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RESUMEN

El pie equinovaro aducto congénito (PEVAC) es la malformacion
musculoesquelética congénita mas frecuente, sin embargo se
desconoce su etiologia. Recientemente se ha descrito un po-
sible papel etiolégico de los genes hox PITX1. TBX4 es otro
gen candidato que actla cascada arriba de PITX1. Ambos estan
involucrados en la diferenciacién de los miembros pélvicos. El
objetivo de este texto es revisar los aspectos moleculares de la
morfogénesis, asi como la etiologia molecular del PEVAC y el
papel de las variantes genéticas recientemente descritas de los
genes homedticos PITX1 y TBX4 en su etiologia en la poblacion
general. Recientes estudios realizados en pacientes con esta pa-
tologia de manera aislada y con historia familiar positiva han
mostrado que existen variantes génicas que involucran este par
de genes, estan asociadas con el PEVAC.

Palabras clave: Pie equinovaro aducto congénito, biologia mo-
lecular, gen, homedtico.
(Rev Mex Ortop Ped 2011; 1:5-9)

INTRODUCCION

La deformidad conocida como «pie equinovaro aduc-
to congénito» (PEVAC) es una de las malformaciones
congénitas musculoesqueléticas mas comunes, afecta
entre 1y 4.5 de cada 1,000 nacidos vivos,'? es bila-
teral en el 50% de los casos y en las presentaciones
unilaterales el lado mas afectado es el derecho.?

ETIOLOGIA

No se ha definido con certeza la etiologia del PEVAC,
por muchos anos se propuso que era secundario a la
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SUMMARY

Clubfoot is the most frequent congenital muscle-skeletal mal-
formation; however, its etiology is unknown. Recently hox gene
PITX1 has been identified as having possible etiologic role.
TBX4 is another candidate gene that acts upstream PITX1. Both
homeotic genes are involved in the differentiation of the lower
extremity. The purpose of this paper is to review the molecular
aspects of morphogenesis, the molecular etiology of clubfoot
and role of the genetic variants described in genes PITX1 and
TBX4 on its etiology in the general population. Recent studies
on patients with this pathology (isolated and with a positive fa-
milial history), have showed that genetic variations that involve
these two genes, are associated with clubfoot.

Key words: Clubfoot, congenital, molecular biology, gen,
homeotic.
(Rev Mex Ortop Ped 2011; 1:5-9)

posicion del feto in utero,* otros investigadores han
propuesto el posible origen genético del PEVAC.®

A pesar de que se ha sugerido un impacto estacio-
nal (asociado a un enterovirus®), diversos estudios y
revisiones no lo han demostrado 7#. Como mecanis-
mos causantes se han propuesto el origen mecanico,
neuroldgico, muscular, éseo, relacionado al tejido co-
nectivo y vasculares.® Muchos estudios e investigacio-
nes sugerian un origen multifactorial,’®" ignorando
las observaciones hechas en los aflos 1940 y 1960
por Wynne-Davies y Wilkinson. Sin embargo, diversos
autores han hecho notar la posibilidad de un origen
genético mas que de simplemente «multiples facto-
res»,'213 tras andlisis complejos de segregacion con
regresién logistica, Rebbeck y cols. se apoya la hipd-
tesis de que el origen del PEVAC se explique por una
segregacion Mendeliana de un gen Unico, presente
en ambos alelos ademas de otros factores genéticos
por ser determinados.™ Lochmiller sugiere el posible
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rol de un gen en la etiologia del PEVAC, tras estudiar
285 pacientes con esta deformidad; encontré una
asociacién significativa entre gemelos y una historia
familiar positiva en 24.4% de los nifos estudiados.'
Estudios més recientes apoyan la hipotesis de un rol
genético, descartando el origen postural del PEVAC.'®
Existen reportes que atribuyen un discreto aumento
de riesgo de tener un hijo con PEVAC al tabaquismo
de la madre durante el embrazo; sin embargo, estas
publicaciones sugieren que se realicen mas estudios
al respecto.’”18

El PEVAC se ha asociado con multiples malforma-
ciones congénitas como la displasia del desarrollo
de la cadera (del 19 al 16%?°); hemimelia peronea
(100%?") y torticolis congénita (aunque estudios re-
cientes atribuyen mas al azar esta Ultima asociacion??).
Y como parte de sindromes como Larsen,?* Freeman-
Sheldon,?* displasia diastrofica,?® artrogriposis multi-
ple congénita,?® bandas amnidticas o de Streeter? y
deficiencia de carboxil-hidrato sulfoniltransferasa-3.2’

Kruse y cols. sugieren una herencia poligénica del
PEVAC basados en el hecho de que las mujeres son
menos afectadas y proponen que esto se debe al efec-
to Carter (el cual sefiala que en esta enfermedad pue-
de esperarse que el género menos afectado —-mujeres
en el caso de PEVAC- pueda ser mas susceptible a
presentar la enfermedad que los nifios del género més
afectado —hombres— debido a una carga de factores
genéticos en el género fisiolégicamente resistente).
De modo que las mujeres requieren de una carga ge-
nética mayor para ser afectadas.?®

ASPECTOS MOLECULARES DE LA MORFOGENESIS

Una pregunta fundamental en cuanto a la morfogé-
nesis es: ¢Coémo, a partir de un grupo homogéneo de
células blastoméricas, algunas células se diferencian
para dar lugar finalmente a una mano, un islote pan-
credtico? Y lo mas complejo: ¢Cémo es que la mano
estd en el lugar de la mano, el pie en el lugar del pie?
Esta es la responsabilidad de los genes homedticos, es
decir los genes encargados del disefio basico del orga-
nismo. El producto de estos genes son proteinas regu-
ladoras, todas relacionadas entre si por la posesion de
un homeodominio ligador de ADN (4cido desoxirribo-
nucleico) altamente conservado (de 60 aminoéacidos),
es decir, son proteinas reguladoras de la expresion del
ADN. El segmento de ADN correspondiente se llama
homeocaja (homeobox en inglés), usualmente abre-
viado como Complejo Hox. Las multiples interacciones
en estos complejos proteina-ADN, actlan en conjunto
con las proteinas homedticas de seleccion para definir
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qué sitios de ligadoras de ADN serdn reconocidas y
si el efecto de la transcripcién en dichos sitios sera
activacion o represion. De este modo los productos
de los genes homedticos de seleccidén se combinan
con otras proteinas reguladoras de genes y modulan
sus acciones para definir las caracteristicas propias de
cada parasegmento del organismo.?’

La diferencia de los valores posicionales (récord in-
terno de cada célula de su informacién posicional),
de las células de los miembros superiores e inferiores
en los vertebrados parece ser un reflejo de la expre-
sion diferencial de una clase de proteinas reguladoras
de genes llamadas T-cajas (FFbox, Tbx en inglés). Las
células de la yema del miembro inferior expresan el
gen Tbx-4, mientras que las de la yema del miembro
superior expresan Thx-5.3 Otros genes han sido rela-
cionados con ciertos papeles en la especificacion del
tipo de miembro (superior o inferior).

Un factor de transcripcion de homeocaja (Hox), el
PITX1, localizado en el cromosoma 5 humano?! se ex-
presa en la yema en desarrollo del miembro inferior,
pero no del superior.3233 Se ha demostrado que PITXT
se expresa de manera mas temprana que Tbx-43% en
la etapa de desarrollo preextremidad, lo que indica
que PITX debe actuar de manera rio-arriba (upstream)
de Thx-4 para la especificacion del tipo de miembro.
Esto ha sido probado por Logan y cols. al «infectar»
(con un vector retroviral cargado con PITXT1) células
de la yema de la extremidad superior de pollos (ala),
resultando en desarrollo de extremidades con ciertas
caracteristicas de una inferior (pata).>®

De este modo sabemos que la expresién de TBX-4
dard origen a una extremidad inferior y la expresion
de TBX-5 a una superior (en cuento a morfologia), sin
embargo la activacién de uno u otro de estos genes
depende de la actividad de otro factor; para el caso
del miembro inferior, éste es el PITXT.

PITX1 y Tbx4 codifican factores de transcripcién
que son expresados durante el desarrollo de extremi-
dades pélvicas, pero no en primordios de extremida-
des toracicas. En 1999 Logan y Tabin inyectaron un
vector retroviral portador de PITXT en el area de las
alas de embriones de pollo. La expresion aberrante de
PITX1 en el primordio de las alas de pollo indujeron
la expresion distal de TBX4, asi como la de HOXC10y
HOXCT11, los cuales normalmente estan restringidos a
dominios de expresion de extremidades pélvicas. Los
primordios de las alas de los pollos en los que se pro-
vocd la expresion aberrante de PITX1 se desarrollaron
hacia extremidades con algunas caracteristicas de ex-
tremidades pélvicas: la flexién se alteré a lo observado
normalmente en piernas, los dedos eran mas pareci-
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dos a los dedos de las patas en tamafo y forma y el
patrén muscular fue transformado a el de una pierna.

PITX1

El gen PITXT también conocido como «paired-like
homeodomain 1» y «paired-like homeodomain trans-
cription factor 1» es un gen que codifica para una
proteina, miembro de la familia RIEG/PITX de homeo-
cajas, que pertenece a la clase bicoide de proteinas de
homeodominios.

PITX1 se expresa en la mayoria de las lineas celulares
pituitarias, esta relacionado a la morfogénesis mandi-
bular®® y se cree que esté relacionado al autismo.?’

PITX1 se encuentra en el cromosoma 5931 (Figu-
ra 1), tiene un peso molecular de 34,142 Daltons y
estd formado por 6,541 pares de bases en tres exones
(Cuadro 1).

TBX4

El gen TBX4, conocido como T-box4, es un gen que
codifica para factores de transcripcién relacionados a
los procesos de desarrollo; es una proteina (P57082) de
545 aminoéacidos con un peso molecular de 60204 Da.

Actla casada abajo del PITX7. Este gen se expresa
en el miembro inferior, pero no en el superior, lo que
hace suponer que esta relacionado al desarrollo del
miembro inferior. Es un gen de 8 exones (Cuadro 1),
con una longitud de transcripcién de 2,480 pares de
bases (de un total de 27,858 pares de bases) y 545
residuos. Se encuentra en el cromosoma 17q21-q2238
(Figura 2).

Cuadro I. Exones del Gen PITX1.

Cromo-
Id soma Exdn inic. Exon fin.
ENSG00000069011 5 134391368 134392910
ENSG00000069011 5 134394865 134395097
ENSG00000069011 5 134397302 134397887
m ~ — —
< ~ ) ~ — <
m m o o o~ —
O O O (on (on O
LN LN LN LN N LN

5q12.3

Se conocen 187 polimorfismos de nucledtido Unico
de este gen, los SNPs rs28938474 (G/T) y s28936696
(A/G) y otras mutaciones en este gen, se han relacio-
nado a sindrome de micropatella.?*4°

ETIOLOGIA MOLECULAR DEL PEVAC

Se han estudiado los efectos de deleciones en la re-
gién cromosdmica 2g31-33, especificamente las va-
riaciones en el gen CASP10 (gen que codifica para la
caspasa, una proteina de la familia cisteina-aspartato
proteasa, con actividad apoptética), como posibles
causantes del PEVAC,*" sugiriendo mas estudios de
genes apoptéticos. Ester y cols. identificaron SNPs
(polimorfismos de nucledtido Unico) en Casp3, Casp8,

Cuadro Il. Exones del Gen TBX4.

Cromo-
Id soma Exdn inic. Exdn fin.
ENSG00000121075 17 56888589 56888819
ENSG00000121075 17 56889680 56889774
ENSG00000121075 17 56897962 56898081
ENSG00000121075 17 56899653 56899800
ENSG00000121075 17 56910770 56910922
ENSG00000121075 17 56912024 56912112
ENSG00000121075 17 56912233 56912462
ENSG00000121075 17 56915043 56916446
o~ — o
N <+ 9~ — ~
o~ o~ o~ [N —
O O (on O o
M~ M~ M~ ™~ ™~

Figura 2. Cromosoma 17.

5p12
5p14.1
5p15.2

5p13.2

Figura 1. Cromosoma 5.
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Casp9, Casp10, Bid, Bcl-2 y Apaf1, todos genes apop-
toticos.*? Estudios por Wang y cols. sefalaron como
responsable al gen HOXD13 (un gen de la familia de
homeocajas, localizado en el cromosoma 2 que ha
sido identificado como causante de malformaciones
en las extremidades y en genitales al sufrir delecion
en su extremo 5’), al regular la expresion de FHL1,
gen que codifica para la sintesis de proteina LIM mus-
culoesquelética, asociada al desarrollo de las extre-
midades.** Sin embargo, ninguna de estas lineas de
investigacion ha continuado con éxito ni con nuevos
avances.

Szeto y cols. proponen la posible relacién de de-
leciones en PITX1 con defectos en la morfogénesis.*

Recientemente Gurnett y cols. describieron una
familia de cinco generaciones, con PEVAC de predo-
minio derecho, segregado de modo autosémico do-
minante con penetrancia incompleta. Identificaron un
SNP (c.388G = A) en la region transcrita de PITX7 en
el cromosoma 5q31.4 Los autores sugieren ademas
de ésta, otras lineas de investigacién para conocer la
etiologia del PEVAC en humanos.

A partir de ese estudio, en el que se identificd que
una mutacion del homeodominio del factor de trans-
cripcién de PITXT repercutia clinicamente en un es-
pectro amplio de deformidades de miembros pélvicos
en una familia que inclufa al PEVAC, se sugiri6 acerca
de la hipotesis de la haploinsuficiencia de PITX7 como
causa de casos adicionales de esta enfermedad de-
bido a que la mutaciéon E130K abolia la capacidad
de PITX1 para activar algunas enzimas. Este anélisis
arrojé microdeleciones del cromosoma 5 incluyendo
a PITX1 en un individuo de 40 estudiados quien tenia
historia de madre y abuela con PEVAC idiopatico ais-
lado. Este estudio se trasladé a modelos animales en
ratones en donde las alteraciones por microdelecion
dieron como resultados alteraciones de las extremi-
dades como patas cortas y en algunos otros PEVAC,
corroborando asf la hipotesis del papel de la haploin-
suficiencia en las deformidades no sélo en humanos
sino en animales, siendo este el primer modelo gené-
tico con estas caracteristicas en ratones para enten-
der la cascada de eventos que incluyen a PITXT en la
patogenia de PEVAC.

Ademas de este gen, el TBX4 posiblemente se en-
cuentre relacionado al PEVAC.

En un estudio dado a conocer en la reunién de la
Pediatric Orthopaedic Association of North America
(POSNA) de este 2011 en Montreal, Canada, se re-
porté de manera puntual la microduplicacién en 3 de
66 muestras de pacientes con PEVAC idiopatico fami-
liar aislado, es decir, sin comorbilidades asociadas y al
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menos con un familiar en primer grado relacionado.
El cromosoma 17g23.1923.2 presentaba microdupli-
cacion segregada pero con una baja penetrancia en 3
familias con carécter de autosémico dominante.*® De
hecho y como lo sefiala el reporte, desde que algunos
genes se han implicado en la fisopatogenia del PE-
VAC, estos hallazgos representan la causa mas comun
de PEVAC idiopético aislado hasta ahora.

A partir del ano 2008, nuestro grupo de trabajo
formado por un equipo de ortopedistas pediatras, ge-
netistas y epidemidlogos nos hemos dado a la tarea
de generar un conocimiento sélido al respecto de las
bases moleculares del PEVAC, basados en los estudios
previos y nuevos descubrimientos. El andlisis de los
pacientes con esta patologia que se presentan a la cli-
nica de Ponseti del Hospital Shriners han sido evalua-
dos de manera clinica y molecular, haciendo hincapié
en su historial familiar, exposicion ambiental y desa-
rrollo prenatal, de modo que se ha logrado comparar
sus resultados y los de pacientes control, logrando
obtener resultados comparables con los Ultimos ex-
puestos en la literatura al respecto.
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