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Introduccion

Los defectos del tubo neural (DTN) son un grupo de malformaciones »
congénitas del cerebro y del cordon espinal. Dentro de estos defectos, los (
mas comunes son la anencefalia y la raquisquisis. Estos defectos se

producen durante los dias 23 a 25 de la gestacion y son debidos a fallas

en el cierre del tubo neural a nivel del cerebro o del cord6n espinal, v
respectivamente (1). Los DTN son un problema de salud publica mundial.
En México, esta malformaciéon adquiere frecuencias alarmantes. El
Registro Internacional para el Monitoreo de las Malformaciones

Congénitas (RIMMC) reporta que en 1994 hubo una tasa de 15.8 casos

de anencefalia y 16.1 casos de espina bifida por 10,000 nacimientos
registrados en este pais. Estas frecuencias sélo son superadas por las reportadas para el norte de
China (60/10,000 nacimientos) (2). En el estado de Nuevo Ledn, la tasa de mortalidad por defectos
congénitos en 1997 fue de 33.6 por 10,000 nacidos vivos registrados, representando la segunda
causa de mortalidad después de la hipoxia neonatal. El 21% de estos decesos representaban
DTN, estimandose una incidencia de 15 por 10,000 para esta malformacioén (3,4).

Tradicionalmente, los DTN han sido considerados como defectos de herencia multifactorial con
predileccion para el sexo femenino. Una vez que ha ocurrido un caso en una familia, el riesgo
estimado para recurrencia de DTN estéa relacionado con la prevalencia geogréfica y el sexo del
producto malformado. El riesgo de recurrencia oscila entre 3.7%, 4.5% y 8.3% en zonas de baja,
mediana y alta prevalencia, respectivamente (5). Del porcentaje de mujeres con dos hijos
afectados, se ha estimado que una de cada 10 podria tener un tercer producto con DTN (6), por lo
gue observar familias con tres 0 mas casos es raro.

Dentro de los factores asociados a los DTN, se ha observado que el déficit nutricional de folatos en
el periodo pre-concepcional y el polimorfismo 677T del gen de la enzima N5,N10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (7) estan asociados con mayor riesgo de DTN en los
productos. Estos dos factores, extrinseco e intrinseco, tienen en comun su participacion en la
biosintesis de metionina a partir de homocisteina. Se ha determinado la reduccion de la incidencia
de esta patologia en la madres tratadas preconcepcionalmente con folatos (8,9). Algunos
polimorfismos genéticos para MTHFR han sido asociados con los DTN. La enzima MTHFR cataliza
la reduccién del cofactor N5,N10-metilentetrahidrofolato a N5-metiltetrahidrofolato, la principal
forma de folato circulante y donadora de carbonos para la conversién de homocisteina en
metionina (Figura 1). Los polimorfismos se deben a mutaciones en el gen de la enzima MTHFR
(677C—T y 1298 A-C) que sustituyen alanina por valina y glutamina por alanina, respectivamente.
La mutacion ocasiona aumento de la termolabilidad y decremento de la actividad enzimatica, con
un subsecuente aumento de la homocisteina en sangre (10,11), la cual ha demostrado tener
efectos embriotéxicos en pollo (12) y raton (13). La frecuencia de la mutacion 677T en la poblacion
mexicana, cercana al 50%, es una de las mas altas del mundo (14).



Se presenta el estudio clinico, bioquimico y molecular de una familia con recurrencia de tres
productos con DTN.

Material y Métodos

Descripcién de la familia:

Se trata de una familia con antecedente de 3 casos con DTN (dos con anencefalia y raquisquisis y
uno con anencefalia aislada), un aborto y dos productos normales, estos Ultimos concebidos bajo
la administracién de folato pre-concepcional. La madre y el padre, de 28 afios y 33 afios
respectivamente, son originarios de Doctor Arroyo, Nuevo Leodn y residen en el municipio de
Guadalupe, en el mismo estado, desde hace 23 afios. Niegan consanguinidad. La madre esta
dedicada a las labores del hogar; refiere menarca a los 12 afios, con inicio de vida sexual activa a
los 16 afios y tiene un perfil obstétrico GePsA1V2 (Tabla 1). La pareja niega antecedentes de
tabaquismo, alcoholismo, toxicomanias o exposicién a teratégenos. El nivel de folato plasmatico
detectado en la madre 2 meses después de tener su Ultimo producto con anencefalia fue de
2ng/ml, un valor por debajo de lo normal.

Se realizé un arbol genealégico detallado de cinco generaciones de la familia en estudio. En los
miembros de la familia nuclear, se realizdé una exploracion fisica completa y radiologica de la
columna dorsolumbar para descartar anormalidades inaparentes. En el caso de la madre, 2 meses
después de la ultima gestacién con producto anencefélico, se determiné el nivel de folato
plasmatico, se hizo un estudio de infecciones prenatales para sifilis, toxoplasmosis, rubéola,
citomegalovirus y herpes (STORCH) mediante andlisis de anticuerpos y se realizé cariotipo a los
padres.
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Figura 1: Biosintesis de metionina 'y metabolismo del acido félico. La homocisteina es
convertida a metionina por la enzima metionina sintasa, la cual utiliza como cofactores al 5-metil-
tetrahidrofolato (5-Metil-THF), producido por la enzima MTHFR.



TABLA 1. Perfil obstétrico de la madre de familia.

N° de Gestacion 1 2 3 4 5 6
Edad Gestacional 18 26 22 40 22 40
(Semanas)
Sexo Indefinido Varén Mujer Varén Mujer Mujer
Hallazgo Aborto Anencefaliay Anencefalia Sano Anencefalia Sano
espina bifida y
espontaneo
espina
bifida

Coleccién de muestras:

Después del consentimiento informado, se realizaron tomas de sangre periférica de los 4 miembros
de la familia nuclear, tomadas en ayuno, 3 meses después de la suspensidn de la administracion
oral de acido félico en la madre (Ultimo periodo post-gestacional), para realizar determinaciones de
los niveles de homocisteina y folatos plasmatico e intraeritrocitario. Ademas se colectd una muestra
adicional de sangre para estudiar la presencia de las mutaciones C677T y A1298C en el gen
MTHFR. 10 ml fueron extraidos y colocados en tubos con &cido etilén diamino tetra acético (EDTA)
como anticoagulante. Las muestras fueron divididas en 3 tubos: 5 ml fueron usados para aislar el
DNA, 0.1 ml fueron mezclados con acido ascorbico para hemdlisis y cuantificacion de folato
intraeritrocitario. Los 4.9 ml remanentes fueron centrifugados a 1,500 rpm durante 10 minutos y el
plasma fue empleado para la determinacion de folato y homocisteina.

Determinacion de folatos y homocisteina:

El folato intraeritrocitario y plasmatico, asi como los aminoacidos fueron determinados por
radioinmunoensayo (RIA), usando un estuche comercial (Diagnostic Products Co., Los Angeles,
CA). Los estandares para valor nivel alto, medio y bajo fueron provistos por la misma compafiia. El
valor de folato plasmatico fue tomado directamente de la curva de estandares. El valor de folato
intracelular fue obtenido por la multiplicacion del resultado a partir de la curva de estandares por el
factor de dilucion. El folato intraeritrocitario fue calculado al multiplicar el valor intracelular por 100 y
dividido por el hematocrito de cada muestra. Los rangos de valores normales para folato
plasmatico e intraeritrocitario fueron de 3.7-17ng/ ml y 160-700 ng/ml, respectivamente, en tanto
que para homaocisteina los valores normales son de 6-15 p mol.

Andlisis del Gen MTHFR:

El DNA de las muestras de sangre fue aislado utilizando el amortiguador de lisis TSNTE (10 mM
Tris-HCl a pH 8.0, 1% SDS, 100 mM NaCl y 2% 100X-Triton, 1 mM EDTA), extraccién fenol-
cloroformo y precipitacién del DNA con etanol al 100%. La concentracién y calidad del DNA fue
medida mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. La
genotipificacion de las mutaciones C677T y A1298C del gen MTHFR fueron desarrolladas
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus iniciales en inglés) y digestién con
enzimas de restriccion como previamente ha sido descrito (15) . El alelo silvestre 677C y el alelo
mutado 677T originan fragmentos de 198 y 175 pares de bases (pb), respectivamente, cuando los
productos de PCR son digeridos con la enzima Hinf I. En tanto, el alelo silvestre 1298A y el alelo
mutado 1298C originan fragmentos de 56 y 84 pb respectivamente, cuando los productos de PCR



son digeridos con la enzima Mbo Il. Los productos digeridos fueron analizados en geles de
poliacrilamida al 12%.

Resultados

Estudios clinicos:

La exploracion fisica y radiologica de los miembros vivos de la familia nuclear no muestra
anormalidades, descartandose la presencia de espina bifida oculta o malformaciones menores. Los
cariotipos de los progenitores fueron normales, excluyéndose anomalias cromosomicas
estructurales o numéricas, como causales de la transmision de la enfermedad. El estudio de
STORCH realizado a la madre resulté negativo.

Arbol Genealdgico:

El arbol genealdgico se ilustra en la figura 2. En este arbol se destaca la presencia de siete
productos con DTN presentes en la linea ancestral materna, observandose recurrencia de este
defecto en tres familias, correspondientes a parientes de segundo grado del caso indice. Entre los
productos afectados del arbol completo, hay una relacién 5:2 entre productos de sexo femenino y
masculino respectivamente, excluyendo a tres productos de sexo indeterminado. También se
observa un patrén de transmision horizontal en cuatro familias de las 5 afectadas,
correspondientes a las descendencias del vardn 111-13 y de las mujeres V-4 (caso indice de este
estudio), IV-10 y IV-25. La mujer VI-15 sélo registra un producto con el defecto. Es interesante
notar que la descendencia del varén IlI-13 sugiere un transmision vertical del defecto.

Niveles de Folato y homocisteina:

Las cifras de folato y homcisteina detectadas 3 meses después del ltimo parto, con producto
sano, se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente. En general, los niveles de folato
intraeritrocitario son normales y se observan niveles ligeramente elevados de homocisteina.

Genotipos del gen MTHFR:

Los resultados de la genotipificacién de los alelos 677 y 1298 se ilustran en la figura 3. El analisis
del alelo 677 revel6 que todos los miembros de esta familia son heterocigotos 677C/677T. En
cuanto al alelo 1298, el andlisis de la madre y la hija sobreviviente muestran un genotipo
heterocigoto 1298A/1298C, mientras que el padre y el hijo vardn sobreviviente presentan una
genotipo homocigoto normal 1298A/1298A. Este andlisis muestra que la madre y la hija son
heterocigotas compuestas 677C/677T y 1298A/1298C.
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Figura 2. Arbol genealdgico.

TABLA 2. Determinacioén de folatos.

Miembro de la familia Folato eritrocitario (ng/ml)*
Padre 208.6
Madre 241.8
Hijo ( Gesta 4) 224.5
Hija ( gesta 6) 277.8

*Valores Normales >160 ng/ml

**\/alores Normales >3.0 ng/ml

Folato plasmatico (ng/ml)**
8.14
7.29
8.40
10.51

TABLA 3. Determinacion de homocisteina en plasma

Miembro Homoaocisteina (u mol)*

Padre 16.57



Madre 10.48

Hijo ( gesta 4) 9.12

Hija ( gesta 6) NA*
*Valores Normales 6-15 pmol

+ NA No analizado

C/T 1 2 3 4

198
175

C/T= Control heterocigoto: Hinf | /Hinf
I *(CIT)

1= Padre: Hinf | /Hinf 1 * (C/T)
2= Madre: Hinf | /Hinf | * (C/T)
3= Hijo: Hinf | /Hinf I * (C/T)

4= Hija: Hinf | /Hinf 1 * (C/T)
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A/C= Control heterocigoto: Mbo 11 -
/ Mbo Il * (A/C)

1= Padre: Mbo Il / Mbo Il - (A/A)
2= Madre: Mbo Il / Mbo Il * (A/C)
3= Hijo: Hinf | /Hinf | - (A/A)

4= Hija: Mbo Il -/ Mbo I * (A/C)

Figura 3. A. Genotipificacion de la posicidn nucleotidica 677 del gen MTHFR: Gel de
poliacrilamida al 12% del producto amplificado por PCR y digerido con Hinf I. El alelo mutado 677T
es cortado por la enzima y produce la banda inferior de 175 pb, mientras que la versién normal
677C no es cortada y genera un fragmento de 198 pb. En este estudio, todos los miembros de la
familia muestran un patrén de heterocigocidad (677C/677T). B. Genotipificacion de la posicién
nucleotidica 1298 del gen MTHFR: Gel de poliacrilamida al 12% del producto amplificado y
digerido con Mbo II. El alelo normal 1298A es cortado por la enzima, generando una banda de 56
pb. mientras que la version mutada no es cortada y produce una banda de 84 pb. En esta figura se
observa que la madre y la hija son heterocigotas, mientras que el padre y el hijo son homocigotos
normales.

Discusioén

En la familia estudiada por recurrencia de tres productos con DTN y que niega lazos de
consanguinidad, se observa un arbol geneal6gico con notables recurrencias intrafamiliares del
mismo tipo de defectos en parientes maternos de segundo grado; también se observa predileccion
del defecto por el sexo femenino y un patron de transmision horizontal en cuatro familias de las 5
afectadas, aunque una de las familias tiene un patrén de herencia semi-vertical (descendencia del
varén 111-13 en la figura 2). Este patron bizarro de transmisién autosdmica es dificil de clasificarlo



como dominante o recesivo. La predileccion del defecto por el sexo femenino en el arbol
genealdgico es similar a la establecida para este tipo de defectos en general (2:1) (16).

La recurrencia intrafamiliar de DTN es rara. Aunque el riesgo de recurrencia para esta enfermedad
multifactorial se incrementa 10 veces después del nacimiento del primer producto afectado, 20
veces después la gestacion de dos productos afectados y hasta 40 veces después de la gestacion
de tres productos malformados, el 95% de los casos de DTN surgen en madres que no tenian
antecedentes de la malformacién (17). Un analisis de segregacion de casos recurrentes y de casos
esporadicos de DTN ha sugerido la presencia de un gen mayor autosémico recesivo implicado en
el defecto (18).

México es el segundo pais con mayor incidencia de DTN en el mundo (19). Adicionalmente, uno de
los factores asociados al defecto, la mutacion 677T en el gen MTHFR, tiene una frecuencia alélica
muy alta en nuestra poblacion (59%) (20) y esta presente en todos los miembros de la familia
estudiada. Los analisis moleculares revelan que la madre y su hija son heterocigotas compuestas
para los polimorfismos de las posiciones 677 y 1298 del gen MTHFR, mientras que el padre y el
hijo son heterocigotos simples para el polimorfismo de la posicion 677 del mismo gen. Con los
genotipos paternos determinados, existe la posibilidad que los fetos afectados hayan sido
homocigotos para la mutacion 677T, e inclusive, que en adicion a esta homaocigocidad, hayan
heredado la mutacién 1298C (homocigocidad 677T mas heterocigocidad compuesta
677CT/1298AC). Aunque varios estudios han asociado al alelo 677T con el defecto (21, 22, 23, 24,
25), otros reportes no han podido demostrar dicha asociacion (26,27,28,29,30,31,32,33,34). El
polimorfismo 1298C del mismo gen no ha sido asociado con este tipo de defectos congénitos y se
ha observado que los riesgos relativos para la ocurrencia del defecto en las madres homocigotas
677T, heterocigotas simples 677T y heterocigotas compuestas 677C/677T-1298A/1298C son de
2.38, 1.18 y 1.06, respectivamente; lo cual significa que ese riesgo es casi inexistente para las dos
Gltimas (35). Sin embargo, el riesgo para DTN en productos con heterocigocidad compuesta
677CT/1298AC se ha estimado que es 2.04 (36).

Todos los miembros de la familia estudiada muestran niveles adecuados de folatos
intraeritrocitarios y plasméticos, los cuales pueden ser debidos a cambios relativamente recientes
en los héabitos alimentarios de la familia, propiciados por los médicos tratantes. Sin embargo el
padre presenta niveles altos de homocisteina, a pesar de tener un genotipo MTHFR
probablemente mas benéfico que la madre y la hija y de tener niveles adecuados de folatos
sanguineos.

En el presente trabajo se puede observar una interaccion muy interesante entre los factores
genéticos (genotipo MTHFR) y nutricionales (deficiencia de folato en la dieta) que han sido
implicados en la patogénesis de los DTN. El tratamiento pre-concepcional de la madre con folatos
parece haber jugado un papel central en la prevencion de la aparicion del fenotipo malformativo en
esta familia, pues los Unicos productos sobrevivientes y clinicamente sanos fueron gestados
después del tratamiento pre-concepcional con acido folico y existe el antecedente de bajos niveles
de folatos plasmaticos (2 ng/ml) dos meses después de un embarazo de la propdsita que resultd
en un producto con anencefalia. Lo anterior sugiere que la vitamina tuvo un efecto supresor de la
malformacion. La suplementacién pre-concepcional con acido félico previene un 70% de los casos
esperados de DTN en los estudios clinicos controlados (37). Los estudios bioquimicos han
demostrado deficiencias de la actividad de la enzima MTHFR resultante de los genotipos
homocigoto simple 677T y homocigoto compuesto 677CT/1298AC, cuando se compara con la
version codificada por alelos normales (38,39). En los embarazos que cursaron con el tratamiento
preconcepcional con folatos, la deficiencia genética y enzimatica pudo haber sido compensada por
un incremento de los niveles intracelulares de 5-metil-THF requeridos para una embriogénesis
normal. Aunque la posible constitucién genotipica de los productos afectados y las bajas
concentraciones de folato en el ambiente intrauterino pudieron ser determinantes para la aparicion
de DTN, no es descartable la participacion de otros genes sensibles a la actividad del acido félico,



tal como se ha observado en algunos modelos animales, particularmente con los genes Cart 1 y
Cd (40,41).

Finalmente, es importante mencionar que la participacion de genes sensibles al acido félico en la
recurrencia de DTN en la especie humana no ha sido claramente establecida y que este reporte
implica una posible participacion del gen MTHFR en la recurrencia de este tipo de malformaciones.

Conclusion

En el presente estudio se describen los estudios moleculares y bioquimicos de una familia con
recurrencia de DTN y los resultados sugieren una interesante interaccion entre factores genéticos
(genotipo MTHFR) y nutricionales (deficiencia nutricional de acido folico). Estos dos factores han
sido fuertemente implicados en la patogénesis de los DTN en general, pero no han sido asociados
con la recurrencia del defecto.
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Resumen

Se presenta una familia originaria del sur de Nuevo Ledn con recurrencia de defectos del tubo
neural (DTN) cuyos productos sobrevivientes se han logrado después del tratamiento pre-
concepcional con folato. Después de las evaluaciones clinicas, bioquimicas y moleculares, se
encuentra que los miembros presentan heterocigocidad para la mutacion MTHFR 677T y que la
madre y la hija son heterocigotas compuestas 677C/677T — 1298A/1298C. Los niveles de folatos
intraeritrocitarios y plasmaticos son normales y sélo el padre presenta niveles levemente
incrementados de homocisteinemia. Estos resultados sugieren una interaccion entre factores
genéticos y nutricionales previamente implicados en la patogénesis de los DTN que podrian estar
asociados adicionalmente a la recurrencia de este cuadro malformativo.

Palabras clave: anancefalia, defectos, tubo, neural, Nuevo Le6n, México

Abstract

A family is presented it would originate of the south of Nuevo Ledn with recurrence of neural tube
defects (NTD) whose products survivors have been achieved after the treatment pre-
conceptional with folate. After the clinical, biochemical and molecular evaluations, it is found that
the members present heterocigocity for the mutation MTHFR 677T and that the mother and the
daughter are compound heterozygotes 677C/677T - 1298A/1298C. The levels of red cells
folates and plasmatic they are normal and the father only presents slightly increased levels of

homocystenaemia. These results suggest an interaction among genetic and nutritional factors
previously implied additionally in the pathogenesis of the NTD that could be associate to the
recurrrrence of this defect.

Key words: anencephaly, defects, neural, tube, Nuevo Lebén, México
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