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SUMMARY

Neural tube defects (NTDs) are a group of congenital anomalies that affect the central nervious

system. Spina Bifida (SB) is the most frecuent NTD in live births andi t is usually associated to
disease, disability; and mortality. NTDs are considered as a multifactorial disease. Women who
use folic acid periconceptionally are at a 50-70% reduced risk for NTD-affected pregnancies.
More than 80 candidates genes to SB are been studied, someones related to folic acid
metabolic pathway. MTHFR gene is the gene more studied in NTDs. Its allele 677T is asdciate
to higher risk to NTD. It is important to study polymorphisms in MTHFR gene in Chile because
Chilean population has dfferent ethnic origen from others previous studied populations.

INTRODUCCION

La espina bifida (EB) es una anomalia congéni-
ta que forma parte del grupo de los defectos
de cierre del tubo neural (DTN) y que ocurre por
alteraciones en el desarrollo embrionario entre las
semanas 3 y 5 de gestacién. La EB es el DTN mis
frecuente en los neonatos nacidos vivos y se aso-
cia a mayor morbimortalidad, asi como a diversos
grados de discapacidad. Cada ano nacen en Chile
aproximadamente 100 nifios con espina bifida, de

los cuales 5% son mortinatos"?.

Chile es un pais en el cual tras 10 afos de iniciado
el programa nacional de la fortificacién de la ha-
rina de trigo con dcido félico (AF), se ha logrado
reducir la ocurrencia del 52% de casos de EB y del
50% en todos los DTN, cifras similares al efecto
méximo detectado para tal intervencién en otros
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paises a nivel mundial®. Dado que a pesar de esta
medida, siguen naciendo nifios con EB, resulta
muy importante analizar en la poblacién chilena
las causas genéticas de la enfermedad.

En la presente revisién comentaremos de manera
global los estudios que han permitido postular a
la via de los folatos dentro del grupo etiolégico de
los DTN. Posteriormente nos centraremos especi-
ficamente en los estudios sobre el gen de la meti-
lentetrahidrofolatoreductasa y su relacién con los

DTN.

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE DTN

En 1965, Hibbard y Smithells sugirieron que el
tipo de dieta podria estar asociado a la aparicién de
DTN®. Estudios poblacionales posteriores permi-
tieron constatar que las mujeres con fetos con DTN
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tenfan en el primer trimestre de gestacién niveles sé-
ricos més bajos de AF y vitamina C en comparacién
a un grupo control®. En la década de los 80, bajo la
hipétesis que suplementando vitaminas en el perio-
do periconcepcional podria prevenirse la aparicion
de alteraciones del sistema nervioso central, se efec-
tud un estudio clinico controlado no aleatorizado.
En este estudio se incluyé 438 mujeres con historia
previa de un hijo afectado con DTN a las cuales
se les administré un suplemento multivitaminico.
Los resultados de este estudio mostraron que dentro
del grupo que recibié vitaminas, 0,6% de fetos tuvo
DTN, en tanto que en el grupo no suplementado,
el 5%, lo tuvo®. Estudios posteriores del mismo
grupo confirmaron estos resultados, incluyendo
siempre mujeres en riesgo de recurrencia de DTN,
pero mejorando la metodologia e incrementando el
tamafo de la muestra®”. Considerando estos ha-
llazgos se continuaron efectuando a nivel global es-
tudios tanto observacionales como de intervencion
sobre la ingesta dietaria de folatos y la suplementa-
cién con AF. Dentro de los estudios observacionales
que evaluaron el efecto del uso de suplementos vita-
minicos conteniendo AF, se destaca que todos salvo
uno®, demuestran un significativo efecto protector
en el rango de 35 a 71% (OR: 0,29-0,65) frente a
la ocurrencia de DTN®2, Por otra parte, las in-
gestas altas de folatos a través de la dieta durante el
periodo periconcepcional también demostraron un

rol protector’?.

Los estudios intervencionales, incluidos tanto es-
tudios controlados aleatorizados como no aleato-
rizados""”, han demostrado el rol protector del
AF frente a los DTN, obteniéndose la evidencia
més potente después de dos estudios controlados
aleatorizados: el estudio del Medical Research
Council (MRC) sobre recurrencia de DTN® y el

estudio hiingaro sobre ocurrencia de DTN,
Respecto a estos dos tltimos estudios, se destaca que

el estudio del MRC™), el cual incluy6 33 centros de 7
paises diferentes y un total de 1.817 mujeres con alto

www.redclinica.cl

riesgo de recurrencia (por tener un hijo afectado con
DTN), distribuyé a las participantes en 4 grupos a
saber: suplementacion con 4 mg de 4cido f6lico, mul-
tivitaminas, ambas o ninguna. Los resultados de este
trabajo demostraron que el 4cido félico era un factor
protector (RR: 0,28; IC 95% 0,12-0,71). En tanto
que en el grupo de los multivitaminicos sin AF, no
se evidencié efecto protector estadisticamente signifi-
cativo (RR: 0,8; IC 95% 0,32-1,72). Se debe resaltar
que los suplementos multivitaminicos empleados en
los otros grupos del estudio no contenfan vitamina
B12, lo cual pudo reducir el margen del efecto pro-
tector del dcido félico reportado aqui frente a lo infor-
mado posteriormente por Czeizel y Dudas®®.

El otro estudio cldsico sobre AF y DTN es el hiin-
garo’® en el cual evaluaron la capacidad de AF de
prevenir ocurrencia de DTN, es decir, su efecto en
mujeres sin riesgo adicional para tener nifios con
DTN. Para ello emplearon en su grupo de interven-
cién complejos multivitaminicos con un contenido
de 0,8 mg de 4cido f6lico y lo compararon con el
grupo control al cual administraron elementos tra-
za. Los resultados de este estudio reportaron que
dentro del grupo de mujeres con multivitaminicos
no hubo casos de DTN, en tanto que entre aquellas
que recibieron los elementos traza, 2,4 de cada 1.000
gestaciones se vio afectada por DTN (p=0,03). Este
es el primer estudio en reportar el efecto protector
para DTN de multivitaminicos en poblacién sin
factores de riesgo para los mismos; sin embargo, no
comprobaba que fuera el 4cido félico especificamen-
te el responsable de la reduccién de DTN. Mds adn,
sus resultados a la luz de los conocimientos actuales,
estarfan contaminados por el efecto protector ante
DTN que se le atribuye a la vitamina B12, elemen-
to presente en el suplemento vitaminico empleado
en el estudio mencionado. Estudios posteriores a
los descritos se han centrado en pesquisar dosis me-
nores de AF para asegurar el efecto protector ante
la ocurrencia de DTN en la poblacién. Dentro de
ellos destaca especialmente el efectuado en China,
en el cual a través de un estudio de intervencién no
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aleatorizado, se verificé que una dosis de 0,4 mg/dia
de AF era suficiente para prevenir DTN y se eviden-
ci6 ademds que el papel protector del AF era mayor
en aquellas poblaciones con mds tasas altas de DTN
previa a la intervencion®.

¢ES LA DEFICIENCIA DE FOLATOS
LA CAUSA DE LOS DTN?

Como se mencion6 anteriormente, Smithells ez 2/
(1976) demostraron que habia bajos niveles de fola-
tos en madres de nifios afectados por DTN frente a
“19). Posterior a ello, otros
investigadores en diferentes paises coincidian con
estos resultados, siendo asi como Kirke ez a/ (1993),
analizando muestras de sangre provenientes de 348

mujeres sin hijos afectados

mujeres a la semana 15 de gestacién (81 con fetos con
DTN y 247 con fetos sanos), encontraron que tan-
to los niveles de folatos como de vitamina B12 eran
significativamente menores en aquellas que tenfan
fetos con DTN frente a los controles. Mds atn, los
riesgos de las dos vitaminas parecian independientes
y se evidenciaba mayor riesgo en los fetos de aquellas
mujeres con déficit de ambas vitaminas®”.

Otros estudios han demostrado que el nivel de
folatos en los eritrocitos se relaciona directamente
con el riesgo de tener un nino afectado por DTN.
Es asi como a niveles de folato en eritrocitos ma-
ternos de 150ng/ml (340nmol/l), la tasa de DTN
es de 6,6 por cada 1.000 nacimientos y con nive-
les de 399ng/ml (906 nmol/l) es de 0,8 por cada
1.000 nacimientos. Cabe destacar que ninguno de
los dos valores corresponde a deficiencia de folato

de acuerdo a la norma internacional®"??.

Todas las aproximaciones metodolégicas descritas
hasta este momento apuntan a que los DTN po-
drian estar vinculados a alteraciones en el meta-
bolismo del folato y que al estudiar los genes que
codifican las proteinas implicadas en esta via meta-

bolica, podria detectarse la etiologia de los DTN.

METABOLISMO DEL FOLATO,
METIONINA Y HOMOCISTEINA

La Figura 1 resume la interrelacién existente entre
el metabolismo del folato, la metionina y la homo-
cisteina. Como puede apreciarse, en esta relacion
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Figura 1. Metabolismo del folato, metionina y homocisteina.
BHMT: betaina-homocisteina metiltransferasa.

CBS: cistationina sintetasa.

MS: metionina sintetasa. MTHRD: metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa. MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa.
5,10-MTHF: N5,N10 metilren tetrahidrofolato. 5-MTHF: N5-
metiltetrahidrofolato. SAM: S-adenosilhomocisteina. SAHcy:
S- adenosilhomocisteina. “+": activador. ““: inhibidor.
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interfieren varias enzimas (MTHFRD, MTHEFR,
MS, BHMT, CBS, receptores de folatos y cofacto-
res del complejo de vitaminas B).

Los estudios de posibles genes candidatos relacio-
nados con esta via metabdlica y los DTN han en-
contrado asociacién con algunos de ellos a través
de estudios caso-control y de trios caso-progenito-
res. Centraremos nuestra revisién especificamente
en los trabajos que se relacionan con la metilente-
trahidrolofatoreductasa (MTHFR). La MTHFR
es la enzima que cataliza la conversion irreversible
de 5,10 metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahi-
drofolato y permite la liberacién de una unidad de
carbono para la sintesis de purinas y pirimidinas,
asi como para proveer grupos metilo para que la
S-adenosilmetionina (SAM) medie en las reaccio-
nes de metilacién®.

GEN DE LA
METILENTETRAHIDROFOLATOREDUCTASA
(MTHFR)

La MTHEFR humana es una proteina que posee
dos isoformas, una de 77kDa y otra de 70KDa de
peso molecular. La isoforma de 77KDa es ubicua
y la de 70kDa se encuentra en el higado del adulto
y en el higado y los rifiones fetales®?.

El gen que codifica para la MTHFR estd locali-
zado en el cromosoma 1 (1p36.3) y tiene 11 exo-
nes (Figura 2). Su regién promotora tiene sitios
de unidn para factores de transcripcién, pero no
cuenta con cajas de secuencias TATA. Esta regi6n

es similar a las secuencias promotoras de otros
genes codificantes como, por ejemplo, cistatio-
nina sintetasa, metionina sintetasa y metionina
sintetasa reductasa®. En el exén 1 del gen de la
MTHER hay un sitio de splicing alternativo. Las
secuencias UTRs de este gen son largas y se pos-
tula que estdn relacionadas con la regulacién de

genes complejos®®.

La MTHER posee dos dominios: uno catalitico
(en el extremo amino terminal, de 40 kDa), el
cual se une a FAD, DAPH y al metilentetrahidro-
folato; y un dominio regulatorio (de 37 kDa en
el extremo carboxilo-terminal). Entre estos domi-
nios existe una regién hidrofébica con secuencias
Lys-Arg-Arg-Glu-Glu, la cual constituye el sitio de
unién para la tripsina®. La digestion con tripsi-
na de MTHER no se relaciona con pérdida en la
actividad catalitica, pero hace que la proteina sea
insensible a la regulacién alostérica. El inhibidor
alostérico de la MTHEFR es la SAM®@,

Los estudios sobre mutaciones en el gen de la
MTHER se han focalizado en los dominios ca-
taliticos. Se han identificado mds de 20 mutacio-
nes, siendo la mayoria de ellas de cardcter privado.
Estas mutaciones se han identificado en pacientes
con homocisteinemia, entidad que ha sido descrita
como asociada a riesgo a enfermedades cardiovas-
culares, asi como a DTN®42%30_ Se han identifica-
do ademds dos polimorfismos de este gen: C677T
y A1298C, que se asocian a disminucién en la ac-
tividad enzimdtica (Figura 2).
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En el caso del polimorfismo C677T (A222V), la
enzima se torna termoldbil, causando pérdida de
su actividad con el incremento de temperatura.
Probablemente esta mutacién cambie la estruc-
tura secundaria del péptido y las interacciones
entre mondmeros. La proteina modificada pierde
su cofactor FAD mds rdpidamente y tiene menos
estabilidad®"#?. El efecto de la mutacién puede ser
suprimido si se adiciona folato®*3?
ra una alta afinidad por FAD y un incremento en
la estabilidad de la MTHFR®. La validacién de

los modelos 77 vitro de dichos hallazgos han sido

, el cual gene-

refrendados tras observar que individuos homoci-
gotos para la variante TT con niveles elevados de
homocisteina, atribuidos parcialmente al estado de
la riboflavina, pueden ser revertidos con la admi-
nistracién de riboflavina®**). No obstante, la im-
portancia relativa del estado del folato celular en
estabilizar la enzima y su relacién con el estado de
la riboflavina, atin estd por esclarecerse.

In vivo, la variante 6777 se asocia a la reduccién
de los niveles plasmdticos y eritrocitarios de fola-
tos, lo cual hace plausible el requerimiento de mds
folato®®). Se sabe que existe una amplia heteroge-
neidad en la distribucién mundial del polimorfis-
mo, teniendo rangos de genotipos homocigotos
TT con frecuencias de 0,2 a 0,36 en mexicanos y
europeos del sur a 0,12 en los europeos del norte y

<0,01 en los grupos de africanos®#3).

El polimorfismo A1298C, que se localiza en la
regi6n del dominio regulador, no tiene mucho
efecto sobre la actividad proteica. La literatura
reporta que la frecuencia del genotipo 1298CC es
de 10% y que la frecuencia del alelo 1298C es de
0,36 en diferentes poblaciones“?. El descenso en
la actividad enzimdtica de la MTHFR no ha sido
solamente relacionada con los DTN, sino también
con enfermedades cardiovasculares, trombosis
venosa y fisuras labio-palatinas. La concentracién
baja de 5-metiltetrahidrofolatoreductasa también
tiene ingerencia en la regulacién génica (por
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ejemplo, supresion de genes en cdncer), dado que
disminuye el nivel de SAM, una sustancia esencial
para las reacciones de metilacién®.

MODELOS EXPERIMENTALES PARA
MUTACIONES DE MTHFR

Existen a la fecha mds de 240 modelos de ratones
mutantes para DTN, Dentro del estudio para
establecer estos modelos, se evaluaron las muta-
ciones en el gen Mthfr, detectindose que las ratas
heterocigotas para la delecién del gen Mihfr se de-
sarrollan normalmente, en contraste con aquellas
que son knock our (KO) para el gen, en las cuales
se evidencia una vida corta y trastornos del movi-
miento. Ademds en algunas ratas Mzhfr -/- se pue-
den apreciar deformidades en la cola, lo cual las
hace similares a las ratas de cola curly, que son un
modelo experimental para DTN. M4s atin, las ra-
tas sin el gen de la Mzhfr tienen ojos prominentes,
trastornos en el desarrollo de la regién crineofacial
e hipercifosis. Sin embargo, ninguna de las ratas
con exclusién total o parcial del gen de la Mihfr
aislado tiene una forma evidente de DTN®6-49),

Gen de la MTHFR y su asociacion a DTN

Se han desarrollado varios estudios sobre la aso-
ciacién del gen de la MTHEFR y los DTN, en los
cuales se reporta asociacién el genotipo 677TT
y el aumento de riesgo para DTN®-Y. En 1999
Shields ez al, luego de estudiar 218 familias irlande-
sas de nifios con DTN por el método de trios, con-
cluyeron que el genotipo MTHEFR 677TT estaba
asociado con este grupo de malformaciones con
un OR de 2,57 (IC 95%: 1,48-4,45; p=0,0005),
siendo el efecto mds importante si era el embrién
quien portaba dicho genotipo y siendo menos
fuerte el efecto si era la madre quien lo portaba®.
En este siglo se supo ademds que el genotipo CT
también conferia un incremento en el riesgo para
DTN, Un metandlisis efectuado en 2000 sobre
los estudios existentes sobre la asociacién entre el
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polimorfismo C677T y los DTN®, concluyé que
tanto el genotipo TT embrionario como el ma-
terno son factores de riesgo equivalentes, con OR
de 1,8 (CI 95%: 1.4-2.2) para los casos y de 2.0
(CI95%: 1.5-2.8) para las madres. Sin embargo,
la metodologia de dicho metandlisis puede inducir
a errores, dado que comparé a las madres con los
controles, sin corregir o considerar el genotipo del
caso. Para verificar esta situacién, un nuevo estu-
dio fue realizado en poblacién americana de 175
pacientes con DTN y sus familias en 2003 por
Rampersaud et a/, cuyo resultado ratifica que es
la condicién de genotipo T'T en el embrién la que
confiere mayor riesgo para DTN®?. No obstante,
no se puede dejar de mencionar aqui que el riesgo
conferido por el genotipo TT tendria una baja pe-
netrancia, puesto que la mayoria de los individuos

TT no presentan DTN®?.

Mas atin, existen estudios en otras poblaciones que
no han logrado identificar el genotipo TT como fac-
tor de riesgo para DTN. Dentro de las posibles cau-
sas de estas diferencias se han postulado: a) el bajo
poder estadistico de los estudios, relacionados di-
rectamente con un tamafo muestral pequeno, b) la
frecuencia variable del genotipo TT en los diferentes
grupos étnicos, ¢) las interacciones entre variantes nu-
tricionales y su modulacién en el posible efecto de la
@59y d) la varia-
bilidad de asociacién entre ciertos DTN especificos

mutacién en la aparicién de DTN

y el genotipo T'T, lo que llevaria a que estudios que
seleccionen diferentes tipos de DTN tendrfan menor
probabilidad de encontrar la asociacién®®.

;COMO SE RELACIONA EL
GENOTIPO 677TT CON LOS DTN?

Pese a los hallazgos descritos, atin no se sabe cémo
podria el genotipo TT estar actuando biolégica-
mente para desencadenar la aparicién de un DTN.
No obstante, se ha postulado que dado el punto
critico de la enzima en la via metabdlica de los fo-
latos, donde se donan unidades de carbono para
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la sintesis de ADN y/o para las reacciones de me-
tilacién, su rol estaria vinculado bien con la proli-
feracion celular o con trastornos en la metilacién
que pudieran generar cambios postraduccionales
que modifiquen proteinas, o bien, silenciando la
expresion de genes o incluso alterando los procesos
de senalizacién celular.

(EXISTEN OTRAS VARIANTES POLIMORFICAS
DEL GEN DE LA MTHFR IMPLICADAS EN LA
APARICION DE DTN?

Se ha estudiado la asociacién entre el SNP A1298C
y los DTN. Este polimorfismo genera la sustitu-
cién de una adenina por una citosina en la posi-
cién 1298, lo cual genera un cambio en la secuen-
cia aminoacidica de un glutamato por una alanina
(Gln429Al1a)"”. Esta mutacién produce una enzi-
ma menos activa, aunque su funcién esta menos
alterada que en el polimorfismo 677T%*7%. La
presencia de este SNP no se traduce en modifica-
ciones de los niveles de homocisteina ni de folatos.

Respecto al SNP A1298C, existe un solo estudio
que ha encontrado su asociacién con DTN®?, el
resto no ha encontrado asociacion entre ellos. Mds
atin, se sabe hoy que el SNP A1298C estd en
fuerte desequilibrio de ligamiento con la varian-
te C677T, rasgo pocas veces considerado en es-
tudios de estos SNP. Esto puede condicionar que
no se haya encontrado un efecto independiente
de C677T para esta variante polimérfica en los
DTNGM60-69 Por lo tanto, a la fecha se estima que
el SNP A1298C no serfa un factor de riesgo para
DTN.

¢COMO Y POR QUE PARTIR EL ESTUDIO DE LAS
CAUSAS GENETICAS DE ESPINA BIiFIDA EN CHILE
CON EL ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE LA
MTHFR?

La hipétesis de que la suplementacion con 4dcido £6-

lico modifica procesos relacionados con la via me-
tabdlica de los folatos tanto en la madre como en

125



el embridn, es un consenso internacional. Resulta
importante estudiar los polimorfismos C677T y
A1298C del gen de la MTHEFR y su posible aso-
ciacién con la aparicién de EB en Chile, pues es
una poblacién mixta cuyo origen étnico difiere de
las poblaciones previamente analizadas y nos per-
mitirfa ahondar mds en los factores etiolégicos de
la patologia.

Las metodologias internacionalmente propuestas
para este tipo de estudios se agrupan bdsicamente
en dos modelos: 1) un andlisis bdsico de casos y
controles, en el cual se evalGa la prevalencia del
polimorfismo particular en los casos y se compara
con un grupo de caracteristicas étnicas similares
que no porten DTN, usando una aproximacién
logaritmica lineal®®, y 2) un andlisis secundario,
en el cual se evalde la transmisién preferencial de
un alelo en particular desde padres heterocigotos
a los casos, empleando el test de desequilibrio de
transmision®”. Dado que en estos estudios s6lo los
padres heterocigotos son informativos para el ani-
lisis final, se requiere un niimero grande de trios
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(paciente, madre y padre) para asegurar el poder

de los mismos®®.

En resumen, los defectos de cierre de tubo neural
son una patologfa considerada de herencia multi-
factorial, la cual es prevenible en un 50% a 70%
de los casos a través de la ingesta de dcido fdlico en
el periodo periconcepcional. Respecto a los genes
implicados en su etiopatogenia, existen més de 80
posibles candidatos en estudio actualmente, algu-
nos de ellos relacionados con el metabolismo de los
folatos. Dentro de este grupo, el gen mds estudia-
do ha sido el de la metilentetrahidrofolatoreducta-
sa, en el cual para ciertas poblaciones la presencia
del polimorfismo 677T se asocia a mayor riesgo de
defectos de tubo neural. Resulta importante estu-
diar los polimorfismos del gen de la MTHFR y su
posible asociacién con la aparicién de EB en Chile,
pues es una poblacién mixta cuyo origen étnico
difiere de las poblaciones previamente analizadas y
nos permitirfa ahondar mds en los factores etiolé-
gicos de la patologia.
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