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RESUMEN

Objetivo: Identificar alteraciones en genes
relacionados con el metabolismo del folato como el
gen cista tionina  β-sinta sa , con el fin de estudiar su
posible implicación en la aparición de defectos del
tubo neural.

Sujetos y métodos: En 27 pacientes con defectos
del tubo neural, 28 madres de pacientes, 23
hermanos de pacientes sin defectos del tubo neural
y 159 controles sanos, se han estudiado los
polimorfismos T833C y 844ins68 dentro del gen
cista tionina  β-sinta sa y su relación con la
homocisteína.

Resultados: La prevalencia de T833C y 844ins68
entre los grupos estudiados es la misma (p = 0,861).
Tampoco se han podido establecer diferencias
significativas en las concentraciones de
homocisteína (p = 0,429), folato (p = 0,886),
vitamina B12 (p = 0,934) y folato intraeritrocitario 

(p = 0,618) entre individuos homocigotos o
heterocigotos para el polimorfismo T833C y
844ins68 al compararlos con individuos con
genotipo normal. 

Conclusiones: No existe una evidencia directa
entre T833C y 844ins68 del gen cista tionina  β-
sinta sa y el riesgo de defectos del tubo neural,
aunque es necesaria la realización de nuevos
estudios confirmativos.
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496 β-synthase (CBS) gene in order to study their
possible involvement in the development of neural
tube defects (NTD). 

Subjects and methods: The study group consisted
of 27 NTD patients, 28 mothers of children with
NTD, 23 siblings of patients without NTD and 159
healthy controls. The effect of one silent
polymorphism (T833C) and 68-bp insertion
(844ins68) of the CBS gene on plasma
homocysteine (tHcy) levels was evaluated.

Results: No difference was found between the groups
in the prevalence of T833C and 844ins68 (p = 0.861).
No significant differences were found in
concentrations of tHcy (p = 0.429), folate (p = 0.886),
vitamin B12 (p = 0.934) or intracellular folate (p = 0.618)
between individuals who where heterozygous or
homozygous for the T833C polymorphism and
individuals carrying the 68-bp insertion compared with
individuals with the wild type genotype.

Conclusions: The results of this study provide no
direct evidence of a link between T833C and
844ins68 of the CBS gene and the folate-related risk
of NTD, although further studies should be
performed to confirm this result. 

KEY WORDS

Cysta thionine β-synthase. Homocysteine. Folate.
Vitamin B12. Intracellular folate.

INTRODUCCIÓN

Los defectos del tubo neural (DTN) aparecen du-
rante las primeras semanas del embarazo. La exis-
tencia de evidencias clínicas y epidemiológicas, tales
como la variabilidad en las tasas de ocurrencia de-
bido a factores geográficos, tiempo, estatus socioe-
conómico y raza, y el relativo bajo riesgo de recu-
rrencia dentro de las familias, sugieren que la
etiología de la espina bífida está relacionada con in-
teracciones múltiples de factores genéticos y medio-
ambientales1,2. Debido a que la adecuada suplemen-
tación con ácido fólico previene la ocurrencia y
recurrencia de DTN3 y al hallazgo de concentracio-

nes de homocisteína elevadas en la sangre de ma-
dres con hijos afectados, se cree que los genes en-
vueltos en el metabolismo del ácido fólico y la ho-
mocisteína participan en la etiología de los DTN. Los
genes codificantes de la enzima metilentetrahidrofo-
lato reductasa (MTHFR) o metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa (MTHFD) pertenecerían al primer
grupo, y los genes codificantes de la enzima metio-
nina sintasa (MS), su regulador metionina sintasa re-
ductasa (MTRR), así como la cistationina β-sintasa
(CBS), pueden incluirse en el segundo grupo4. Sin
embargo, no es del todo conocido el papel de los
factores genéticos sobre las concentraciones de ho-
mocisteína total (tHcy). La homocisteína es un ami-
noácido sulfurado que se forma a partir del amino-
ácido esencial metionina. Una vez formada, la 
homocisteína puede transformarse a cistationina y
cisteína vía transulfuración o ser remetilada a metio-
nina. La remetilación realizada por la enzima MS re-
quiere 5-metil tetrahidrofolato como donante de gru-
po metilo y vitamina B12 para el transporte del
grupo metilo, mientras que la remetilación realizada
por la enzima betaína-homocisteína-metiltransferasa
requiere betaína como donante de grupos metilo. El
paso regulador de la ruta de transulfuración es la ca-
talizada por la enzima cista tionina  β-sinta sa (CBS,
EC 4.2.1.22), enzima dependiente de piridoxal 5’-fos-
fato. Las alteraciones metabólicas hereditarias rela-
cionadas con el déficit de CBS son la causa más fre-
cuente de homocistinuria en humanos5. 

Aunque se han descrito muchas mutaciones en el
gen CBS6, la mayoría de ellas son raras. Una de las
más frecuentes es la inserción de 68 pb en el exón 8
del gen CBS (844ins68), que provoca la introducción
de 2 codones sin sentido en el mismo exón7. Otra
mutación frecuente es la T833C, que sustituye treo-
nina por isoleucina en el codón 278 situado 11 pb
por encima de la inserción7.

Se ha observado que la variante 844ins68 se en-
cuentra presente, en estado heterocigoto, en el 14-
19,8% de la población general7-11, aunque algunos
autores han encontrado una prevalencia del 7,5% en
forma homocigota y del 3,7% en forma heterocigo-
ta7. Recientemente, esta variante se ha asociado con
bajas concentraciones de tHcy después de realizar
sobrecarga de metionina, por lo que podría consi-
derarse un factor de riesgo de DTN12.

En el presente trabajo se ha estudiado la posible
asociación entre la mutación T833C y la inserción

Gutiérrez-Revilla JI, et al. Defectos del tubo neural y gen cista tionina  β-sinta sa



497

00 Prog Obstet Ginecol 2003;46(11):495-501

844ins68 del gen CBS y el riesgo de tener descen-
dencia afectada de DTN. Por otra parte, se ha trata-
do de ver la posible asociación entre los polimorfis-
mos y las concentraciones de tHcy, folato, vitamina
B12 y folato intracelular.

SUJETOS Y MÉTODOS

Sujetos

El estudio estuvo formado por 27 pacientes (12
mujeres y 15 varones, con una edad media de 13,3
años) afectados de DTN diagnosticados y tratados
en el Hospital Universitario Miguel Servet (Zara-
goza). Por otro lado, 28 mujeres con hijo afectado
de DTN (con una edad media de 43,5 años) y 23
hermanos de pacientes (17 mujeres y 6 varones, con
una edad media de 14,7 años) sin DTN también ac-
cedieron a participar en el estudio, junto con 159
controles sanos (81 mujeres y 78 varones, con una
edad media de 22,9 años).

Después de mantener ayuno nocturno, se recogie-
ron las muestras de sangre en tubos con EDTA co-
mo anticoagulante, con el fin de determinar las con-
centraciones de tHcy, folato, vitamina B12 y folato
intracelular. Las muestras de sangre fueron inmedia-
tamente colocadas en hielo y centrifugadas 10 min a
3.000 g. La determinación de tHcy se llevó a cabo
mediante inmunoensayo de polarización fluorescen-
te13 (FPIA, Abbott Division Diagnostics, Oslo, No-
ruega); mientras que la determinación de folato, vi-
tamina B12 y folato intracelular fue realizada por
inmunoensayo electroquimioluminiscente (ECLIA,
Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Se realizó
la extracción de ADN de todos los individuos para la
el estudio de las mutaciones.

Las personas participantes no pertenecían a nin-
gún grupo étnico en particular. El estudio fue apro-
bado por el Comité Ético del Hospital Universitario
Miguel Servet y todos los sujetos dieron consenti-
miento informado.

Análisis de las mutaciones

La extracción de ADN genómico se realizó a par-
tir de leucocitos de sangre periférica mediante pro-
cedimientos estándar. La identificación de la varian-

te 844ins68 y el polimorfismo T833C del gen CBS
fue realizada mediante reacción en cadena de la po-
limerasa (PCR) a partir de ≈ 200 ng de ADN genó-
mico, 2,5 unidades de AmpliTaq® ADN polimerasa
(Perkin Elmer Cetus), 10 mmol Tris (pH 8,3)/l, 1,5
mmol MgCl2/l, 50 mmol KCl/l, 0,2 mmol de los 4 de-
oxinucleótidos trifosfato/l y 0,2 µmol de cada pri-
mer/l en un volumen de 100 µl.

La variante 844ins68 del exón 8 se detectó conjun-
tamente con la mutación T833C, realizando una di-
gestión enzimática con la enzima de restricción Bsr I8.
En el estudio de la variante 844ins68 se obtiene un
fragmento de 252 pb mediante PCR utilizando los
prim e rs,  5’-CTGGCCTTGAGCCCTGAA-3’ y 5’-
GGCCGGGCTCTGGACTC-3’. Las condiciones de
amplificación fueron de 30 ciclos de desnaturaliza-
ción a 95 °C durante 1 min; temperatura de anilla-
miento de 60 °C durante 1 min, y temperatura de ex-
tensión de 72 °C, durante 2 min. Las bandas de ADN
fueron visualizadas en gel de agarosa al 2% teñidas
con bromuro de etidio y visualizadas en transilumi-
nador ultravioleta. Los individuos heterocigotos para
la variante 844ins68 presentaban una banda adicional
de 252 pb además del fragmento normal de 184 pb
(fig. 1). El producto de PCR fue digerido con la en-
zima de restricción Bsr I (a 65 °C toda la noche) y
fue visualizado en gel de agarosa al 2% teñido con
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Figura 1. Gel de agarosa  teñido con bromuro de etidio que

presenta  los productos de reacción en cadena  de la  polimerasa

(PCR) de tres individuos. Pa trón electroforético del exón 8 del

gen CBS obtenido a  partir de ADN genómico de un control sin

inserción de 68 pb, presentando sólo un fragmento de 184 pb,

de un control homocigoto para  la  inserción que presenta  una

sola  banda  de 252 pb y de un control heterocigoto para  la

inserción que presenta  una  banda  de 252 pb, además de la

banda  norma l de 184 pb. MW: peso molecula r.
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498 bromuro de etidio. Los individuos heterocigotos pa-
ra el polimorfismo T833C presentaban una banda de
209 pb además del fragmento normal de 184 pb.

Análisis estadístico

Las concentraciones plasmáticas de homocisteína,
folato, vitamina B12 y folato intracelular muestran
una distribución asimétrica, por lo que se realizó la
transformación logarítmica de los resultados, con el
fin de eliminar la asimetría. La comparativa entre la
prevalencia de la variante 844ins68 y la mutación
T833C entre los distintos grupos estudiados se reali-
zó utilizando el test la χ2 de Pearson.

Se calculó la media geométrica de tHcy, folato, vi-
tamina B12 y folato intracelular, y su intervalo de
confianza (IC) del 95%. Para cada una de las muta-
ciones estudiadas se aplicó el test ANOVA con el fin
de establecer si existían diferencias significativas con
respecto a las concentraciones de tHcy, folato, vita-
mina B12 y folato intracelular, entre los distintos ge-
notipos. El análisis estadístico se llevó a cabo me-
diante el programa estadístico SPSS para Windows
(versión 10.0, SPSS, Chicago, Estados Unidos).

RESULTADOS

Los genotipos de la variante 844ins68 y el poli-
morfismo T833C fueron determinados en 27 pacien-
tes con DTN, 28 madres de hijo afectado de DTN,
23 hermanos de pacientes sin DTN y 159 controles
sanos.

En la figura 1 se muestra un gel de agarosa, teñi-
do con bromuro de etidio, en el que aparecen los 

3 posibles patrones genotípicos de la variante
844ins68. Tanto la variante 844ins68 como el poli-
morfismo T833C presentan una distribución genotí-
pica que cumple el test de equilibrio de Hardy-
Weinberg (datos no expuestos). No se observaron
diferencias estadísticamente significativas (p = 0,861)
en la prevalencia de los distintos genotipos entre los
distintos grupos estudiados (tabla 1), por lo que las
4 poblaciones fueron reagrupadas con el fin de es-
tudiar la posible relación entre los distintos genoti-
pos y las concentraciones plasmáticas de tHcy, fola-
to, vitamina B12 y folato intracelular.

De los 237 individuos, 2 (0,8%) fueron homocigo-
tos para la variante 844ins68, mientras que 35
(14,8%) fueron heterocigotos, y 200 (84,4%) no pre-
sentaron la variante 844ins68. Se obtuvieron los mis-
mos resultados para la mutación T833C.

Los individuos homocigotos o heterocigotos para
el polimorfismo T833C presentaron unas concentra-
ciones de tHcy más bajas que los individuos con ge-
notipo T/T (fig. 2). Por el contrario, esta asociación
no fue estadísticamente significativa (p = 0,429) al
comparar el genotipo C/C con el T/T y, de la mis-
ma manera, al comparar los individuos portadores
de la inserción de 68 pb (p = 0,429).

La media geométrica de las concentraciones de fo-
lato fue similar en individuos homocigotos para la
variante 844ins68 al compararlos con individuos he-
terocigotos o sin la variante (p = 0,886) (tabla 2).

En la misma línea, la media geométrica de la con-
centración de vitamina B12 fue igual en individuos
homocigotos para la variante 844ins68 al comparar-
los con individuos heterocigotos o sin la variante 
(p = 0,934) (tabla 2).

Finalmente, la media geométrica de la concentra-
ción de folato intracelular fue más baja en indivi-
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Tabla 1. Prevalencia de los genotipos 844ins68 y T833C en los diferentes grupos estudiados

Controles (%) Pacientes (%) Madres (%) Hermanos (%) 

Normal 133/159 (83,6) 24/27 (88,9) 25/28 (89,3) 18/23 (78,3) 
844ins68 Heterocigoto 24/159 (15,1) 3/27 (11,1) 3/28 (10,7) 5/23 (21,7)

Homocigoto 2/159  (1,3) ND ND ND 

Normal 133/159 (83,6) 24/27 (88,9) 25/28 (89,3) 18/23 (78,3)  
T833C Heterocigoto 24/159 (15,1) 3/27 (11,1) 3/28 (10,7) 5/23 (21,7)

Homocigoto 2/159  (1,3) ND ND ND 

ND: no detectado.
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duos homocigotos para la variante 844ins68 al com-
pararlos con individuos heterocigotos o sin la 
variante. Sin embargo, las diferencias de las concen-
traciones de folato intracelular no fueron estadística-
mente significativas (p = 0,618) (tabla 2).

DISCUSIÓN

El incremento de las concentraciones plasmáticas

de homocisteína se ha asociado a un aumento del
riesgo de enfermedad cardiovascular, abortos de re-
petición, DTN, preeclampsia y otra serie de altera-
ciones14-16. Sin embargo, los estudios de correlación
entre los factores genéticos y las enfermedades aso-
ciadas a hiperhomocisteinemias, incluyendo los
DTN, no siempre presentan resultados concluyen-
tes11,17. Además, no es del todo conocido el papel
de los factores genéticos sobre las concentraciones
plasmáticas de tHcy.

En el presente estudio se ha investigado la posi-
ble implicación de dos variantes genéticas presentes
en el gen CBS, el polimorfismo T833C y la variante
844ins68, como posibles marcadores genéticos de
defecto en el gen CBS que contribuyan a una situa-
ción de hiperhomocisteinemia y con ello un aumen-
to del riesgo de DTN. Al igual que algunos auto-
res18,19, se han encontrado que la variante 844ins68
está presente en ≈ 15% de la población control,
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Tabla 2. Media geométrica de las concentraciones de
tHcy, folato, vitamina B12 y folato
intracelular en función del genotipo
844ins68

N Media  IC del 95% 
geométrica

Homocisteína (µmol/l) 
Normal 200 7,28 6,88 7,68
Heterocigoto 35 6,83 6,07 7,58
Homocigoto 2 5,31 –25,31 35,93
Todos 237 7,19 6,84 7,55

Folato (ng/ml) 
Normal 199 6,38 5,79 6,97
Heterocigoto 35 6,75 5,5 8
Homocigoto 2 6,42 –24,08 36,91
Todos 236 6,43 5,9 6,96

Vitamina B12 (pg/ml) 
Normal 200 638 596 680
Heterocigoto 35 658 562 754
Homocigoto 2 631 –1.454 2.716 
Todos 237 641 603 679

Folato intracelular (ng/ml) 
Normal 197 455 431 478
Heterocigoto 35 462 413 511
Homocigoto 2 345 174 517
Todos 234 455 434 476

IC: intervalo de confianza.
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aunque no se han obtenido diferencias estadística-
mente significativas entre los distintos grupos estu-
diados. 

En el estudio realizado por Tsai et al8 se observó
que la variante 844ins68 estaba asociada con con-
centraciones de tHcy significativamente más bajas.
Otros autores plantean la hipótesis de que la varian-
te 844ins68 se encuentra asociada a una mayor acti-
vidad enzimática de la enzima. Este efecto sería más
marcado en presencia de bajas concentraciones de
piridoxal-5’-fosfato, cofactor de la enzima CBS20. En
el presente estudio no se ha podido establecer una
asociación entre la variante 844ins68 y el polimorfis-
mo T833C del gen CBS y las concentraciones plas-
máticas de tHcy, folato, vitamina B12 y folato intra-
celular. Una posible explicación podría estar en el
pequeño tamaño del número de individuos estudia-
dos (sólo 2 controles fueron homocigotos para la va-

riante 844ins68) o debido a las concentraciones de
homocisteína que eran inferiores a las presentadas
por Tsai et al8. 

Al igual que otros autores7, siempre se encontró la
variante 844ins68 asociada a la mutación T833C. Es-
te resultado indica que la inserción sufre una segre-
gación que siempre aparece en cis, estando la mu-
tación T833C localizada por encima de la variante.

A partir de los resultados obtenidos, no se puede
concluir que la variante 844ins68 y el polimorfismo
T833C del gen CBS sean un factor de riesgo de des-
cendencia afecta de DTN, debido a que no existe re-
lación con las determinaciones bioquímicas y la pre-
valencia de ambas es similar en los distintos grupos
estudiados. Estos resultados están en consonancia con
los obtenidos por otros autores como Ramsbottom et
al21 y Morrison et al22, que tampoco han encontrado
un aumento del riesgo de DTN debido a la presencia

de la variante 844ins68 en el gen CBS.
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