta identificacion del grado de alteracibn encontrada, para proceder
inmediatamente a la neurocirugia, con el objetivo de preservar la funcion
neurologica mediante el cierre del defecto, previniendo las posibles infecciones y
disminuyendo el riesgo de problemas fisicos y mentales. Adicional a esto, se

realiza una evaluacion cardiaca, gastrointestinal y del sistema genitourinario, ya
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gue embriolégicamente hablando estos sistemas se forman conjuntamente con el

sistema neurolégico malformado (8).

2.9.3.2. Diagnostico bioquimico de los DTN

La AFP es una a-globulina que se sintetiza inicialmente en el saco vitelino, asi
como en el endodermo del tracto gastrointestinal y en el diverticulo hepatico.
Posteriormente a partir de la undécima semana de amenorrea, al sufrir atresia el
saco vitelino, el higado fetal y en menor grado el tracto gastrointestinal, asumen su
produccién (10,22). En el suero fetal, se empieza a detectar a partir de de la sexta
semana de gestacion, relacionandose con el transporte de hormonas esteroideas
y con afinidad preferencial por los &cidos grasos poli insaturados, que constituyen
una fuente energética béasica para las células en crecimiento. Al alcanzar la AFP
en el suero fetal concentraciones en un umbral determinado, se produce el paso
de la proteina al liquido cefalorraquideo (LCR). A partir del segundo trimestre, el
feto elimina la proteina del suero fetal a través de la orina, el meconio y la bilis y al
difundirse la AFP en la circulacion materna, puede ser detectada en el suero
materno para ser utilizada en el diagnostico prenatal de los DTN durante el primer
trimestre. Las concentraciones de AFP en el LCR superan en mas de 100 veces
los valores propios del liqguido amni6tico, por consiguiente la pérdida de la misma a
través de las lesiones abiertas del tubo neural aumenta sus niveles en el fluido
amniético (10,22).

2.9.3.3. Diagnastico Ecogréfico

Mas recientemente, el reto del diagndstico prenatal esta en reducir al maximo la
edad gestacional a la que se pueda detectar la malformacion congénita y con base
en los avances conseguidos en esta area del conocimiento, es posible disminuir
las morbilidades fisicas y psiquicas para la madre en caso de la interrupcion
temprana del embarazo. La sensibilidad de la ecografia del segundo trimestre, es

mas variable de lo que se desea, puesto que los indices de deteccion han sido
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significativamente inferiores en los estudios multicéntricos y en las gestantes de
bajo riesgo. La utilizacion de los signos ecogréficos indirectos, craneales y
cerebelosos, han facilitado la deteccion de la malformacion, con una sensibilidad
ecografica mayor en las gestantes de alto riesgo (19). El analisis de la
translucencia intracraneal entre la 11 y la 13 semana es usado para determinar la
edad gestacional y el diagnostico de numerosas anormalidades tales como
anencefalia, sin embargo en el caso de la espina bifida esta es usualmente no

detectada mediante el escan (22).

2.9.3.4. Cirugia Intrauterina

Las experiencias sobre cirugia intrauterina del mielomeningocele, han facilitado la
introduccion de la resonancia magnética nuclear para obtener informacién mas
precisa sobre la ubicacion de la lesién. De hecho, el nivel de la lesion puede ser
de ayuda a la hora de decidir la mejor opcidn terapéutica (aborto eugenésico,
cirugias fetales o postnatales). La principal ventaja de la resonancia es la
obtencion de imagenes de gran calidad, incluso sin sedaciéon fetal, aunque
también es una técnica susceptible de brindar resultados falsos positivos en
algunos casos. De esta manera, es posible reparar in Utero anomalias fetales con
mejores perspectivas para el recién nacido que con la cirugia postnatal (8). Mas
sin embrago, algunos estudios han encontrado que la cirugia prenatal aumenta en

algunos el riesgo de efectos secundarios en la madre (27).

2.9.3.5. Asesoria genética y manejo clinico

Se estima que el riesgo de tener un hijo afectado con estos defectos es de 0.1% a
0.2%, y el riesgo de tener un segundo o tercer hijo afectado se incrementa de un
2% a 5%, y de un 10% a 15% respectivamente (2). Dada la naturaleza
multifactorial de los DTN, en un 95% de los individuos afectados no se encuentran
antecedentes personales ni familiares, aunque los hijos o hermanos de estos

pacientes tienen un mayor riesgo que el resto de la poblacion de presentar dicha
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afeccion (30,77). Incluso a las mujeres que han tenido un hijo con espina bifida se
les aconseja tomar una dosis aun mayor de acido folico (0.4 mg) por dia, ya que el
riesgo de recurrencia para esta enfermedad multifactorial se incrementa 10 veces
después del nacimiento del primer producto afectado, 20 veces después de la
gestacion de dos productos afectados y hasta 40 veces después de la gestacion
de 3 productos malformados (6,92). Adicional a esto, se estima que el riesgo de
espina bifida podria ser especialmente elevado en las madres con genotipos
homocigotos para las mutaciones de los genes que regulan el metabolismo del
folato (2,40).

2.9.4. Impacto de las medidas preventivas en la fre  cuencia de las anomalias
del tubo neural

Los cambios en la frecuencia de los DTN valoran principalmente la repercusion de
la prevalencia primaria, aunque estas cifras también se hallan influidas de forma
menos intensa por las estrategias de deteccion precoz. Por otra parte, la evolucion
de la prevalencia al nacimiento se ve influida de manera significativa sobre todo
por la prevencion secundaria. Actualmente las medidas de prevencion primaria
mas destacadas son la ingesta de suplementos vitaminicos y la fortificacion con
acido félico, que han surgido efectos positivos de reduccion en la frecuencia de la

malformacion en paises como Estados Unidos y Canada (22).

La primera herramienta para controlar estas patologias es la vigilancia estricta con
un seguimiento epidemiologico adecuado, que nos permita tomar decisiones
coherentes y soélidamente fundamentadas. La Pontificia Universidad Javeriana ha
liderado desde el 2001 un proceso que iniciaron otros grupos y personas en la
década de los ochenta, y ha vinculado varios hospitales de Bogota, Manizales,
Ubaté y Cali y, desde hace tres afios, con el apoyo decidido de la Secretaria
Distrital de Salud de Bogota, mas de 38 hospitales donde se atienden cerca del
95% de los partos que se presentan en la capital de Colombia. Este sistema de
vigilancia epidemioldgica, basado en un modelo de desarrollo compartido con el

Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC)
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(30), se ha establecido como un instrumento indispensable para el control de las
malformaciones congénitas y el desarrollo de las estrategias que permitan

prevenirlas (32).

La prevencion tiene un impacto directo en la mortalidad infantii y en la
discapacidad de la poblacion. Entre las practicas de prevencion primaria se erigen
como pilares el mejoramiento de la nutricion de las mujeres en edad fértil, con
acciones tan especificas como el suplemento y la fortificacion con acido félico de
los alimentos de consumo masivo, estrategia que no tiene discusion en la literatura
mundial pero que seguimos en mora de implementarla adecuadamente en nuestro

pais.

2.9.5. Costos de manejo de los DTN

La estimacion de los costos de manejo de las enfermedades tiene como objetivo la
asignacion de los recursos y la evaluacion de las estrategias preventivas. Las
anomalias congénitas se pueden dividir segun su patron de consumo de recursos
en corregibles e invalidantes. En las primeras, existen tratamientos de manejo
clinico que permiten una supervivencia normal sin secuelas, por lo tanto, los
costos son muy elevados durante los primeros afios pero se normalizan con el
paso del tiempo. Los defectos invalidantes soélo disponen de tratamientos
paliativos (cirugias, rehabilitacion, terapias, etc) y en consecuencia, consumen

gran cantidad de recursos (22)

Con respecto al costo beneficio de la prevencion de los DTN, en un estudio
realizado en 1992, se estimo el costo del manejo de un paciente con espina bifida
en $300.000 ddlares, un costo bastante elevado si se compara con el costo de la
pastilla de acido félico que se debe ingerir en la cantidad diaria recomendada
antes y durante el embarazo para la reduccién en la ocurrencia de la enfermedad
(33). Los datos encontrados en la literatura sobre la repercusion economica del
mielomeningocele proceden de un estudio multicéntrico espafiol con 1500

pacientes entre 1986 y 1988, calculandose el coste global de la hospitalizacion
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durante los 15 afios anteriores y del modelo econémico de Waitzman, el cual
brinda una aproximacion mas global, al considerar también otros costos no
médicos (limitaciones laborales y disminucion de la productividad), pero excluye

los costos personales y sociales (22).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar la asociacion de los polimorfismos de los genes que codifican para las
enzimas MTHFR, CBS y MTRR con el riesgo de DTN.

3.2. Objetivos Especificos

1. Realizar un estudio de casos y controles para el andlisis de los polimorfismos

asociados con los DTN.

2. Estimar la frecuencia de los diferentes polimorfismos en los casos con DTN y

compararlas con la frecuencia observada en los controles sanos.

3. Evaluar la asociaciéon de los polimorfismos entre la poblacién control y el riesgo

de presentar DTN en los casos utilizados en el estudio.

4. FORMULACION DE HIPOTESIS

Ho= No existe asociacion entre los polimorfismos genéticos y la presencia
de los DTN.

Ha= Existe asociacion entre los polimorfismos genéticos y la presencia de
los DTN.
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5. METODOLOGIA

5.1. Poblacién de estudio

Se realizé un estudio de casos y controles para el analisis de la asociacion de los
polimorfismos anteriormente mencionados con los DTN. Se utilizaron muestras del
Biobanco del Laboratorio de Diagnostico Molecular del Instituto de Genética
Humana de la Pontificia Universidad Javeriana, compuesto por 19 muestras de
nifos afectados, 19 madres correspondiente a los productos afectados con DTN y
70 madres de nifios con DTN fallecidos en edad temprana, los cuales fueron
valorados clinicamente en la Fundacion Monica Uribe por Amor en la ciudad de
Medellin - Colombia durante el afio 2009. Adicionalmente, se recolectaron 16
muestras de casos con DTN y sus correspondientes madres, valorados
clinicamente en el Hospital Universitario San Ignacio de la Pontificia Universidad
Javeriana - Bogota, mediante el desarrollo del ECLAMC (Estudio Colaborativo
Latinoamericano de Malformaciones Congénitas) Colombia en el afio 2010 y 15
nuevas muestras de nifios afectados con sus correspondientes madres valorados
clinicamente en la Fundacion Monica Uribe por Amor en la ciudad de Medellin -
Colombia durante el afio 2010; lo que nos permitié alcanzar el tamafio de muestra
ideal estimado (OR: 4.5) (93), para completar el nimero total de nifios afectados
con DTN (n= 50) y sus correspondientes madres (n=50). Se incluyd un grupo
control para las madres con hijos con DTN en una relacion 1:2 (n=200), para lo
cual, se seleccionaron mujeres que asistieron con trabajo de parto al Hospital
Universitario San Ignacio (HUSI), que no presentaron complicaciones y para cada
caso control (n=50), se selecciondé el nifio nacido de la madre control sin
antecedentes de malformaciones congénitas aparentes al nacimiento posterior a la

valoracion médica realizada por el médico genetista, en una relacion 1:2 (n=100).
5.1.1. Criterios de seleccion de las muestras
5.1.1.1. Criterios de Inclusion
5.1.1.1.1. Criterios de inclusion (Madres de Casos  con DTN)
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1. Madres de nifio(s) afectado(s) por DTN.
2. Cualquier paridad.
3. Cualquier estrato socio-econdémico.

5.1.1.1.2. Criterios de inclusion (Madres Controle  s)

1. Madres de nifio(s) no afectado(s) por DTN
2. Cualquier paridad
3. Cualquier estrato socio-econémico

4. Cualquier nivel de escolaridad.

5.1.1.2. Criterios de exclusiéon

5.1.1.2.1. Criterios de exclusion (Casos -Madres d e Casos con DTN)

1. Madre o hijo afectado por sindrome polimarformativo

2. Madre expuesta a teratdgenos (anticonvulsivantes, drogas, alcohol, herbicidas,
inhibidores de la MTHFR).

3. Madre con sindrome metabdlico: obesidad, diabetes.

4. Sindrome de mala absorcion.

5.1.1.2.2. Criterios de exclusién (Controles)
1. Antecedente personal de DTN (v.g: Espina Bifida Oculta)
2. Antecedente familiar de DTN

3. Antecedente de embarazo afectado por DTN (incluidos abortos o interrupciones
del embarazo por DTN)

4. Madre o hijo afectado por sindrome polimarformativo.

5.1.2. Variables
5.1.2.1. Variables independientes cualitativas

» Polimorfismo C677T del gen MTHFR.
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* Polimorfismo A1298C del gen MTHFR.
* Polimorfismo 844ins68pb del gen CBS.
* Polimorfismo C699T del gen CBS.

* Polimorfismo A66G del gen MTRR.

5.2. Obtencion y recoleccién de las muestras

Se realiz6 extraccion de sangre total con EDTA a las madres de nifios afectados
con DTN y a las madres de los nifios sanos utilizados como controles en el
estudio. La toma de muestra de los niflos sanos utilizados como controles, fue
realizada a partir de la gota de sangre impregnada en papel de filtro, utilizada para
el tamizaje neonatal del recién nacido. Los formatos de consentimiento informado
y procedimientos éticos fueron obtenidos en todas las muestras recolectadas y
utilizadas en el estudio (Anexo No 1). Para la recoleccion de muestras de los
controles, se diligenciaron consentimientos informados especificos para la toma de
muestra de sangre total de la madre en tubo con EDTA, y de papel de filtro para el
hijo recién nacido sano, previa autorizacion del personal encargado del
Departamento de Ginecoobstetricia y Laboratorio Clinico del Hospital Universitario
San Ignacio (HUSI) (Anexo No 2).

5.3. Extraccion de ADN a partir de muestras de sang re total con EDTA
La extraccion de ADN a partir de muestras de 3 mL de sangre total con EDTA
obtenida de las madres de casos y madres controles participantes en el estudio,

fue realizada utilizando el Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, W1, EE.UU.). (Anexo No 3)
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5.4. Extraccion de ADN a partir de gotas de sangre  impregnadas en papel
de filtro

La extraccion de ADN a partir de muestras de sangre impregnadas en papel de
filtro obtenidas de los Controles participantes en el estudio, fue realizada siguiendo

el protocolo referenciado (103) (Anexo No 4).

5.5. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN obtenido se realizé6 mediante espectrofotometria, en el
equipo Gene Quant, utilizando una alicuota de 5 puL de cada muestra de ADN
diluida en agua estéril hasta completar un volumen final de 100 pL. La lectura fue
realizada a una absorbancia de 260 nm (A260) y 280 nm (A280), con el fin de
calcular la concentracion de ADN obtenida en cada muestra, teniendo en cuenta
la constante ADN (ng/pL) = 50 x DO260 y su pureza con respecto a los
remanentes de proteina presentes, teniendo como parametro la relacion 260/280
Optima de 1.8 - 2.0. Se realiz6 una diluciéon posterior a las muestra hasta 44ng/pL,
para su posterior amplificacion y genotipificacion de los polimorfismos mediante la
técnica PCR— RFLPs.

5.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método enzimatico de una
secuencia determinada de ADN, que utiliza cebadores (primers), que son
secuencias cortas de nucleétidos sintéticos (de 15 a 30 bases) que se hibridan de
forma especifica con cada una de las dos cadenas complementarias de ADN de la

muestra, en las zonas en que flanquea la secuencia de interés.

Para la amplificacion de los fragmentos de ADN correspondientes a los
polimorfismos incluidos en el estudio (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, CBS
844ins68pb, CBS C699T y MTRR A66G), se realizo la estandarizacion de la

técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, utilizando herramientas
53

#
il



EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS DEFECTOS ~
DEL TUBO NEURAL -
s

W

bioinformaticas para el disefio de primers adecuados y especificos para cada uno
de los fragmentos en estudio (106), que se presentan en la tabla 5. La reaccion de
amplificacion, se llevo cabo con un volumen final entre 20 y 25 ul en cada tubo en
el termociclador C1000 de BioRad®, programado para 35 ciclos de
desnaturalizacion, anillamiento y elongacién, teniendo en cuenta los diferentes

protocolos estandarizados para cada uno de los polimorfismos (Anexo No 5).

Gen SNPs Exén | Tipo de Secuencia Primer (5° —»8") Tamafio
Primer del
fragmento
MTHFR | C677T 4 Sense 5" TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3Z’ 198
Antisense | 5 AGGACGGTGCGGTGAGAGS
MTHFR | A1298C 7 Sense 5 ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC3 241
Antisense | 5GTCTCCCAACTTACCCTTCTCCC3
CBS C699T 6 Sense 5"CAGCAACCCCCTGGCTCACT3 289
Antisense | 5CAGCCATGCCCTGTGTTTGCTATTI
CBS Ins68pb 8 Sense 5"CCGCAGGGTGGTCTGTCTGGACTG3’ 805
Antisense | 5 AGCCCCACTGAGCATCCGTGTGACT
MTRR A66G 1 Sense 5’AGCAGGGACATGCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT3 105
Antisense | 5’CTCTAACCTTATCGGATACACTAATAZ’

Tabla 5. Descripcion de las principales caracteristicas de los primers utilizados en la PCR.

5.7. Visualizacion de productos amplificados median te electroforesis en

gel de agarosa

Para la deteccion del producto amplificado se sembraron 7pl del producto de cada
reaccion de amplificacién en una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefido
con bromuro de etidium y visualizados mediante luz UV. Se realizo la validacion de
los pesos moleculares de las bandas de los fragmentos amplificados frente al
patrén y se guardaron en congelacion (-20C) hasta su posterior analisis mediante
RFLPs.

5.8. Digestion Enzimatica de productos amplificados (RFLPSs)

Los productos amplificados de ADN, se digirieron adicionando enzimas de

restriccion adecuadas (Taq I, MbO II, Nspl, Rsal), para los polimorfismos C677T y
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el A1298C de la Metilenetetrahidrofolato Reductasa (MTHFR), 844ins68 y C699T
de la Cistationina Beta Sintasa (CBS) y A66G de la Metionina Sintasa Reductasa
(MTRR) respectivamente, teniendo en cuenta los protocolos validados en el
laboratorio (Anexo No 6) . Posterior a la digestion de los fragmentos amplificados,
se obtuvieron los siguientes patrones de digestion que fueron analizados de
acuerdo al peso molecular en geles de poliacrilamida al 12% mediante el revelado
con bromuro de etidium y la visualizacion con luz UV, permitiendo la
correspondiente genotipificacion de los individuos:

1. Mapa de restriccibon Fragmento Amplificado Polimo rfismo C677T

MTHFR
Homocigoto para el WT (CC)
198 pb
Heterocigoto para la mutacion (CT)
198 pb 173 pb
Homocigoto para el gen mutado (TT)
173 pb 25 pb

2. Mapa de restriccibon Fragmento Amplificado Polimo rfismo A1298C

MTHFR
Homocigoto para el WT (AA)
204 pb 37pb
Heterocigoto para la mutacién (AC)
241 pb 204 pb 37pb

Homocigoto para el gen mutado (CC)

241pb
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3. Mapa de restriccion Fragmento Amplificado Polimo rfismo 844ins68 pb

CBS
Homocigoto para el WT (WT/WT)
805
Heterocigoto para la mutacion (WT/INS)
873 pb 805 pb
Homocigoto para el gen mutado (INS/INS)
873pb

4. Mapa de restriccion Fragmento Amplificado Polimo rfismo C699T CBS

Homocigoto para el WT (CC)

177 pb 92 pb 20pb
Heterocigoto para la mutacion (CT)
177 pb 112 pb 92 pb
Homocigoto para el gen mutado (TT)
177pb 112 pb

5. Mapa de restriccion Fragmento Amplificado Polimo rfismo A66G MTRR

Homocigoto para el WT (AA)

97pb 8 pb
Heterocigoto para la mutacion (AG)
74pb 23pb 8pb
Homocigoto para el gen mutado (GG)
97pb 23pb 8pb

5.9. Manejo Estadistico de los datos

Se realizo el calculo de las frecuencias fenotipicas y alélicas en la poblacion
mediante conteo directo. Las diferencias entre las frecuencias alélicas y
genotipicas fueron evaluadas mediante andlisis de x2 y verificadas con el
programa Genepop version 4.0.1.0 (109); la determinacion de la asociacion se
evalud calculando el OR (IC 95%) mediante el uso del programa estadistico Epidat

versioén 3.1.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion de la poblacion

En el estudio de casos y controles fueron incluidos un total de 50 casos con sus
respectivas madres y adicionalmente 70 madres de nifios con DTN sin CASOS. 34
Individuos de los casos fueron recolectados de la Fundacion Moénica Uribe por
Amor de la ciudad de Medellin — Colombia y los 16 restantes fueron recolectados
en el Hospital Universitario San Ignacio de la Pontificia Universidad Javeriana, con
el apoyo del proyecto de Vigilancia de Malformaciones Congénitas liderado por el
Instituto de Genética de la Universidad y el grupo de residentes de la
Especializacion en Genética Médica. En el grupo control se incluyeron 100 nifios
sanos con sus respectivas madres, para un total de 200 muestras, que fueron
tomadas posteriores al trabajo de parto atendido en Hospital Universitario San

Ignacio de la Pontificia Universidad Javeriana y a la valoracion médica.

No es posible realizar un analisis mas descriptivo de la poblacion en estudio por
cuanto no se cuenta con la informacion correspondiente a la edad materna, estrato
socioecondmico 0 tipo de malformacion para todos los casos, especialmente para
las muestras correspondientes al banco de ADN proveniente de la Fundacion
Ménica Uribe por Amor, porque los formatos de consentimiento informado no

incluyen la informacion demografica de los pacientes.

6.2. Distribucion Alélica y Genotipica de la poblac  i6n

A continuacion se muestras los patrones de digestion obtenidos para cada uno de
los polimorfismos en estudio, que permitieron realizar la genotipificacion de la
poblacion.
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6.2.1. Resultados de los RFLPs

6.2.1.1. MTHFR C677T

u

i

-
=

Figura 14. Distribucion genotipica del polimorfismo MTHFR C677T. Fotografia del gel de
poliacrilamida al 12%, patron de digestion del producto amplificado con la enzima Tagl. 1:
Marcador de Peso Molecular. 2,3: Homocigoto para el gen wt. 4: Heterocigoto. 5: Homocigoto
para el gen mutado.

6.2.1.2. MTHFR A1298C
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Figura 15. Distribucion genotipica del polimorfismo MTHFR A1298C. Fotografia del gel de
poliacrilamida al 12%, patron de digestion del producto amplificado con la enzima MbOII.
Izquierda — 1,3,4: Homocigoto para el gen wt. 2: Heterocigoto. 5: Marcador de Peso Molecular.
Derecha —1,3: Homocigoto para el gen mutado. 2,4: Homocigoto para el gen wt.

6.2.1.3. CBS 844ins68
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Figura 16. Distribucion genotipica del polimorfismo CBS 844ins68. Fotografia del gel de agarosa
al 2%, patrén de amplificacién. - 1: Marcador de Peso Molecular. 2,3,5: Homocigoto para el gen

normal. 4,6: Heterocigoto.
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6.2.1.4. CBS C699T
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Figura 17. Distribucion genotipica del polimorfismo CBS C699T. Fotografia del gel de
poliacrilamida 12%, patron de digestion del producto amplificado con la enzima Rsal. - 1,3:
Homocigoto para el gen wt. 2: Heterocigoto. 4: Marcador de Peso Molecular.

6.2.1.5. MTRR A66G
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Figura 18. Distribucion genotipica del polimorfismo MTRR A66G Fotografia del gel de
poliacrilamida 12%, patron de digestion del producto amplificado con la enzima Nsp/ . - 1,3,4,7:
Heterocigoto. 2: Homocigoto para el gen mutado. 5: Marcador de Peso Molecular. 6: Homocigoto
para el gen wt.
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6.2.2. Distribucion de frecuencias alélicas y genot  ipicas

A continuacion se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas para cada uno

de los polimorfismos analizados para los grupos de estudio.

6.2.2.1. MTHFR C677T

En la mayoria de los grupos de estudio, se observan frecuencias mayores
para el alelo normal. Las frecuencias observadas son 50% para los casos,
63% para sus madres y 73% para las madres de casos no incluidos en el
estudio. Las frecuencias alélicas (alelo C) observadas en los controles son
67% para los casos y 73% para sus respectivas madres. Para el alelo mutado
(alelo T) se observa la misma frecuencia que para el alelo C en los casos con
un 50% y frecuencias menores de 37% para las madres de los casos, 27%
para las madres de casos no incluido en el estudio, 34% para los controles
casos y 27% para sus madres. Las frecuencias observadas para el genotipo
677CC fueron 6/50 (12%) en los casos, 18/50 (36%) en las madres de los
casos, 36/70 (51%) en las madres de casos no incluidos en el estudio,
24/100 (24%) y 48/100 (48%) en los casos y sus madres respectivamente.
Para el genotipo mutado 677TT las frecuencias observadas fueron 6/50
(12%) en los casos, 5/50 (10%) en las madres de los casos, 4/70 (6%) en las
madres de casos no incluidos en el estudio, 9/100 (9%) y 2/100 (2%) en los
casos Yy sus madres respectivamente. En el grupo de casos DNT se observa
una mayor frecuencia de heterocigosidad (76%), en todos los grupos de
estudio, exceptuado en las madres de casos con casos no incluidos en el

estudio (43%) se observa una mayor frecuencia del genotipo heterocigoto.
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‘ C677T MTHFR

DISTRIBUCION DE ALELOS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos Madres de Casos Controles Madres
ALELOS CASOS DTN DTN DTN Controles TOTAL
C 50 63 102 133 146 494
T 50 37 38 67 54 246
TOTAL 100 100 140 200 200 740
Tabla 6. Distribucién de alelos polimorfismo C677T MTHFR en los grupos de estudio.
FRECUENCIAS ALELICAS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos Madres de Controles Madres
ALELOS CASOS DTN DTN Casos DTN Controles
c 0,50 0,63 0,73 0,67 0,73
T 0,50 0,37 0,27 0,33 0,27
TOTAL 1 1 1 1 1
Tabla 7. Distribucién de frecuencias alélicas C677T MTHFR en los grupos de estudio.
C677T MTHFR DISTRIBUCION DE GENOTIPOS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos | Madres de Casos Controles Madres
GENOTIPOS CASOS DTN DTN DTN Controles TOTAL
cc 6 18 36 24 48 132
cT 38 27 30 67 50 212
T 6 5 4 9 2 26
TOTAL 50 50 70 100 100 370

Tabla 8. Distribucién de genotipos polimorfismo C677T MTHFR en los grupos de estudio.
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‘ FRECUENCIAS GENOTIPICAS

CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
CENOTIPOS CASOS DTN Madt::;asos Madr;:NCasos Controles cl:)ll:t(::::s
cc 0,12 0,36 0,51 0,24 0,48
CcT 0,76 0,54 0,43 0,67 0,50
T 0,12 0,10 0,06 0,09 0,02
TOTAL 1 1 1 1 1
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Tabla 9. Distribucién de frecuencias genotipicas C677T MTHFR en los grupos de estudio.

6.2.2.2. MTHFR A1298C

En todos los grupos de estudio, se observan frecuencias mayores para el
alelo normal (alelo A), con frecuencias de 63% para los casos, 73% para sus
madres y 56% para las madres de casos no incluidos en el estudio; las
frecuencias alélicas de los controles son 70% para los casos y 72% para sus
respectivas madres. Para el alelo mutado (alelo C) se observan frecuencias
menores en los casos con un 37%, 27% para las madres de los casos, 44%
en las madres de casos no incluido en el estudio, 30% para los controles
casos y 29% para las madres de los controles. Las frecuencias observadas
para el genotipo 1298AA fueron 16/50 (32%) en los casos, 24/50 (48%) en
las madres de los casos, 12/70 (17%) en las madres de casos no incluidos en
el estudio, 40/100 (40%) y 45/100 (48%) en los controles y sus madres
genotipo mutado 1298CC

observadas fueron 3/50 (6%) en los casos, 1/50 (2%) en las madres de los

respectivamente. Para el las frecuencias
casos, 4/70 (6%) en las madres de casos no incluidos en el estudio, 2/100
(2%) y 2/100 (2%) para el grupo control. En todos los grupos de estudio, se

observa una mayor frecuencia del genotipo heterocigoto.
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DISTRIBUCION DE ALELOS

‘ A1298C MTHFR
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos | Madres de Casos | Controles Madres

ALELOS CASOS DTN DTN DTN Controles TOTAL
A 63 73 78 140 143 497
c 37 27 62 60 57 243
TOTAL 100 100 140 200 200 740

Tabla 10. Distribucion de alelos polimorfismo A1298C MTHFR en los grupos de estudio.

FRECUENCIAS ALELICAS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos | Madres de Casos Controles Madres

ALELOS CASOS DTN DTN DTN Controles
A 0,63 0,73 0,56 0,70 0,72

C 0,37 0,27 0,44 0,30 0,29

TOTAL 1 1 1 1 1

Tabla 11. Distribucién de frecuencias alélicas A1298C MTHFR en los grupos de estudio.

DISTRIBUCION DE GENOTIPOS

A1298C MTHFR
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS

CASOS DTN Madres Casos Madres de Controles Madres TOTAL
GENOTIPOS DTN Casos DTN Controles
AA 16 24 12 40 45 137
AC 31 25 54 58 53 221
CcC 3 1 4 2 2 12
TOTAL 50 50 70 100 100 370

Tabla 12. Distribucion de genotipos polimorfismo A1298C MTHFR en los grupos de estudio.
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CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS

AA 0,32 0,48 0,17 0,40 0,45

AC 0,62 0,50 0,77 0,58 0,53

cc 0,06 0,02 0,06 0,02 0,02

TOTAL 1 1 1 1 1

Tabla 13. Distribucion de frecuencias genotipicas A1298C MTHFR en los grupos de estudio.

6.2.2.3. CBS 844ins68

En todos los grupos de estudio, se observan frecuencias mayores para el
alelo normal (WT), con frecuencias de 92% para los casos, 97% para sus
madres, 94% para las madres de casos no incluidos en el estudio y 93% para
las madres controles. Para el grupo de controles no fue posible la
determinacion alélica ni genotipica, al obtenerse bajas concentraciones de
ADN a partir de la extraccion de papel de filtro, por tanto, no se obtienen
datos de las frecuencias observadas para este grupo de estudio. Para el alelo
mutado (INS) se observan frecuencias menores de 8% en los casos, 3% en
las madres de los casos, 6% en las madres de casos no incluido en el estudio
y 7% en las madres de los controles. Las frecuencias observadas para el
genotipo normal WT/WT fueron 20/50 (83%) en los casos, 47/50 (94%) en las
madres de los casos, 61/70 (87%) en las madres de casos no incluidos en el
estudio y 106/122 (87%) en las madres de controles. Para el genotipo
heterocigoto WT/INS las frecuencias observadas fueron 4/50 (17%) en los
casos, 3/50 (6%) en las madres de los casos, 9/70 (13%) en las madres de

casos no incluidos en el estudio y16/122 (13%) en las madres de controles.
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No se observd presencia de homocigotos para el polimorfismo en la
poblacion.

‘ 844INS68 CBS  DISTRIBUCION DE ALELOS ‘

CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
CASOS Madres Casos Madres de Controles Madres TOTAL
ALELOS DTN DTN Casos DTN Controles
WT 44 97 131 - 228 500
INS 4 3 9 - 16 32
TOTAL 48 100 140 0 244 532

Tabla 14. Distribucion de alelos polimorfismo 844ins68 CBS en los grupos de estudio. (*No se

obtienen datos para el grupo de controles).

FRECUENCIAS ALELICAS ‘

CASOS DTN CONTROLES

DIADAS DIADAS
WT 0,92 0,97 0,94 - 0,93
INS 0,08 0,03 0,06 - 0,07
TOTAL 1 1 1 0 1

Tabla 15. Distribucion de frecuencias alélicas 844ins68 CBS en los grupos de estudio..

844INS68 CBS DISTRIBUCION DE GENOTIPOS

CASOS DTN CONTROLES

DIADAS DIADAS
ENOTIPOS CASOS DTN Madge;l\fasos Madre[s)-lc_i; Casos | Controles cl:)/l:tc::)elzs TOTAL
WT/WT 20 47 61 - 106 234
WT/INS 4 3 9 - 16 32
INS/INS 0 0 0 - 0 0
TOTAL 24 50 70 0 122 266

Tabla 16. Distribucion de genotipos polimorfismo 844ins68 CBS en los grupos de estudio
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W \Je

CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
CASOS DTN | Madres Casos DTN Madres de Controles Madres
Casos DTN Controles

WT/WT 0,83 0,94 0,87 - 0,87
WT/INS 0,17 0,06 0,13 - 0,13
INS/INS 0,00 0,00 0,00 - 0,00
TOTAL 1 1 1 0 1

Tabla 17. Distribucion de frecuencias genotipicas 844ins68 CBS en los grupos de estudio.

6.2.2.4. CBS C699T

En todos los grupos de estudio, se observan frecuencias significativamente
mayores para el alelo normal (alelo C), de 79% para los casos, 81% para sus
madres, 80% para las madres de casos no incluidos en el estudio y de 75%
para los casosy 80% para sus respectivas madres. Para el alelo mutado
(alelo T) se observan frecuencias menores de 21% para los casos, 19% para
las madres de los casos, 20% para las madres de casos no incluido en el
estudio, 25% para los controles casos y 20% para las madres de los
controles. Las frecuencias observadas para el genotipo 699C (alelo C)
fueron 30/50 (60%) en los casos, 32/50 (64%) en las madres de los casos,
43/70 (61%) en las madres de casos no incluidos en el estudio, 52/100 (55%)
y 63/100 (63%) en los casos y sus madres respectivamente. Para el genotipo
mutado 699T (alelo T) las frecuencias observadas fueron 1/50 (2%) en los
casos, 1/50 (2%) en las madres de los casos, 1/70 (2%) en las madres de
casos no incluidos en el estudio, 5/100 (5%) y 2/100 (2%) en los casos y sus
madres respectivamente. En todos los grupos de estudio, se observan
frecuencias mayores del genotipo homocigoto para el gen normal que las

presentadas para los heterocigotos.
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‘ C699T CBS DISTRIBUCION DE ALELOS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres de Casos
Madres
CASOS DTN Madres Casos DTN DTN Controles TOTAL
Controles
ALELO
C 79 81 112 141 161 574
T 21 19 28 47 39 154
TOTAL 100 100 140 188 200 728
Tabla 18. Distribucion de alelos polimorfismo C699T CBS en los grupos de estudio.
FRECUENCIAS ALELICAS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres de
Madres Casos Controles Madres
CASOS DTN DTN Casos DTN Controles
C 0,79 0,81 0,80 0,75 0,81
T 0,21 0,19 0,20 0,25 0,20
TOTAL 1 1 1 1 1
Tabla 19. Distribucion de frecuencias alélicas C699T CBS.
C699T CBS DISTRIBUCION DE GENOTIPOS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos
CASOS DTN Mad';:Tsl\lca”S DTN Controles c':':t‘::::s TOTAL
GENOTIPOS
cc 30 32 43 52 63 220
cT 19 17 26 37 35 134
ini 1 1 1 5 2 10
TOTAL 50 50 70 94 100 364

Tabla 20. Distribucion de frecuencias alélicas C699T CBS en los grupos de estudio.
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| FRECU

ENCIAS GENOTIPICAS

CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos
CASOSDTN | Madres Casos DTN DTN Controles Madres
Controles
cc 0,60 0,64 0,61 0,55 0,63
cT 0,38 0,34 0,37 0,39 0,35
T 0,02 0,02 0,02 0,05 0,02
TOTAL 1 1 1 1 1
Tabla 21. Distribucion de frecuencias genotipicas C699T CBS en los grupos de estudio.
6.2.2.5. MTRR A66G

En todos los grupos de estudio, se observa la presencia del alelo normal
(alelo A) con una mayor frecuencia. Las frecuencias del alelo normal
observadas son 80% para los casos, 66% para sus madres, 76% para las
madres de casos no incluidos en el estudio, los datos obtenidos para los
controles fueron 72% para los casos y 80% para sus madres. Para el alelo
mutado (alelo G) se observan frecuencias menores de 20% para los casos,
34% para las madres de los casos, 24% para las madres de casos no
incluido en el estudio, 28% para los controles casos y 20% para sus madres.
Las frecuencias observadas para el genotipo 66AA (alelo A) fueron 31/50
(62%) en los casos, 18/50 (36%) en las madres de los casos, 37/70 (53%) en
las madres de casos no incluidos en el estudio, 30/100 (50%) y 61/100 (61%)
en los casos y sus madres respectivamente. Para el genotipo mutado 66GG
(alelo G) las frecuencias observadas fueron 1/50 (2%) en los casos, 2/50
(4%) en las madres de los casos, 1/70 (1%) en las madres de casos no
incluidos en el estudio, 4/100 (7%) y 1/100 (1%) en los casos y sus madres
respectivamente. Similar a lo observado en el analisis genotipico del
polimorfismo C699T, se observan frecuencias mayores del genotipo
homocigoto para el gen normal que las presentadas para los heterocigotos

para la variante en todos los grupos de estudio.
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A66G MTRR DISTRIBUCION DE  ALELOS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos
CASOS DTN Mad'[:’:l\fas“ DTN Controles c':':t‘::::s TOTAL
ALELOS
A 80 66 106 86 160 498
G 20 34 34 34 40 162
TOTAL 100 100 140 120 200 660

Tabla 22. Distribucién de alelos polimorfismo A66G MTRR en los grupos de estudio.

FRECUENCIAS ALELICAS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos
Madres Casos Controles Madres
CASOS DTN DTN DTN Controles
ALELOS
A 0,80 0,66 0,76 0,72 0,80
G 0,20 0,34 0,24 0,28 0,20
TOTAL 1 1 1 1 1

Tabla 23. Distribucién de frecuencias alélicas A66G MTRR en los grupos de estudio.

A66G MTRR FRECUENCIA DE GENOTIPOS
CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
Madres Casos | Madres Casos Controles Madres
GENOTIPOS CASOS DTN DTN DTN Controles TOTAL
AA 31 18 37 30 61 177
AG 18 30 32 26 38 144
GG 1 2 1 4 1 9
TOTAL 50 50 70 60 100 330
Tabla 24. Distribucion de genotipos polimorfismo A66G MTRR en los grupos de estudio.
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CASOS DTN CONTROLES
DIADAS DIADAS
CASOSDTN | Madres Casos DTN cxf:f :;TSN Controles c':':t‘:sf:s
ALELOS
AA 0,62 0,36 0,53 0,50 0,61
AG 0,36 0,60 0,46 0,43 0,38
GG 0,02 0,04 0,01 0,07 0,01
TOTAL 1 1 1 1 1

Tabla 25. Distribucion de frecuencias genotipicas A66G MTRR en los grupos de estudio.

Los resultados obtenidos en la poblacion en estudio, evidencian que para algunos
polimorfismos MTHFR C677T Y A1298C, la poblacion control no se encuentra en

equilibrio de Hardy-Weinberg. Para el polimorfismo C677T se evidencian el

desequilibrio con datos X2

p=0.001 para las madres y 0,02 para los controles.

Por otra parte, para el polimorfismo A1298C en las madres y los controles se

obtuvieron datos de p=0.001 y p= 0,01 respectivamente. Los polimorfismos

restantes si se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 26. Distribucion alélica y genotipica de los polimorfismos en la poblacién en estudio.

Variable Grupo Diada Casos DTN Madres Casos DTN Grupo Control
Genotipos /Alelos Casos Madres Casos DTN MadBe;NCasos Controles Madres
n=50 (FC) n=50 (FC) n=70 (FQ n= 100 (FC) n=100 (FC)
MTHFR C677T
cc 6(0.12) 18 (0.36) 36 (0.51) 24(0.24) 48(0.48)
cT 38(0.76) 27(0.54) 30(0.43) 67 (0.67) 50 (0.50)
T 6(0.12) 5 (0.10) 4(0.06) 9 (0.09) 2(0.02)
c 50 (0.50) 63 (0.63) 102 (0.73) 133 (0.67) 146 (0.73)
T 50 (0.50) 37(0.37) 38(0.27) 67 (0.34) 54 (0.27)
* EHW p=0.001 p=0.51 p=0.001 p=0.02
MTHFR A1298C
AA 16 (0.32) 24 (0.48) 12 (0.17) 40 (0.40) 45 (0.45)
AC 31(0.62) 25 (0.50) 54 (0.77) 58 (0.58) 53(0.53)
cc 3 (0.06) 1(0.02) 4(0.06) 2(0.02) 2(0.02)
A 63 (0.63) 73 (0.73) 78 (0.56) 140 (0.70) 143 (0.72)
C 37(0.37) 27(0.27) 62 (0.44) 60 (0.30) 57(0.29)
* EHW p=0.06 p=0.04 p=0.001 p=0.01
CBS 844ins68
WT/WT 20 (0.40)R 47 (0.94) 61 (0.87) - 106 (1.06)3
WT/INS 4(0.08)0) 3(0.06) 9(0.13) - 16 (0.16)2
INS/INS - (0.00) - (0.00) - (0.00) - - (0.00)&
WT 44 (0.44)3 97(0.97) 131 (0.94) - 228 (1.14)3
INS 4(0.04)2 3(0.03) 9 (0.06) - 16 (0.08)E
* EHW p=0.90 p=0.88 p=- p=0.74
CBS C699T
cc 30 (0.60) 32 (064) 43 (0.61) 52 (0.52) 63 (0.63)
cT 19 (0.38) 17 (0.34) 26 (0.37) 37 (0.37)R 35(0.35)
T 1(0.02) 1(0.02) 1(0.01) 5 (0.05) 2(0.02)
79 (0.79) 81(0.81) 112 (0.80) 141 (0.71)R 161 (0.80)
21(0.21) 19 (0.19) 28 (0.20) 47 (0.24)3 39 (0.20)
* EHW p=0.67 p=0.47 p=0.89 p=0.51
MTRR A66G
AA 31(0.62) 18 (0.36) 37(0.53) 30 (0.30)3 61 (0.61)
AG 18 (0.36) 30 (0.60) 32 (0.46) 26 (0.26)8 38(0.38)
GG 1(0.02) 2(0.04) 1(0.01) 4(0.04)B 1(0.01)
A 80 (0.80) 66 (0.66) 106 (0.76) 86 (0.43) 160 (0.80)
G 20 (0.20) 34(0.34) 34 (0.24) 34 (0.17)8 40 (0.20)
* EHW p=0.67 p=0.01 p=0.87 p=0.17
*EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg
[Pl= 24: Casos DNT genotipificados para CBS 844isn68pb.
Pln=122 Madres Controles genotipificados para CBS 844isn68pb
Pln= 73: Controles CASOS genotipificados para CBS C699T
[PIn = 60 Controles genotipificados para MTRR A66G.
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6.3. Comparacion entre genotipos

6.3.1. Genotipo MTHFR C677T
La comparacion de las frecuencias genotipicas entre los casos de DNT y los

controles no revel6 diferencias estadisticamente significativas (p=0.21). En la
comparacion de las frecuencias genotipicas de las madres de los casos y de
los controles si se observa una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.05). De igual forma, al analizar las frecuencias del grupo de diadas
casos y las diadas control hay diferencia estadisticamente significativa
(p=0.04). Al comparar el total de las madres de los casos y las madres de los
controles no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.17).

6.3.2. Genotipo MTHFR A1298C
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre
los genotipos en ninguno de los grupos de casos y los grupos control.

6.3.3. Genotipo CBS 844ins68
La comparacion entre ambos grupos de estudio resultd no significativa para
las distribuciones genotipicas (p>0.05).

6.3.4. Genotipo CBS C699T
No existen diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la
distribucion de los genotipos entre los grupos de estudio.

6.3.5. Genotipo MTRR A66G

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.30) entre el

grupo de los casos y sus respectivos controles. Las frecuencias del grupo de
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diadas casos y las diadas control tampoco presentan diferencias
estadisticamente significativas (p=0.44), asi como al comparar el total de las
madres de los casos y las madres de los controles (p=0.07). Por el contrario,
en la comparacion de los genotipos de las madres de los casos y las madres
controles si se observa una diferencia estadisticamente significativa (p=0.01)

entre los grupos.

6.4. Analisis de asociacion de riesgo de DTN ylos  polimorfismos estudiados

Con el fin de evaluar el impacto de la presencia de los polimorfismos estudiados
y el riesgo de DTN, se calcularon los ORs con un 95% de CI. La tabla 27
presenta los datos de los modelos genéticos recesivo y dominante para los

diferentes polimorfismos incluidos en el estudio.

6.4.1. Polimorfismo C677T MTFR

6.4.1.1. Casos DTN vs Controles

Cuando se aplico el modelo recesivo (CC/CT vs TT) (p=0.56) y el dominante
(TT/CT vs CC) (p=0.08), tampoco se observd un incremento significativo en el
riesgo. Por el contrario, al realizar la comparacion entre los alelos, si se observo
asociacion entre el alelo 677T en los casos y un riesgo significativo para
desarrollar DTN (OR=1.98 [1.21 — 3.23], 95% ClI; (p=0.005).

6.4.1.2. Madres Hijos DNT vs Madres Controles

De igual forma, al aplicar el modelo recesivo (CC/CT vs TT) se encontré un
riesgo significativamente elevado en las madres (OR=5.44 [1.01 — 29.13], 95%
Cl; (p=0.02), contrario a lo observado al aplicar el modelo dominante (TT/CT vs
CC) donde no se observd asociacion significativa (p=0.16). Al realizar la
comparacion entre los alelos, no se observo asociacion significativa entre el alelo

677T en las madres y el riesgo para desarrollar DTN (p=0.07).
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6.4.1.3. Diadas DTN vs Diadas Controles

Similar a lo observado en el grupo de las madres de casos se encontré una
asociacion significativa de los genotipos con un factor de riesgo significante
(OR=1.89 [1.08 — 3.31], 95% CI; (p=0.02) al aplicar el modelo recesivo (CC/CT
vs TT) y cuando se aplico el modelo dominante (TT/CT vs CC) no se observo
asociacion de riesgo. Al realizar la comparacion entre alelos, se observo
asociacion entre el alelo 677T y el riesgo para desarrollar DTN (OR=1.77 [1.24 —
2.52], 95% CI; (p=0.001).

6.4.1.4. Total Madres DTN vs Madres Controles

No se observo un riesgo significativo al aplicar los modelos recesivo (CC/CT vs
TT) y dominante (TT/CT vs CC) (p=>0.05). A su vez, al realizar la comparacion
entre alelos, no se observd asociacion entre el alelo 677T y el riesgo de
presentar DTN al comparar el nimero total de madres de casos y las de los
controles (p=0.32).

6.4.2. Polimorfismo A1298C MTHFR

6.4.2.1. Casos DTN vs Controles

No se encontr6 un riesgo significativo de presentar DTN para los modelo
recesivo (AA/AC vs CC) ni dominante (CC/AC vs AA) (p=>0.05) en este grupo de
estudio. Tampoco se observd un incremento significativo en el riesgo al realizar
la comparacion entre alelos (p= 0.22).

6.4.2.2. Madres Hijos DNT vs Madres Controles

De manera analoga a los resultados de los casos, los ORs resultaron no
significativos al aplicar los modelos recesivo (AA/AC vs CC) y dominante (CC/AC
vs AA) y al realizar la comparacion entre alelos, no se encontr6 tampoco
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asociacion significativa entre el alelo 1298C y el riesgo de presentar DTN
(p=0.78).

6.4.2.3. Diadas DTN vs Diadas Controles

No se encontro riesgo significativo de presentar DTN para los modelos recesivo
(AA/AC vs CC) y dominante (CC/AC vs AA) (p=>0.05). Al realizar la comparacion
entre alelos, tampoco se observd asociacion entre el alelo 1298C y el riesgo para
desarrollar DTN (p=0.48).

6.4.2.4. Total Madres DTN vs Madres Controles

No se observé un incremento significativo al aplicar el modelo recesivo (AA/AC
vs CC) (p=0.36). Sin embargo, si se encontré asociacion significativa del modelo
dominante (CC/AC vs AA) como factor de riesgo para los DTN (OR=1.90 [1.09 —
3.32], 95% CI; (p=0.02). Al realizar la comparacion entre alelos, no es observada

asociacion entre el alelo 1298C y el riesgo de presentar DTN (p=0.05).
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Tabla 27. Analisis de Asociacion de riesgo de DTN y

. . .
los polimorfismos estudiados.

Madres CASOS DTN vs

Diadas DTN vs Diadas

Total Madres DTN vs

Casos DTN vs Controles Madres Controles Controles Madres Controles
OR OR OR OR
Variable (IC 95%) # [IC 95% ] # [1C 95% ] Y [1C 95% ] .
MTHFR C677T
1.89[1.08 - 3.31] | 0.02*
CC/CTvs TT 1.38[0.46-4.11] | 0.56 | 5.44[1.01-29.13] | 0.02* 3.97[0.83-18.83] | 0.06
0.56[0.32-0.96] | 0.19
TT/CT vs CC 0.43[0.16 -1.13] 0.08 1.64 [0.81 - 3.29] 0.16 0.88[0.52 - 1.50] 0.65
TvsC 1.98[1.21-3.23] | 0.005* 1.58 [0.95 - 2.65] 0.07 | 1.77[1.24-2.52] |0.001*| 1.22[0.81-1.86] 0.32
MTHFR A1298C
AA/AC vs CC 0.31[0.05-1.97]| 0.19 1.00[0.08-11.30] | 1.00 | 0.43[0.10-1.79] | 0.23 2.13[0.40-11.22] | 0.36
CC/AC vs AA 1.41[0.69-2.89] | 0.33 1.12 [0.57-2.2] | 0.72 | 1.10[0.68-1.80] | 0.67 | 1.90[1.09-3.32] |0.02*
CvsA 1.37[0.82-2.27] | 0.22 | 0.92[0.54-1.58] | 0.78 | 1.13[0.78-1.64] | 0.48 | 1.48[0.98-2.21] | 0.05
CBS 844INS 64
WT-WT/ WT-INS vs INS - - 0.40 [0.02- 6.68] 0.51 - - 0.98 [0.06 - 15.9] 0.99
INS-INS/WT-INS vs WT-WT - - 2.36[ 0.65 - 8.56] 0.17 - - 1.35[0.61 - 3.00] 0.44
INS vs WT - - 0.44[0.12-1.54] | 0.18 - - 0.75[0.34-1.62] | 0.46
CBS C699T
CC/CTvsTT 0.36[0.04 - 3.19] 0.34 1.00[0.08 - 11.30] 1.00 | 0.54[0.11-2.67] | 0.44 0.83[0.11-6.00] 0.85
TT/CT vs CC 1.21[0.60-2.43] 0.58 1.04 [0.51 - 2.11] 0.90 | 0.89[0.54-1.46] | 0.65 0.97 [0.56 - 1.70] 0.93
TvsC 0.79[0.44-1.42] | 0.44 | 096[052-1.78] | 091 | 0.87[0.57-1.33] | 0.54 | 1.00[0.62-1.61] | 0.98
MTRR A66G
AA/AG vs GG 0.28 [0.03 - 2.64] 0.24 0.24 [0.02 - 2.74] 0.21 | 0.95[0.22-4.10] | 0.95 0.44 [0.04 - 4.29] 0.46
GG/AG vs AA 1.63[0.76 - 3.49] 0.20 2.78 [1.37-5.61] |0.003*| 0.72[0.44-1.20] | 0.21 1.84[1.07 -3.16] | 0.02*
GvsA 0.63[0.33-1.18] 0.15 2.06[1.20-3.53] |0.008*| 1.22[0.81-1.84] | 0.31 1.58 [1.01-2.47] | 0.04*

*Significancia Estadistica P= <0.05
OR: Odds Ratio
Cl: Intervalo de Confianza
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6.4.3. Polimorfismo 844ins68 CBS

6.4.3.1. Casos DTN vs Controles

Para el grupo control, no fue posible la determinacion genotipica, por lo cual

no se realiza el analisis de riesgo en este grupo de estudio.

6.4.3.2. Madres Hijos DNT vs Madres Controles

No se encontrd un riesgo significativo de presentar DTN para ninguno de los
genotipos (p=0.32), como tampoco para los modelos dominante 6 recesivo
(p=>0.05) en este grupo de estudio, ni al realizar la comparacién entre alelos
(p=0.18).

6.4.3.3. Diadas DTN vs Diadas Controles

Para el grupo control casos, no fue posible la determinacion genotipica y no

es posible realizar el analisis de riesgo en este grupo de estudio.

6.4.3.4. Total Madres DTN vs Madres Controles

No se observé un incremento significativo de riesgo al aplicar el modelo
recesivo (WT-WT/WT-INS vs INS-INS) 6 dominante (INS-INS/WT-INS vs WT-
WT) (p=>0.05), asi como tampoco, al realizar la comparacion entre alelos
(p=0.46).

6.4.4. Polimorfismo C699T CBS

6.4.4.1. Casos DTN vs Controles

No se observo un incremento significativo en el riesgo al aplicar los modelos
recesivo (CC/CT vs TT) y dominante (TT/CT vs CC) (p=>0.05). A su vez, al
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realizar la comparacion entre alelos, no se observd asociacion entre el alelo
699T y el riesgo de presentar DTN (p=0.44).

6.4.4.2. Madres Hijos DNT vs Madres Controles

Al aplicar los modelos recesivo (CC/CT vs TT) y dominante (TT/CT vs CC) no
se encontrd asociacion significativa (p=>0.05) y el riesgo de presentar DTN, ni

tampoco al realizar la comparacion entre los alelos (p=0.91).

6.4.4.3. Diadas DTN vs Diadas Controles

No se encontro riesgo significativo de presentar DTN cuando se aplicaron los
modelos recesivo (CC/CT vs TT) y dominante (TT/CT vs CC) (p=>0.05) Al
realizar la comparacion entre alelos, tampoco se observé asociacion de riesgo

para desarrollar DTN (p=0.54).

6.4.4.4. Total Madres DTN vs Madres Controles

Igualmente a los demas grupos estudiados, no se encontré riesgo significativo
en ninguno de los modelos recesivo (CC/CT vs TT) y dominante (TT/CT vs
CC) (p=>0.05) Al realizar la comparacién entre alelos, tampoco se observo

asociacion de riesgo para desarrollar DTN (p=0.98).

6.4.5. Polimorfismo A66G MTRR

6.4.5.1. Casos DTN vs Controles

No se encontré asociacion al riesgo en ninguno de los modelos recesivo
(AA/AG vs GG) y dominante (GG/AG vs AA) (p=>0.05) en este grupo de
estudio. Tampoco se observé un incremento significativo con el riesgo al

realizar la comparacion entre alelos (p= 0.15).
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6.4.5.2. Madres Hijos DNT vs Madres Controles

Se encontrd asociacion significativa al aplicar el modelo recesivo (GG/AG vs
AA) como factor de riesgo para los DTN (OR= 2.78 [1.37 — 5.61], 95% CI;
(p=0.003) y al realizar la comparacion entre alelos, también se observo
asociacion entre el alelo 66G y un riesgo significativo de presentar DTN
OR=2.06 [1.20 — 3.53], 95% CI; (p=0.008). No se observdé un incremento
significativo en el riesgo al aplicar el modelo dominante (AA/AG vs GG)
(p=0.21).

6.4.5.3. Diadas DTN vs Diadas Controles

Al aplicar los modelos recesivo (AA/AG vs GG) y dominante (GG/AG vs AA) y
realizar la comparacion entre alelos y genotipos, no se encontré asociacion
significativa de riesgo de presentar DTN (p=>0.05).

6.4.5.4. Total Madres DTN vs Madres Controles

No se observo un incremento significativo en el riesgo para los genotipos
estudiados al aplicar el modelo recesivo (AA/AG vs GG) (p=>0.46). De igual
manera como se observo en las madres de los casos incluidos en el estudio,
se encontro asociacion significativa del modelo dominante (GG/AG vs AA) de
riesgo para los DTN (OR=1.84 [1.07 — 3.16], 95% CI; (p=0.02). A su vez, al
realizar la comparacion entre alelos, se observo asociacion entre el alelo 66G
y el riesgo de presentar DTN (OR=1.58 [1.01 —2.47], 95% CI; (p=0.04).

6.5. Combinacion genotipica de los polimorfismo MTH FR C677T y
A1298C.

6.5.1. Distribucion de los genotipos combinados en los grupos de
estudio.

6.5.1.1. Casos DTN vs Controles
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En el grupo de casos, se observa una mayor frecuencia de las combinaciones

genotipicas 1298AC+677CC/TT (54%). Por otra parte, en el grupo control, se

observan frecuencias aumentadas en las

interacciones 1298AC+677TT

'-J.\y-»'

(53%).
GENOTIPOS COMBINADOS GENOTIPOS COMBINADOS - FRECUENCIAS

CASOS DTN MTHFR C677T CASOS DTN MTHFR C677T
MTHFR A1298C cC cT 1T MTHFR A1298C cc cT 1T
AA 22 54 22 AA 0,32 0,33 0,32
AC 37 69 37 AC 0,54 0,42 0,54
cC 9 41 9 cC 0,13 0,25 0,13
TOTAL 68 164 68 TOTAL 1 1 1

Tabla 28. Distribucién de genotipos combinados (C67

frecuencias en el grupo de casos DTN.

7T+A1298C) y sus respectivas

GENOTIPOS COMBINADOS GENOTIPOS COMBINADOS - FRECUENCIAS
CONTROLES MTHFR C677T CONTROLES MTHFR C677T
MTHFR A1298C cc cT a1 T R cc - T
AA 64 107 49 AA 0,37 0,36 0,39
AC 82 125 67 AC 0,48 0,42 0,53
cC 26 69 11 cc 0,15 0,23 0,09
TOTAL 172 301 127 TOTAL 1 1 1

Tabla 29. Distribucion de genotipos combinados (C677T+A1298C)

frecuencias en el grupo de controles.

y sus respectivas

6.5.1.2. Madres DTN vs Madres Control

En el grupo de casos, se observa una mayor frecuencia de la combinacion
genotipica 1298AC+677TT (60%). De igual forma, en el grupo control, se
observd frecuencias de la combinacidn genotipica aumentadas en las
interacciones 1298AC+677TT (53%). No se observaron dos genotipos mutados
AC/TT, AC/CT, en los individuos del grupo.
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GENOTIPOS COMBINADOS GENOTIPOS COMBINADOS - FRECUENCIAS
MADRES DTN MTHFR C677T MADRES DTN MTHFR C677T
MTHFR A1298C cc cT TT MTHFR A1298C cC cT TT
AA 90 93 45 AA 0,32 0,32 0,31
AC 133 136 88 AC 0,47 0,47 0,60
cc 59 62 14 cc 0,21 0,21 0,10
TOTAL 282 291 147 TOTAL 1 1 1

Tabla 30. Distribucion de genotipos combinados (C67  7T+A1298C) y sus respectivas

frecuencias en el grupo de madres con hijos DTN.

GENOTIPOS COMBINADOS GENOTIPOS COMBINADOS - FRECUENCIAS

MADRES CONTROLES MTHFR C677T MADRES CONTROLES MTHFR C677T
R T cc or T MTHFR A1298C cc cT TT

AA 0,37 0,36 0,39
AA 93 95 a7

AC 0,48 0,42 0,53
AC 101 103 55

cc 0,15 0,23 0,09
cc 50 52 4
TOTAL 244 250 106 TOTAL 1 1 1

Tabla 31. Distribucion de genotipos combinados (C67  7T+A1298C) y sus respectivas

frecuencias en el grupo de madres control.

6.6. Andlisis de riesgo de las interacciones genoti picas entre los
polimorfismos MTHFR C677T y A1298C.

La posible interaccion entre el genotipo C677T y A1298C de la MTHFR ha sido
reportada en recientes estudios (14). Con el fin de evaluar el impacto de la
interaccion de los polimorfismos combinados y el riesgo de presentar DTN, se
calcul6 el OR con un 95% CI. La combinacion de las frecuencias genotipicas

entre los diferentes polimorfismos se muestra en la tabla 31.
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6.6.1. Casos DTN vs Controles.

EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS

CASOS DTN vs CONTROLES
OR OR OR
C677T (1IC 95%) [IC95% ] [IC95% ]
A1298C CC CT T
AA 22% 1.47[0.81-2.63] 1.30[0.64 - 2.62]
AC 1.31[0.70 - 2.44] 1.60[0.91-2.82] 1.65[0.88 -3.11]
CcC 1.00 [0.40 - 2.47] 1.72[0.93-3.21] 2.38[0.87 -6.50]
*Categoria de referencia OR: Odds Ratio IC: Intervalo de Confianza

Tabla 32. Odds Ratios estimados para los genotipos combinados (C677T+A1298C) en el grupo

de Casos DTN vs Controles.

La comparacion demostré6 que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p=>0.05) en las frecuencias genotipicas combinadas del genotipo
C677T y el genotipo A1298C, que puedan ser asociadas al riesgo de presentar
DTN.

6.6.2. Madres DTN vs Madres Control

En la comparacion entre las madres de casos con DTN y las madres control, se
evidencid que existen diferencias estadisticamente significativas en las
frecuencias genotipicas combinadas del genotipo 677TT+1298AC (OR= 1.65
[1.06 — 2.57], 95% CI; p=0.02) y los genotipos 677TT+1298CC (OR= 3.61 [1.15
— 11.4], 95% CI; p=0.02) que puedan ser asociadas factor de riesgo de
presentar DTN.

MADRES DTN vs MADRES CONTROL

OR OR OR
C677T (IC 95%) [IC95% ] [IC95% ]
A1298C cc CcT TT
AA 90* 1.01[0.67 - 1.51]

0.98 [0.59 -1.63]
1.65 [1.06 - 2.57]
p=0.02*
3.61[1.15-11.4]
p=0.02*

AC 1.36[0.92-2.00] | 1.33[0.92-2.00]

cC 1.22[0.75-1.96] | 1.23[0.77-1.97]

*Categoria de referencia OR: Odds Ratio  IC: Intervalo de Confianza
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Tabla 33. Odds Ratios estimados para los genotipos combinados (C677T+A1298C) en el grupo

de madres DTN vs madres control.

7. DISCUSION

En los dltimos afos, algunos investigadores han fundamentado sus estudios
en la asociacion de los diferentes polimorfismos de los genes de las enzimas
involucradas en el ciclo del &cido félico y la homocisteina y la etiologia de los
DTN. Teniendo en cuenta que los DTN podrian tener una la etiologia
poligénica, el desarrollo del presente estudio estuvo enfocado en evaluar la
asociacion de algunos polimorfismos de los genes involucrados en el
metabolismo del folato y la homocisteina con el riesgo de presentar DTN en

una poblacion colombiana.
7.1. Polimorfismo MTHFR C677T

Numerosos estudios se han desarrollado en torno al papel del polimorfismo
C677T de la MTHFR vy el riesgo de presentar DTN y muchos de ellos han
demostrado asociacion del polimorfismo y la malformacion. Diversas
publicaciones han mostrado variaciones étnicas y regionales para las
frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo (42,65,71,73,74,78,94),
demostrando que el alelo 677T presenta frecuencias altas en la poblacion
italiana (43.8%), en los hispanos de California (41.7%), mexicanos (58,6%) y en
general en poblaciones europeas (24-40%), estos datos son similares a los
observados en esté estudio en poblacion control (20%), con frecuencias que
son significativamente aumentadas comparadas con las presentadas en Asia
(4.1%), Africa (9.4%) y las Islas Britanicas (11%) cuyas poblaciones muestran
homocigosidad para el alelo T (48,75). Sin embargo los datos obtenidos para el
genotipo TT en nuestra poblacion control, no son similares a lo observado en
otros estudios de casos y control de asociaciéon del polimorfismo con

enfermedad cardiovascular en la poblacién colombiana sana (89). Por otra
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parte, numerosos estudios han encontrado importantes variaciones étnicas y
geogréficas en las frecuencias del alelo T como por ejemplo las descritas para
la poblacién espafiola (40%), japonesa (35%) y para la poblacién africana (6%),
demostrandose que la incidencia de los DTN es comun entre la poblacion
hispanica, menos comun entre la poblacion blanca no-hispanica y mucho
menos frecuente en la poblacidon negra (75). Adicionalmente, la alta prevalencia
de portadores de este polimorfismo en algunos lugares sugiere que esta
mutacion es ancestral (28,67) y que confiere proteccion contra la dietas
escasas de folatos y el cancer de colon, aun a costa de aumentar el riesgo de

DTN y otros defectos congénitos (95).
7.1.1. Casos DTN vs Controles

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, con respecto a la frecuencia
observada para el polimorfismo C677T de 0.50 en los casos, es consistente
con lo reportado en algunos estudios (7,13,75,77) y diferente con los
presentado por otros autores (7,79,88). La distribucion de las frecuencias de los
alelos y genotipos segun la mutacion puntual C677T no corresponde con la
documentada para la poblacién colombiana (74). Atribuimos los resultados a
que los resultados obtenidos no son representativos de la poblacion general,
dado que la mayoria de participantes en el estudio eran provenientes de
Antioquia. EI polimorfismo C677T tiene frecuencia aumentada en la mayoria
de las poblaciones y muestra una distribucién heterogénea en diferentes
grupos étnicos (71,96). Asi mismo, la comparacién de las frecuencias
genotipicas entre los casos de DNT y los controles no reveld diferencias
estadisticamente significativas (p=0.21), semejante con lo reportado por otros
investigadores (7,8,48,56,79,91,94) y a diferencia de otros (40,56,75,77,88,97),
pero se observa una frecuencia mayor de heterocigosidad de la variante en la
mayoria de individuos estudiados. No se observa un incremento en el riesgo al
aplicar los modelos genéticos, pero si se encuentra asociacion de riesgo de

presentar la malformacién, del alelo 677T en los casos OR 1.98 [1.21 - 3.23]
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(p=0.005), similar a la reportado en la mayoria de estudios realizados en este

polimorfismo con relacion al riesgo de presentar DTN (75,88,97,98).

7.1.2. Madres Hijos DTN vs Madres Control

La homocigosidad de la variante, muestra una mayor frecuencia en los
pacientes con DTN y sus madres en algunas poblaciones como la Irlandesa,
Italiana y Mexicana (28,36,48,55,75,77,94,97,98). Sin embargo, en poblaciones
Turkas, Inglesas, Francesas y Alemanas, esta asociacion no ha sido
encontrada (75,88), convirtiéndose en un tema controversial en muchas
poblaciones a nivel mundial (40,48). En la comparacién de las frecuencias
genotipicas de las madres no se observa una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.05). Por otra parte, al aplicar el modelo genético recesivo en
las madres de los casos se encontrd0 que confiere 5.44 veces mas riesgo de
presentar DTN en sus hijos (p=0.02). Los resultados de este estudio, indican
gue la homocigosidad del alelo 677T en las madres incrementa el riesgo de
DTN en los nifios, mas sin embargo, estos resultados son discrepantes con
otros publicados (8,48,77) y presentan similitud con otros (13,77,97), lo que
revela la gran complejidad de la etiologia de la malformacion. Al parecer existe
una sinergia entre la presencia de este alelo en homocigosis y la disminucion
de folatos en las madres, ocasionando esta Ultima circunstancia un aumento
importante del riesgo para DTN (66). Algunos autores reportaron ORs en la
poblacion danesa para la homocigosis (TT) de 3.7 para las madres (IC 95% 1.5
—9.1), 2.2 para los padres (IC 95% 0.8 — 6.3) y 2.9 para los pacientes frente a
los controles (IC 95% 1.0 — 7.9) (49). Sin embargo, la modesta contribucién del
genotipo en el riesgo de algunas otras poblaciones, indican que es un factor de
baja penetrancia porque la mayoria de los individuos con genotipo TT no
presentan DTN (49,96).

7.1.3. Diadas DTN vs Diadas Control
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Por otra parte, cuando se realiz6 la comparacion entre los genotipos se
encuentran diferencias significativas entre los grupos (p=0.04) y cuando se
aplico el modelo dominante en las diadas se encontr6 una asociacion
significativa del genotipo con un factor de riesgo significante de 1.89 [1.08 -
3.31] (p=0.02), datos que concuerdan con los reportados en la mayoria de los
estudios realizados, donde se ha comprobado el riesgo que otorga la madre a
la descendencia para presentar DTN (40,56,75,77,88,97). Adicionalmente, la
asociacion de riesgo de presentar la malformacion, en presencia del alelo 677T
es encontrada con un OR 1.77 [1.24 - 2.52] (p=0.001), similar a la reportado en
algunos estudios (13,75,88,97,98).

7.1.4. Total Madres DTN vs Madres Control

En la comparacion entre el total de madres de hijos afectados y los controles,
no se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas y
genotipicas para el polimorfismo, coincidiendo con lo reportado por algunos
autores (8,13,48,77,79).

7.2. Polimorfismo MTHFR A1298C

7.2.1. Hijos DTN vs Hijos Control

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los hijos
afectados con DTN y los controles, similar a lo reportado en la literatura
(7,13,36,40,79,87) y en contradiccion con el Unico grupo de investigacion que

ha encontrado asociacion del polimorfismo A1298C y los DTN (52).

7.2.2. Madres Hijos DTN vs Madres Control

En la comparacién entre las madres de los casos y los controles, no se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas
para el polimorfismo A1298C al ser evaluado independientemente, coincidiendo

con lo reportado en el mundo (13,36,79). Por el contrario, no encontramos
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asociacion entre el polimorfismo A1298C y los DTN, en contraste con lo
reportado por De Marco, el Unico grupo de investigacion hasta el momento en
encontrar una asociacion directa entre el alelo 1298C en las madres y los hijos
con la malformacion (52). Aunque el genotipo CC materno no tiene una
influencia apreciable en la frecuencia de DTN como un factor de riesgo
independiente, este podria llegar a tener mayor impacto cuando otros factores

de riesgo relacionados con el folato estén presentes.

7.2.3. Diadas DTN vs Diadas Control

En la comparacion entre las diadas casos y los controles, no se encontraron
diferencias significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas para el
polimorfismo A1298C al ser evaluado independientemente, como tampoco
riesgo asociado a presentar DTN, coincidiendo con lo reportado en el mundo
(13,36,79). Como la mayoria de individuos homocigotos para CC no presentan
DTN, es claro que el genotipo es un factor de riesgo con muy baja penetrancia,
por lo que no es sorpresa que los estudios que involucran tamafios de
muestras muy pequenfias fallen al tratar de evidenciar cualquier asociacién entre
el polimorfismo A1298C y los DTN.

7.2.4. Total Madres DTN vs Madres Control

Por el contrario, al evaluar el total de las madres de hijos afectados, se
encuentra que el polimorfismo brinda un riesgo estadisticamente significativo.
1.90 [1.09 - 3.32] (p=0.02), tal como ha sido reportado por un estudio en Italia
(52), pero la mayoria de estudios desarrollados en varias partes del mundo en

este aspecto han generados resultados contradictorios, esto puede ser
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atribuido a las diferencias étnicas en la distribucion de los genotipos, la
heterogeneidad de los fenotipos y la etiologia multifactorial de los DTN.

7.3. CBS 844ins68

7.3.1. Hijos DTN vs Hijos Control

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias alélicas y genotipicas de los casos y los controles, como tampoco
asociacion de riesgo para la malformacion ante la presencia de la variante,
similar a lo reportado (87). Aunque la mayoria de las mutaciones en el gen de
la CBS son raras, se ha reportado que la insercion de 68 pb en el exdn 8 del
gen es comun y se encuentra en estado heterocigoto aproximadamente en el
12% de la poblacién general (74,87), en la poblacion colombiana estudios
previos han reportado una frecuencia de 0.026 y relacionan la existencia del
polimorfismo con un efecto protector de hiperhomocisteinemia (41). El
polimorfismo 844ins68 de la CBS, estd asociado como factor de riesgo
adicional en relacién a los DTN en algunas poblaciones caucésicas (40), pero
en otras poblaciones no se ha encontrado asociacion de la enzima con los DTN
(28,46,79,87,91).

7.3.2. Madres Hijos DTN vs Madres Control

Los resultados obtenidos indican que los genotipos maternos para la insercion
de 68 pb no contribuyen significativamente al riesgo de los DTN (p=>0.05).

7.3.3. Diadas DTN vs Diadas Control

Los resultados obtenidos indican que los genotipos maternos para la insercion
de 68 pb no contribuyen significativamente al riesgo de los DTN (p=>0.05).

7.3.4. Total Madres DTN vs Madres Control
Los resultados obtenidos indican que los genotipos maternos para la insercion

de 68 pb no contribuyen significativamente al riesgo de los DTN (p=>0.05).
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7.4. CBS C699T

7.4.1. Hijos DTN vs Hijos Control

Los resultados del presente estudio de casos y controles no evidencian
asociacion de riesgo del polimorfismo y la presencia de los DTN y estan en
desacuerdo con lo reportado por algunos autores (87), estas discrepancias
encontradas entre los resultados reportados en otros estudios pueden estar
dadas por la heterogeneidad de la poblacién y las diferencias presentadas en el
ambiente que puedan influir en las diferentes frecuencias. Adicionalmente,
oobservamos un incremento en la frecuencia de homocigotos 699C en los

casos comparado con los controles.

7.4.2. Madres Hijos DTN vs Madres Control

Los resultados del presente estudio entre madres y controles no evidencian
asociacion de riesgo del polimorfismo y la presencia de los DTN. Las
controversias de la asociacion entre la variante C699T y los DTN revelan la
complejidad de la etiologia de este tipo de malformaciones y sugiere posibles
interacciones de tipo gen-gen, gen-ambiente y gen-nutricion, que contribuyen a
la determinacion final de la malformacion.

7.4.3. Diadas DTN vs Diadas Control

Los resultados obtenidos indican que los genotipos maternos y de los hijos
para variante no contribuyen significativamente al riesgo de los DTN (p=>0.05).

7.4.4. Total Madres DTN vs Madres Control

Los resultados obtenidos indican que los genotipos maternos para variante no
contribuyen significativamente al riesgo de los DTN (p=>0.05). Las frecuencias

poblacionales del alelo 699T y los andlisis de riesgo han sido documentados en
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muy pocos estudios, dificultando la comparacion de los hallazgos con otros

datos reportados.

7.5. MTRR A66G

7.5.1. Hijos DTN vs Hijos Control

La comparacion de las frecuencias genotipicas entre los casos de DNT vy los
controles no revel6 diferencias estadisticamente significativas (p=>0.05),
semejante con lo reportado por otros investigadores (82,86,96) a diferencia de
otros (36), pero se observa una frecuencia mayor de heterocigosidad de la
variante en la mayoria de individuos estudiados. No se observa un incremento
en el riesgo al aplicar los modelos genéticos (p=>005), similar a la reportado en
algunos estudios realizados en este polimorfismo con relacion al riesgo de
presentar DTN (36,44,86).

7.5.2. Madres Hijos DTN vs Madres Control

En la comparacion de las frecuencias genotipicas de las madres se observa
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.01). Por otra parte, al aplicar
el modelo genético dominante en las madres de los casos se encontrd0 que
confiere 2.78 veces mas riesgo de presentar DTN en sus hijos (p=0.003).
Adicionalmente se encontré que el alelo G confiere riesgo significativo de
presentar DTN en los hijos OR 2.06 [1.20 - 3.53] (p=0.008). Los resultados
obtenidos en el grupo de madres estan de acuerdo con lo reportado en otros
estudios (86).

7.5.3. Diadas DTN vs Diadas Control

Los resultados obtenidos indican que los genotipos maternos en union con los
datos de los hijos para variante A66G no contribuyen significativamente al
riesgo de los DTN (p=>0.05).
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7.5.4. Total Madres DTN vs Madres Control

Al aplicar el modelo genético dominante al total de madres de los casos se
encontré6 que confiere 1.84 veces mas riesgo de presentar DTN en sus hijos
(p=0.002). Adicionalmente y en similitud a la asociacion encontrada en las
madres de los casos incluido es el estudio, se encontré que el alelo G confiere
riesgo significativo de presentar DTN en los hijos OR 1.58 [1.01 - 2.47]
(p=0.04). Los resultados obtenidos en el grupo de madres estan de acuerdo

con lo reportado en otros estudios (86).
7.2. Analisis del Equilibrio de Hardy-Weinberg

Algunas poblaciones en el grupo de controles no se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg para los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C, lo que

pueden estar dado por:

« Migraciones: la poblacion incluida en el estudio es derivada de diferentes
regiones del pais, que puede verse afectada por procesos de migracion,
donde se puede generar la introduccion de nuevas variedades génicas

en la poblacion.

« Presidn de seleccién: por mecanismos de seleccion natural que operan
a favor del genotipo homocigoto. Estos polimorfismos tienen presion de
seleccion, los alelos mutados desaparecen por seleccion y los individuos

afectados quedan por fuera del muestreo realizado.

De igual forma, el desequilibrio puede presentarse por errores de muestreo al
trabajar con poblaciones no uniformes, que pueden ser consideradas como
subpoblaciones del conjunto mayor y que presentan diferentes frecuencias
génicas. En esos casos, las poblaciones individuales pueden estar en

equilibrio, pero las frecuencias genotipicas de la poblacién en su conjunto no
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corresponderan a las frecuencias esperadas para equilibrio de Hardy-Weinberg

en una poblacién uniforme.

7.6. Combinacion genotipica de los polimorfismo MTH FR C677T y
A1298C.

7.6.1. Distribucion de los genotipos combinados en los grupos de
estudio.

En algunos estudios, se ha analizado la distribucion de la heterocigosidad
combinada C677T/A1298C entre poblaciones, encontrando que sigue un

patron similar a la del alelo C677T aislado (79,82).

7.6.1.1. Casos DTN vs Controles

En el andlisis de los genotipos combinados, no se detectdé un riesgo
significativo de la interaccion genotipica de 677TT/1298AC entre los casos al
compararlos con los controles, lo que difiere de otros resultados reportados

(13,37,80), pero concuerda con otros en la no significancia (48).

7.6.1.2. Madres Hijos DTN vs Madres Controles

Al analizar la interaccién genotipica entre los polimorfismos C677T y A1298C,
se encontrdé asociacion a riesgo de presentar DTN en las madres OR=1.65
[1.06 — 2.57] (p=0.02), al presentarse homocigosidad para la variante 677TT y
1298AC; y de al presentarse homocigosidad para ambas variantes (677TT y
1298CC) OR=3.61 [1.15 — 11.4] (p=0.02), similar a lo reportado por otros
autores (13,37,52,62,80,97) en sus publicaciones. El hallazgo de esta
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combinacion de genotipos tiene gran importancia biolégica en los individuos
afectados, al estar asociada con la disminucion de la actividad de la enzima
MTHFR vy la presencia de niveles plasmaticos de homocisteina (23,48,56,80),
especialmente en casos de heterocigosidad doble (677CT/1298AC) (13,30,80).

8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos son la primera aproximacién para conocer la
frecuencia y los factores de riesgo asociados con los DTN en la poblacién
colombiana, adicionalmente, brindan la primera evidencia que los DTN
pueden estar fuertemente influenciados por la presencia de los polimorfismos
C677T, A1298C y A66G en las madres. Aunque la comparacién de las
frecuencias genotipicas entre los casos de DNT, madres, diadas y los
controles para los polimorfismos CBS C699T y 844ins68 pb, no revelo
diferencias estadisticamente significativas para ninguno de estos
polimorfismos, ni de asociacion como factor de riesgo O protector para los
DTN, adicionales investigaciones deben ser realizadas en estos y otros genes
que permitan evaluar el impacto de esta patologia polimérfica.
Adicionalmente, es posible que los polimorfismos estudiados carentes de
asociacion de riesgo para los DTN, jueguen un papel secundario en el riesgo,
que puede depender no solo de factores genéticos combinados, sino de

multifactores ambientales presentados en nuestro entorno.

Los resultados obtenidos pueden resultar contradictorios con los reportados
en otras partes del mundo, lo que puede ser atribuido a las diferencias
étnicas en la distribucion de los genotipos, la heterogeneidad de los fenotipos
y la etiologia multifactorial de los DTN. Teniendo en cuenta estos hallazgos,
es necesario contar con tamafios de muestras mas grandes, constituidos por
familias completas (hijos, madres y padres) que nos permitan realizar
estudios de asociacion de genotipos con mayor significancia 6 de transmision

de alelos TDT para tener mayor poder estadistico que permita obtener
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conclusiones definitivas sobre el rol de las variantes genética en la frecuencia

de los DTN en la poblacion.

9. PRESPECTIVAS Y APLICACIONES

Recientemente, algunos autores hacen referencia a la dificultad de la
investigacion de los genes marcadores asociados con los DTN y la resolucion
de la mayoria de las preguntas de la genética multifactorial de dichos defectos.
Se plantea si las variantes genéticas encontradas corresponden a mutaciones
deletéreas o polimorfismos y si corresponden a mutaciones deletéreas, porque
las frecuencias poblacionales han sido reportadas con unos valores tan altos?
A su vez, es planteada la interrogante de si dichas variantes confieren alguna
ventaja selectiva en la poblacion. Por otra parte, no es claro si la combinacién
de numerosos genes, cada uno con un efecto pequefo, confieren el riesgo de
DTN? O por el contrario, si es necesaria la existencia de una mutacion mayor,

gue combinada con genes modificadores confieren el riesgo? (99).

El presente trabajo pretende dar las primeras aproximaciones para el
entendimiento del rol de los factores genéticos en la presentacion de los DTN,
teniendo en cuenta que las anomalias congénitas son un grave problema de
salud publica en nuestro pais. Las malformaciones congénitas, incluyendo los
DTN, se han empezado a manejar con un sistema de vigilancia epidemioldgica,
basado en un modelo de desarrollo compartido con el Estudio Colaborativo
Latinoamericano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC); el cual se ha
establecido como un instrumento indispensable para el control de las
malformaciones congénitas y el desarrollo de las estrategias que permitan
prevenirlas, trabajando en conjunto con el Plan Nacional de Salud Publica,
2007-2010 (Decreto 3039 de 2007), en desarrollo de politicas en salud y la

atencion a la poblacién infantil de nuestro pais (4).

El plan también propone grandes estrategias, una de ellas, la vigilancia y el

control de las anomalias congénitas, patologias que vienen consolidandose
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desde hace mas de dos décadas en los primeros lugares de las causas de la
mortalidad infantil y que causan serias discapacidades (13,100,101). De esta
manera, al desarrollar una investigacion sobre los polimorfismos asociados a
las malformaciones a nivel de tubo neural, se realizan nuevos aportes en esta
area del conocimiento, para conocer mejor los mecanismos fisiopatolégicos de
la enfermedad, que permitan generar mejores modelos de prevencion, con un
posterior impacto directo en la mortalidad infantil y en la discapacidad de la

poblacion.

Dado que para lograr con eficacia el tamizaje neonatal de los DTN, es
necesario contar con marcadores predictivos para caracterizar poblaciones en
riesgo, conocer las frecuencias de los polimorfismos y la relacion entre
portadores de polimorfismos, es fundamental continuar con la realizacion de
investigaciones en este area, que permitan obtener patrones predictivos para

alteraciones y patologias de presentacion tardia.
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11. ANEXOS

ANEXO No 1

ﬂ PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EI PROYECTO DE
INVESTIGACION:

“SEGUIMIENTO MEDICO, DETECCION DE POLIMORFISMOS DE ENZIMAS DE
ACIDO FOLICO, EVALUACION DE LA CALIDAD DE VIDA FAMI LIAR Y
APLICACION DE LA ESTRATEGIA DE CUIDADO CENTRADO EN FAMILIA EN
PACIENTES CON DEFECTOS DE TUBO NEURAL Y TALIPES”

Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el Instituto de
Genética Humana de la Pontificia Universidad Javeriana.

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de
este estudio: (a) Su participacion y la de su hijo(a) en este estudio es totalmente voluntaria. (b)
NO PODEMOS GARANTIZARLE Y NO LE GARANTIZAMOS O PROMETEMOS QUE USTED
O SU HIJO(A) RECIBIRAN ALGUN BENEFICIO DE ESTE ESTUDIO. Sin embargo, esta
investigacion nos permitira evaluar el estado fisico, la calidad de vida familiar y el papel de los
polimorfismos de las enzimas que interactian con los Defectos de Tubo Neural, de manera
que los beneficios posteriores sean para usted, su familia u otros individuos afectados. (c)
Usted puede retirarse del estudio cuando lo desee. La revocacion de este consentimiento no
tendra perjuicio alguno sobre la relacién médico-paciente ni consecuencia alguna en la calidad
de atenciéon médica que se le suministre. (d) Ninguna persona involucrada en este estudio
recibird beneficios econémicos como pago por su participacion. (e) Este estudio no tiene
ningun interés econdmico por parte nuestra o de las instituciones colaboradoras. (f) Participar
en este estudio no tiene ningln costo para usted. (g) CONFIDENCIALIDAD: Los registros con
la informacion de cada individuo permaneceran archivados en el Instituto de Genética
Humana. Las historias médicas, los resultados de examenes y la informacién que usted nos ha
dado son de caracter absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo
de investigacioén tendra acceso a estos datos. Por ningln motivo se divulgara esta informacion
sin su consentimiento. Cuando los resultados de este estudio sean reportados en revistas
médicas cientificas o en congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron
parte en el estudio seran omitidos. (h) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion importante esta resumida a
continuacion y sera explicada por el grupo investigador. Si tiene algun interrogante sobre el
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estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho
gusto, le contestara sus preguntas. (i) No hay ningln procedimiento o protocolo alterno al
propuesto por este estudio. Su alternativa es no participar en el mismo. (j) Si cualquier
complicacién se presenta durante la investigacion, los investigadores lo ayudaran a obtener el
tratamiento médico adecuado, pero este estudio no le suministrard ayuda financiera para
costos médicos y no médicos adicionales. (k) Al firmar esta forma usted no esta renunciando a
sus derechos en caso de que se le cause un dafio personal.

Para mayor informacién, por favor llame en Colombia al 5946161 ext. 2471 o escriba en
Colombia al Comité de Investigaciones y Etica Facultad de Medicina Pontificia Universidad
Javeriana y del Hospital Universitario San Ignacio Carrera 72 No. 40-62 apartado 56710.
Adicionalmente, si usted no esta satisfecho con la forma como se estd conduciendo este
estudio o tiene otras preguntas concernientes a sus derechos como participante del estudio,
por favor contacte al mismo Comité en los teléfonos y direccion mencionados antes.

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVI DUO

OBJETIVO: Realizar el seguimiento de pacientes con Defectos de Tubo Neural incluidos en
las bases de datos del Instituto de Genética Humana o el programa de Vigilancia en Salud
Publica de Malformaciones Congénitas, a través de la valoracién médica, escala de calidad de
vida familiar, un programa de cuidado centrado en la familia y la evaluacién de polimorfismos
de enzimas relacionadas con el metabolismo del acido félico.

PROCEDIMIENTO: Se realizara una entrevista clinica con usted a su hijo(a), llenaran un
formato de calidad de vida familiar, participaran en un programa de cuidado centardo en familia
y se le tomara una muestra, de 2-5 mililitros de sangre (menos de una cucharadita). La toma
de la muestra serd realizada por personal especializado. Su vinculacion al proyecto sera de
algunos minutos.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacion en este estudio representa riesgo minimo
para la salud e integridad de su hijo(a) y las molestias y efectos adversos estaran
representados exclusivamente por la toma de muestras referida en el procedimiento que
pueden incluir dolor minimo, infecciones, sangrado y/o hematomas (morados).

BENEFICIOS ADICIONALES: Este estudio tiene para usted o su hijo(a) (los) siguiente(s)
beneficio(s) adicional(es): Ninguno.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES: Al tomar parte de este estudio es
importante que usted contemple las siguientes responsabilidades y precauciones: Debe seguir
las indicaciones y tratamientos de su médico.

MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados de las pruebas seran facilitados a usted si asi lo
desea.

OTRA INFORMACION PERTINENTE: En el curso del estudio se le suministrara a usted
cualquier tipo de informacion nueva, derivada de éste, que pueda modificar su participacion en
el mismo. Las muestras en ningdn momento seran utilizados con fines distintos a la
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investigacion. Usted podra, en el momento que lo desee, retirar las muestras del
almacenamiento y/o obtener informacién sobre su uso posterior. A discrecion del investigador
principal, en cualquier momento, cualquier voluntario puede ser retirado del estudio.

Si usted cree que ha sufrido una lesién relacionada con la investigacion o desea cualquier
informacioén adicional, por favor llame a el Dr. Ignacio Zarante MD., MsC. al Tel 3208320, Ext.
2798, Instituto de Genética Humana. Pontificia Universidad Javeriana.

AUTORIZACION: La utilizacién de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el
futuro a entender las causas y/o el comportamiento de la entidad anteriormente mencionada.
Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien directamente de estos
estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados podrian beneficiarse. Usted
tiene el derecho a no permitir que sus tejidos (células de la sangre) sean estudiados
inmediatamente o guardados para estudios en el futuro. Usted se puede retirar del estudio en
cualquier momento. Los investigadores podran guardar las muestras como parte del
tratamiento clinico rutinario sin que éstas sean incluidas en la investigacion. Por lo tanto, por
favor marque su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizaciéon en
estudios de investigacion posteriores:

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESEC HADA una vez completado el
estudio de investigacion.

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla en
las situaciones sefialadas a continuacion:

o En estudios complementarios de diagnéstico para mi o algin miembro de  Si No
mi familia :

o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de Sj N
esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis : 0
datos de identificacion:

o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) Sj NoO

objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo g; No
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve en
anonimato mis datos de identificacion.
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION V OLUNTARIA EN EL
ESTUDIO: Identificacion de los polimorfismos de las enzimas de acido folico en
pacientes con Defectos de Tubo Neural. Caso (] control []

Yo, identificado con documento de identificacion:
No. de , autorizo la toma de la muestra de sangre
periférica a mi hijo(a) , con el fin de realizar los
andlisis pertinentes a este estudio. Asi mismo, declaro que se me ha explicado la presencia de
los riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra. Fecha:
Paciente, Acudiente, Representante legal Testigo

Testigo Investigador

Forma aprobada por Comité de Investigaciones y Etica de la Facultailddicina de la Pontifici
Universidad Javeriana y del Hospital Universit&8an Ignacio.
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ANEXO No 2
".v" 2
J&'\;\i PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
}?_ FACULTAD DE MEDICINA

INSTITUTO DE GENETICA HUMANA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN El PROYECTO DE
INVESTIGACION:

“SEGUIMIENTO MEDICO, DETECCION DE POLIMORFISMOS DE ENZIMAS DE
ACIDO FOLICO, EVALUACION DE

LA CALIDAD DE VIDA FAMILIAR Y APLICACION DE LA ESTR ATEGIA DE
CUIDADO CENTRADO EN FAMILIA EN PACIENTES CON DEFECT OS DE TUBO
NEURAL Y TALIPES”

Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacién propuesto por el Instituto de
Genética Humana de la Pontificia Universidad Javeriana.

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion de
este estudio: (a) Su participacion y la de su hijo(a) en este estudio es totalmente voluntaria. (b)
NO PODEMOS GARANTIZARLE Y NO LE GARANTIZAMOS O PROMETEMOS QUE USTED
O SU HIJO(A) RECIBIRAN ALGUN BENEFICIO DE ESTE ESTUDIO. Sin embargo, esta
investigacion nos permitira evaluar el estado fisico, la calidad de vida familiar y el papel de los
polimorfismos de las enzimas que interactian con los Defectos de Tubo Neural, de manera
que los beneficios posteriores sean para usted, su familia u otros individuos afectados. (c)
Usted puede retirarse del estudio cuando lo desee. La revocacion de este consentimiento no
tendra perjuicio alguno sobre la relacion médico-paciente ni consecuencia alguna en la calidad
de atencion médica que se le suministre. (d) Ninguna persona involucrada en este estudio
recibird beneficios econémicos como pago por su participacion. (e) Este estudio no tiene
ningun interés econdmico por parte nuestra o de las instituciones colaboradoras. (f) Participar
en este estudio no tiene ningln costo para usted. (g) CONFIDENCIALIDAD: Los registros con
la informacion de cada individuo permaneceran archivados en el Instituto de Genética
Humana. Las historias médicas, los resultados de examenes y la informacién que usted nos ha
dado son de caracter absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo
de investigacion tendra acceso a estos datos. Por ningln motivo se divulgara esta informacién
sin su consentimiento. Cuando los resultados de este estudio sean reportados en revistas
médicas cientificas 0 en congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron
parte en el estudio seran omitidos. (h) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informaciéon importante esta resumida a
continuacién y sera explicada por el grupo investigador. Si tiene algun interrogante sobre el
estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho
gusto, le contestara sus preguntas. (i) No hay ningln procedimiento o protocolo alterno al
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propuesto por este estudio. Su alternativa es no participar en el mismo. (j) Si cualquier
complicacién se presenta durante la investigacion, los investigadores lo ayudaran a obtener el
tratamiento médico adecuado, pero este estudio no le suministrard ayuda financiera para
costos médicos y no médicos adicionales. (k) Al firmar esta forma usted no esta renunciando a
sus derechos en caso de que se le cause un dafio personal.

Para mayor informacién, por favor llame en Colombia al 5946161 ext. 2471 o escriba en
Colombia al Comité de Investigaciones y Etica Facultad de Medicina Pontificia Universidad
Javeriana y del Hospital Universitario San Ignacio Carrera 72 No. 40-62 apartado 56710.
Adicionalmente, si usted no estéd satisfecho con la forma como se estd conduciendo este
estudio o tiene otras preguntas concernientes a sus derechos como participante del estudio,
por favor contacte al mismo Comité en los teléfonos y direccion mencionados antes.

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVI DUO

OBJETIVO: Realizar el seguimiento de pacientes con Defectos de Tubo Neural incluidos en
las bases de datos del Instituto de Genética Humana o el programa de Vigilancia en Salud
Publica de Malformaciones Congénitas, a través de la valoracién médica, escala de calidad de
vida familiar, un programa de cuidado centrado en la familia y la evaluacién de polimorfismos
de enzimas relacionadas con el metabolismo del &cido félico.

PROCEDIMIENTO: Se realizara una entrevista clinica con usted a su hijo(a), llenaran un
formato de calidad de vida familiar, participaran en un programa de cuidado centardo en familia
y se le tomara una muestra, de 2-5 mililitros de sangre (menos de una cucharadita). La toma
de la muestra sera realizada por personal especializado. Su vinculacién al proyecto sera de
algunos minutos.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacion en este estudio representa riesgo minimo
para la salud e integridad de su hijo(a) y las molestias y efectos adversos estaran
representados exclusivamente por la toma de muestras referida en el procedimiento que
pueden incluir dolor minimo, infecciones, sangrado y/o hematomas (morados).

BENEFICIOS ADICIONALES: Este estudio tiene para usted o su hijo(a) (los) siguiente(s)
beneficio(s) adicional(es): Ninguno.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES: Al tomar parte de este estudio es
importante que usted contemple las siguientes responsabilidades y precauciones: Debe seguir
las indicaciones y tratamientos de su médico.

MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados de las pruebas seran facilitados a usted si asi lo
desea.

OTRA INFORMACION PERTINENTE: En el curso del estudio se le suministrara a usted
cualquier tipo de informacion nueva, derivada de éste, que pueda modificar su participacion en
el mismo. Las muestras en ningdn momento seran utilizados con fines distintos a la
investigacion. Usted podrd, en el momento que lo desee, retirar las muestras del
almacenamiento y/o obtener informacién sobre su uso posterior. A discrecion del investigador
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principal, en cualquier momento, cualquier voluntario puede ser retirado del estudio.

Si usted cree que ha sufrido una lesién relacionada con la investigacion o desea cualquier
informacion adicional, por favor llame a el Dr. Ignacio Zarante MD., MsC. al Tel 3208320, Ext.
2798, Instituto de Genética Humana. Pontificia Universidad Javeriana.

HOSPITAL UNIVERSITARIO SAN IGNACIO
AUTORIZACION PARA EL USO DE LAS MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL
ESTUDIO: Identificacion de los polimorfismos de las enzimas de acido fdlico en
pacientes con Defectos de Tubo Neural.
Caso [_] Control []

Yo, identificado con documento de identificacion:
No. de , autorizo la utilizacion de las muestras
residuales de uno de los rodetes de sangre que ya le ha sido tomado al nacer, a mi hijo(a)
para la prueba de TSH neonatal y de la muestra
de sangre periférica, tomada por parte del personal del Hospital Universitario San Ignacio, con
el fin de realizar los analisis pertinentes a este estudio. Asi mismo, declaro que se me ha
explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.

Fecha:
Paciente, Acudiente, Representante legal Testigo
Testigo Investigador

Forma aprobada por el Comité de Investigacionessop Ee la Facultad de Medicina de la Pontifi
Universidad Javeriana y del Hospital Universit&8amn Ignacio.

118



EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS
DEFECTOS DEL TUBO NEURAL s

AUTORIZACION: La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el
futuro a entender las causas y/o el comportamiento de la entidad anteriormente mencionada.
Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien directamente de estos
estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados podrian beneficiarse. Usted
tiene el derecho a no permitir que sus tejidos (células de la sangre) sean estudiados
inmediatamente o guardados para estudios en el futuro. Usted se puede retirar del estudio en
cualquier momento. Los investigadores podran guardar las muestras como parte del
tratamiento clinico rutinario sin que éstas sean incluidas en la investigacién. Por lo tanto, por
favor marque su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacion en
estudios de investigacion posteriores:

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESEC HADA una vez completado el
estudio de investigacion.

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla en
las situaciones sefialadas a continuacion:

o En estudios complementarios de diagnéstico para mi o algin miembro de  Si No
mi familia :
o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de

esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis Si No
datos de identificacion:
o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) Sj NoO

objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacién:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo g;j No
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve en
anonimato mis datos de identificacion.
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ANEXO No 3
EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE TOTAL CON EDTA
. Agitar suavemente el tubo para homogenizar su contenido.

. Afadir 1 mL de sangre a un tubo estéril que contiene 3 mL de solucién
de lisis celular (Cell Lysis Solution). Agitar la mezcla suavemente por
inversion, para mantener la integridad de las células sanguineas
nucleadas.

. Incubar durante 10 minutos a 22° - 24°C, invirtiendo el tubo

esporadicamente cada tres o cinco minutos.

Trascurrido el tiempo de incubacion, realizar la centrifugacion de las
muestras durante 3 minutos a 13.000 — 16.000g hasta visualizar el
sobrenadante proteico rojizo constituido principalmente por hemoglobina

y el pellet blanquecino de células nucleadas sanguineas.

. Posteriormente, remover todo el sobrenadante posible evitando el
contacto con el pellet que suele estar suelto, con el fin de remover la
mayoria de la hemoglobina circulante que puede interferir en la calidad
del material genético obtenido.

. Mezclar el precipitante restante obtenido en el tubo con la ayuda de un

vortex, para resuspender las células blancas del pellet.

. Seguido a esto, es afiadir 1 mL de solucion de lisis nuclear (Nuclei Lysis
Solution) y mezclar con vortex para contribuir a lisar las células
nucleadas.

. Afadir 100 mL solucion precipitante de proteinas (Protein Precipitation
Solution) a la muestra, para que al ser mezclado con vortex logre

precipitar las proteinas remanentes mediante el uso de sales.
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9. Centrifugar las muestras durante 3 minutos a 13.000 — 16.000g y una
vez transcurrido el tiempo, visualizar un pellet rojizo precipitado en el
fondo del tubo.

10. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL
gue contiene 1 mL de isopropanol y mezclar suavemente por inversion

hasta visualizar la formacion de la malla de ADN precipitado.

11.Realizar centrifugacion de las muestras durante 10 minutos a 13.000 —
16.000g, con el fin de precipitar el ADN en el fondo del tubo y una vez

concluida la centrifugacion, eliminar el sobrenadante por decantacion.

12.Agregar al ADN obtenido, 300 pL de etanol al 70% con el fin de lavar el
ADN precipitado mediante la inversion del tubo.

13.Aspirar el etanol al 70% con una pipeta Pasteur estéril, evitando arrastrar
el pellet de ADN.

14.Realizar secado y fijacion del ADN en el fondo del tubo, invirtiéndolo y
dejandolo secar en papel absorbente durante 10-15 minutos.

Posterior al secado de las muestras, afadir 100 pL de solucion de
rehidratacion (ADN Rehydration Solution (Tris HCl 10 mM a pH 7.4 y
EDTA 1mM a pH 8.0)) e incubar durante 1 hora a 65 °C o durante toda
la noche a 22° - 24°C.

15.Almacenar a 2° - 8°C el ADN hasta su procesamiento ulterior.
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L]
Wizard® Genomic DNA Purification Kit Q“,!F .‘4"
NS THUCTIONS PO LISE CF PROCEICTS AT, 1523, A1125 AND A5, oL
Isotation of Genomic DNA from Whole Blood
Lysis Pratain DNA

Sampla solution Precipitation Relydration
Size Call Muclei  Bolefion Isapropanol  Solufion
00l GO0 300y 1001 300 100k

Al &l i 330 1mi 15001 Actd Ced Lyses

o ol il il i | POl Snase

il 30mi 10ml 3.3mi 10mi LT
A ks 5 2590 can B processd Wi It Sy, Flaass s Tachnical Manued FTMOG], Seciion 3.0
Red Blood Call Lysis
1 L!sir?vqhmmhm the takie ahove, combing the appropriala volumes af
Call Lysis Sohstion and biocd. Mix by invarsion.
2. Incubala for 10 mineies at room fenparatura.
3. Centrifuge:
<300yl sample 13.000-16,000 = g% 20 seconds
1-10ml sample 21000« g; 10 mintses
4. Discaed supernatand. Voetey: pellat

Huclei Lysis and Protein Precipifation
5. Using wolames from the tabie above, add Nuciei Lysis Sohaion and mix by
inversion.
B Add Protain Precipitation Solution; wortex for 20 seconds.
7. Cantrifuge:
<300yl sample 1300096000 = g% 3 minutas
1-10mil sample 2,000 = g; 10 minules

DNA Precipitation and Rehydration

Dimcard supsmatant.
Agdd sthanol

T DU R P I
1T
15
i

Ceniriupes.
B. Trangier supematant fo g new fuba comtaning isopropanal {sing volumes
fram fabie above). Mo Netieate el 8
0. Canfrifuge: [— =
<300yl sample 13,000-16,000  g°; 1 mineéa Rehydrai=ONA. - §
1-10ml sampla 2,000 g; 1 mimula A

10. Cescand supernatand Add 70% sthanol {same volume 23 opropanod).
11. Centrifugeas in Step 4.
12 Aspirate the athanol and ai-dry the pellet (1015 mmutes),

13 Refmraiz tha DA in the approprizie voluma of DA Rehydration Solution for
1 hour & 65°C or overnight 2 4°C.
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ANEXO No 4

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE GOTAS DE SANGRE EN PA PEL
FILTRO

1. Colocar los discos de papel de filtro impregnados con gotas de sangre

en tubos de microcentrifuga estériles.

2. Adicionar 500 pL de agua estéril a cada tubo que contiene cada una de

las muestras.

3. Mezclar las muestras en un vortex a temperatura ambiente por 10

minutos.

4. Posterior a la homogenizacion de las muestras en el agua, remover el
sobrenadante a otro tubo estéril y adicionar 200 pL de Chelex-100 al 5%
(BioRad Laboratories, California, USA).

5. Incubar los tubos en un termociclador o bloque térmico a 56T por 90

minutos.

6. Posterior a la incubacion, mezclar los tubos e incubar nuevamente a
90 por 10 minutos.

7. Dejar enfriar los tubos y centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos.

8. Retirar el sobrenadante en un tubo nuevo estéril y almacenar el ADN en

refrigeracion (2° - 8°C) hasta su utilizacion.
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ANEXO 5

PROTOCOLOS DE AMPLIFICACION POLIMORFISMOS ASOCIADOS CON

LOS DTN

Protocolo de amplificacion MTHFR C677T

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 51X 2.5 UL
MgCl, (25 mM) 1.5uL
dNTPs (2 mM) 0.5 L
Primer A (677A) (10 mM) 0.5 uL
Primer B (677B) (10 mM) 0.5 uL
Taq Polimerasa (Promega) 0.5 uL
Agua 17 L
ADN (44 ng/uL) 2 uL
Volumen final de reaccion 25 uL
Fragmento esperado 198 pb

Condiciones Termociclador ocC Tiempo
Denaturacion inicial 9501C 4
Ciclos 35 ciclos
Denaturacién 95(1C 30"
Anillamiento 620C 60"
Elongacion 7201C 30"
Elongacion final 720C 7
) 411C b
Condiciones El ectroforesis Verificacion

Gel Agarosa 1%
Producto PCR 7 uL
Buffer de carga 4 uL
Voltaje 120V
Tiempo 30’
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Protocolo de amplificacion MTHFR A1298C

Condiciones Master Mix 1X

Buffer 5X 4 uL
MgCl, (25 mM) 2.5 uL
dNTPs (2 mM) 1L
Primer A (1298F) (5 mM) 2 uL
Primer B (1298R) (5 mM) 2 uL
Taq Polimerasa (Promega) 0.25 uL
Agua 5.25 yL
DMSO 1L
ADN (44 ng/uL) 2 uL
Volumen final de reaccion 25 uL
Fragmento esperado 241 pb

Condiciones Termociclador ocC Tiempo
Denaturacion inicial 9501C 4
Ciclos 35 ciclos
Denaturacion 9511C 30”
Anillamiento 610C 60"
Elongacion 7200C 30"
Elongacion final 7201C 7
© 411C oo

Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Agarosa 1%
Producto PCR 7 uL
Buffer de carga 4 uL
Voltaje 120V
Tiempo 30’
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Protocolo de amplificacion CBS ins68pb.

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 5X 2 uL
MgCl, ( 25 mM) 1.2 yL
dNTPs (2 mM) 2 UL
Primer A ( 295 ) (10 mM) 1L
Primer B ( 296 ) ( 10 mM) 1uL
Taq Polimerasa (Promega) 0.2 uL
Agua 10.6 yL
ADN (44 ng/pL) 2 uL
Volumen final de reaccion 20 uL

WT 805pb

Fragmento esperado INS 873pb

Condiciones Termociclador ocC Tiempo
Denaturacion inicial 9411C 2'
Ciclos 35 ciclos
Denaturacién 9411C 10"
Anillamiento 66L1C 25"
Elongacion 7201C 30"
Elongacion final 7201C 5’
© 411C o0

Condiciones Electrofore sis Verificacion
Gel Agarosa 1%
Producto PCR 7 uL
Buffer de carga 4 uL
Voltaje 100V
Tiempo 60’

EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS
DEFECTOS DEL TUBO NEURAL
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Protocolo de amplificacion CBS C699T

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 5X 3.1 L
MgCl, (25 mM) 1.5l
dNTPs (2 mM) 3.1uL
Primer A (699A) (10 mM) 0.5 uL
Primer B (699B) (10 mM) 0.5 uL
Taq Polimerasa (Promega) 0.2 uL
Agua 14.1 yL
ADN (44 ng/uL) 2 uL
Volumen final de reaccion 25 L
Fragmento esperado 289 pb
Condiciones Termociclador ocC
Tiempo
Denaturacion inicial 9501C 3
Ciclos 35 ciclos
Denaturacién 9211C 60"
Anillamiento 64LC 60"
Elongacion 7201C 30"
Elongacion final 7201C 7
) 40C 0
Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Agarosa 1%
Producto PCR 7 uL
Buffer de carga 4 UL
Voltaje 120V
Tiempo 45’
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Protocolo de amplificacion MTRR A66G

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 5X 2.5uL
MgCl, (25 mM) 1.2 uL
dNTPs (2 mM) 1L
Primer A (1298F) (5 mM) 0.5 uL
Primer B (1298R) (5 mM) 0.5 uL
Taq Polimerasa (Promega) 0.25 uL
Agua 12.05 uL
ADN (44 ng/pL) 2 uL
Volumen final de reaccion 25 uL
Fragmento esperado 105 pb

Condiciones Termociclador ocC Tiempo
Denaturacion inicial 9501C 5
Ciclos 35 ciclos
Denaturacién 9501C 30"
Anillamiento 6001C 60"
Elongacion 7201C 30"
Elongacion final 7201C 5
© 4nC o0

Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Agarosa 1%
Producto PCR 7 UL
Buffer de carga 4 uL
Voltaje 150V
Tiempo 30’
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ANEXO 6

PROTOCOLOS DE DIGESTION PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

POLIMORFIRMOS ASOCIADOS CON LOS DTN

Protocolo de RFLPs MTHFR C677T

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 2 uL
Agua 15.3 uL
Enzima Taq | (Fermentas) 0.5 uL
BSA 0.2 yL
Producto PCR 2 uL
Volumen final de reaccion 20 yL
Fragmento esperado 198 pb
CC 198 pb
CT 198 pb - 173 pb
TT 173 pb—25pb

Condiciones Digestion

ocC Tiempo

Activacion de la digestién

6500C 5-17 Horas

Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Poliacrilamida(30:1)
12%
Producto digerido 10 yL
Buffer de carga 2 uL
Voltaje 120V
Tiempo 60’

EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS
DEFECTOS DEL TUBO NEURAL
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Protocolo de RFLPs MTHFR A1298C

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 2 uL
Agua 15.3 uL
Enzima Mbo Il (Fermentas) 0.5 uL
BSA 0.2 yL
Producto PCR 2 uL
Volumen final de reaccion 20 uL
Fragmento esperado 204 pb
AA 204 pb
AC 241 pb — 204 pb
CC 241 pb
Condiciones Digestion ocC Tiempo
Activacién de la digestién 370C 5-16 Horas
Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Poliacrilamida(30:1) 12%
Producto digerido 10 M
Buffer de carga 2 uL
Voltaje 150V
Tiempo 60’

EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS
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EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS
DEFECTOS DEL TUBO NEURAL

* Protocolo de RFLPs CBS C699T

Condiciones Master Mix 1X
Buffer 2 uL
Agua 15.3 uL
Enzima Rsal (Fermentas) 0.3 uL
BSA 0.2 yL
Producto PCR 4 uL
Volumen final de reaccion 20 yL
Fragmento esperado 177 pb
CcC 177pb — 92 pb
CT 177 -112-92 pb
TT 177 -112 pb

Condiciones Digestion

oc Tiempo

Denaturacion inicial

3700C 5-17 Horas

Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Poliacrilamida(30:1)
12%
Producto digerido 10 yL
Buffer de carga 2 uL
Voltaje 150V
Tiempo 45
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EVALUACION DE LA ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS C677T, A1298C DE LA MTHFR, C699T DE LA CBS Y A66G DE LA MTRR CON LOS
DEFECTOS DEL TUBO NEURAL

* Protocolo de RFLPs MTRR A66G

Condiciones Master Mix 1X

Buffer 2 uL
Agua 10.5 yL
Enzima Nspl (Fermentas) 0.3 uL
BSA 0.2 yL
Producto PCR 7 UL
Volumen final de reaccion 20 yL
Fragmento esperado 93 pb

AA 93 pb—-12 pb

AG 93 pb— 70 pb

GG 70-23-12pb

Condiciones Digestion

oc Tiempo

Denaturacion inicial

350C 5-17 Horas

Condiciones Electroforesis Verificacion
Gel Poliacrilamida(30:1)
12%
Producto digerido 10 yL
Buffer de carga 2 uL
Voltaje 120V
Tiempo 60’
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