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Resumen

Palabras Clave:

Pie Equino Varo Congénito, MutacioneB X1

Antecedentes

El pie equino varo aducto congénito (PEVAC), es aharacion comun del desarrollo,
afecta entre 1 y 4.5 de cada 1000 nacidos vivosseéNlea definido con certeza la etiologia

del PEVAC, muchos afios se propuso que era secdaradir posicion del fetm Gterg en

2008 Gurnet et. adescribieron una familia con PEVAC vy alteracionesedtremidades
inferiores, con una mutacién de sentido equivo¢ad888G—A) en el gerPITX1en 5g31.
Dado el gran desconocimiento que se tiene de lasasagenéticas que estan involucradas
en el desarrollo del PEVAC, es importante iderdifias potenciales variantes génicas o
mutaciones asociadas a este padecimiento.

Objetivo

Analizar la relacién entre mutaciones BRA' X1y el Pie Equino Varo Aducto Congénito
familiar asociado o no a otras malformaciones deegxdad inferior.

Métodos

Se realizé andlisis en busca de mutaciones medgaugenciacion del geRITX1, en
familias con PEVAC del ISSSTE y del Instituto Na@abde Rehabilitacion.

Resultados

No se encontraron mutaciones deletéreas en ePfgexiL En dos individuos de familias

diferentes se encontré una mutacion sinénima,damadria predisponer al PEVAC.



Mutaciones en el gerPITX1 en pacientes con Pie Equino Varo

Aducto Congénito Familiar

Palabras Clave:

Pie Equino Varo Congénito, Mutacionebkl X1

Antecedentes

El pie equino varo aducto congénito (PEVAC), tambiénocido como “pie zambo”, es
una alteracion comun del desarrollo de las extraded inferiores, pero poco estudiada. Es
definida como fijacion del pie en aduccion, en Bsapion y en varo, es decir, inclinado
hacia adentro, rotado axialmente hacia fuera ylaeéia hacia abajo. El hueso calcaneo,
navicular y cuboide estdn medialmente rotados &ciém al talén, y permanecen en
aduccion e inversion por los ligamentos y tendoAesque el pie esta supino, el frente del
pie esta pronado en relacion a la parte posteeiopid, causando cavus. Ademas, el primer
metatarso esta mas flexionado hacia la planta.

El PEVAC es considerado “sindromico” cuando se iasoan otras caracteristicas entre las
gue se incluyen alteraciones neuroldgicas y neusoulares y forman parte de algun
sindrome genético; o puede ser “idiopatico” cuamdurre en forma aislada y las
extremidades superiores son normales; siendo kista (e forma mas comun.

El PEVAC afecta entre 1 y 4.5 de cada 1000 nacuiass; Nazer (2001)en el Estudio
Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones @mitgis, reporto una tasa de

prevalencia al nacimiento del 16%. En México Hed&m (2000)encontré que de los

defectos congénitos externos, los defectos ostewtitolares ocupaban el segundo lugar,

siendo el PEVAC el mas importante.



El PEVAC puede afectar uno o ambos pies. Cardy1(6fa pacientes del Reino Unido
encontrd que 49% de los casos tenia PEVAC bilat2®88b tenia el pie derecho afectado y
el 22% el pie izquierdo afectado. Estas propor@osen muy similares en todas las
poblaciones, con el pie derecho afectado ligeraenems que el pie izquierdo

(Miedzybrodzka, 2003).

Dependiendo de la poblacion estudiada, el PEVAR.62.5 veces mas frecuente en
hombres que en mujeres (Miedzybrodzka, 2003). Esteidio del Reino Unido, encontrd
gue cuando los probandos eran hombres, 5.7 % dartokares varones en primer grado
estaba afectado, comparados al 2.5% de familiavgsr@s. Cuando el probando era mujer,

2.5% de familiares varones y 2.5% de familiaresemag estaba afectado.

Las causas del PEVAC son poco comprendidas al eliaog (Miedzybrodzka, 2003),
debido a que no se ha definido con certeza laogfimldel PEVAC, por muchos afios se
propuso que era secundario a la posicion delifetaterg pero otros investigadores han

propuesto un posible origen genético del PEVAC.

En un estudio en gemelos Idelberg (198®contré concordancia para PEVAC en 32% de

gemelos monocigotos, comparado al 2.9% de concoan gemelos dicigotos. La
proporcion en gemelos dicigotos es similar a laueacia en la poblacion. El antecedente
de un familiar con PEVAC es comun, aunque la hdriédad varia entre las poblaciones.
En poblaciones Caucasicas, 24-30% de los casostaepoa historia familiar positiva
(Cartildge, 1984; Lochmiller et al. 1998), en comguzédn con mas del 54% de los

Polinesios (Chapman et al. 2001).



La prevalencia de nacimientos con PEVAC varia emahdo entero, sugiriendo que el

trasfondo genético es importante (Miedzybrodzka)320El andlisis genealdgico y la

diferencia en la proporcién segun el sexo, impticg el patron de herencia no ocurre
conforme a la herencia clasica Mendeliana. El sisatie segregacion sugiere que el patron
de herencia es mas concordante con la hipotesia den Unico de efecto mayor, operando
en un trasfondo poligénico. Tanto el modelo reaesiymo el dominante son consistentes
con estos datos, asi como la heterogeneidad ds. I08lang et al. 1998; Chapman et al.

2000).

En 2008 Gurnet et. allescribieron una familia de cinco generacionesRIBMAC derecho

y alteraciones de extremidades inferiores asocjd@ssuales segregaban de acuerdo a una
herencia autosémica dominante con penetrancia ipledan En dicha familia los autores
encontraron en 5g31 una mutacion de sentido eqaidofc.388G-A) en el gerPITX], la

cual segregaba con el padecimiento en esa familia.

El probando ademas de PEVAC bilateral, presentidladilia preaxial bilateral, hemimelia
tibial derecha y un apéndice pequefio preauricblado izquierdo. Cinco miembros de la
familia estaban afectados de PEVAC; tres de lagesuuvieron una gravedad mayor en el
lado derecho. Un varon presentd PEVAC izquierdes Ddividuos tuvieron talus oblicuo
bilateral, manifestado como pie plano. Tres indiesl con rotula hipoplasica sufrieron

luxacion de la misma en la nifiez.



Caracteristicas dePITX1

El genPITX1, codifica para un factor transcripcional homeodombicoidal, con un peso
molecular de 34,142 Da, critico para el desarmdidas extremidades inferiores.

Pitx1 y Thx4 codifican factores de transcripcion que son expi@saurante el desarrollo
de extremidades pélvicas, pero no en primordiosxttemidades toracicas. En 1999 Logan
y Tabin inyectaron un vector retroviral portadorRiex1 en el area de las alas de embriones
de pollo. La expresion aberrante Bix1 en el primordio de las alas de pollo indujo la
expresion distal d&bx4 asi como la deloxC10y HoxC11] los cuales normalmente estan
restringidos a dominios de expresion de extremslgadvicas. Los primordios de las alas
de los pollos en los que se provoco la expresi@irabte dePitx1 se desarrollaron hacia
extremidades con algunas caracteristicas de exiagles pélvicas: la flexion se alter6 a lo
observado normalmente en piernas, los dedos erarparacidos a los dedos de las patas

en tamafo y forma, y el patron muscular fue tramsémo a el de una pierna.

PITX1 es un gen situado en el cromosoma 5 humano egidnr5931, consta de un total
de 6541 pb y consta de 3 exones flanqueados pofdHR 3" respectivamente. El primer
exén contiene la UTR 5y abarca desde el nucle@i@d hasta el 562, el exdén 2 del
nucledtido 2767 hasta el 2999, y el exon 3 desdaueledtido 4954 hasta el 5496,
conteniendo en sus Ultimas 2 /3 partes la UTR 8 nfRNA estad compuesto de 945

nucledtidos, las cuales pueden formar dos estagggcundarias alternativas:
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PITX1 (uc010jea.2) foldUtr3 energy -514.36 PITX1 (ucO10jea.2) foldUtr5 energy -24.40

Secuencia de la estructura proteica.

Traduccion (314 aa):

VDAFKGGVSL ERL PEGLRPPPPPPHDMGPAFHL ARPADPREPL ENSASESSDT EL PEKERGGEPKGPEDS
GAGGT GCGGADDPAKKKKOQRRORTHF T SQQL QEL EATFORNRYPDIVSMREEI AVWINL TEPRVRVWFKNR
RAKWRKRERNQQL DL CKGGYVPQF SGLVQPYEDVYAAGY SYNNWAAKSL APAPL STKSFTFFNSMSPLSS
QSMFSAPSS| SSMIMPSSMGPGAVPGVPNSGLNNI NNL TGSSLNSAMSPGACPYGTPASPYSVYRDTCNS
SLASLRLKSKQHSSFGYGGELQGPASG-NACQYNS

Dando lugar a una proteina con la siguiente foeiedamente propuesta:

Paired-like homeodomain 1

l H'DH:J
http://www.hprd.org/summary?hprd_id=03688&is

oform_id=03688_1&isoform_name=Isoform_1

11



Objetivos:

*General: Analizar la relacion entre mutacionesR¥hX1y el Pie Equino Varo Aducto

Congénito familiar asociado o no a otras malforioes de extremidad inferior.

*Especificos:
1. Identificar mutaciones erPITX1 en familias con Pie Equino Varo Aducto
Congénito asociado 0 no a otras malformacionesiensidad inferior.
2. Investigar la relacién de las posibles mutaciomeBI&€X1 con el grado de gravedad
del PEVAC, el prondstico y la respuesta al tratauaie
3. Sentar bases para proporcionar un adecuado asésoi@menético a las familias

afectadas.

Justificacion

Se estima que el pie equino varo afecta entre byld cada 1000 nacidos vivos a nivel
mundial y la tasa de prevalencia al nacimiento atinbamérica es del 16%. En 2000
Hernandez y col. encontraron que de los defectomyérotos externos, los defectos
osteomioarticulares ocupan el segundo lugar, siehgie equino varo el mas importante.
Debido a que hasta este momento no existe alglorteede la prevalencia especifica a

nivel Nacional ni en el ISSSTE este estudio apartiatos al respecto.

12



Dado el gran desconocimiento que se tiene de lasasagenéticas que estan involucradas
en el desarrollo del PEVAC, es importante iderdifilas potenciales variantes génicas o
mutaciones asociadas a este padecimiento. De partiaterés es el geRlTX1 debido a
gue es esencial en la cascada de sefalizacion dernecion embriolégica de las
extremidades inferiores. El identificar variant&nigas involucradas en PEVAC - ya sea
determinando mutaciones que den origen a la misnplionorfismos genéticos que
predispongan a su desarrollo - permitird realidi@gnosticos mas tempranos en las
familias con antecedentes de la enfermedad, ash determinar marcadores genéticos de
predisposicion. Todo esto sera util para el deBarde pruebas moleculares diagnosticas
tempranas, que en asociacion con el grado de grdved la enfermedad, permitieran

tomar decisiones encaminadas a elegir el mej@mianto para los pacientes.

El tener una prevalencia elevada, las repercusiec@sdmicas son de gran importancia, ya
gue los costos por la atencibn médica, asi commaglejo de alta especialidad que en
muchos casos incluyen procedimientos quirdrgicms,de impacto en la economia familiar

e institucional, por lo que encontrar las caus#daci@adas con PEVAC nos permitird

conocer la importancia de los genes en el desamellla enfermedad para el desarrollo de
pruebas moleculares diagnésticas tempranas, qup@sociarse al grado de gravedad de
la enfermedad, permitiendo tomar medidas terap&uticejor adecuadas que permitan la

disminucion de costos, e incluso, la implementad@medidas preventivas.

13



El dilucidar los mecanismos genéticos que contébuyp este defecto, nos permitira
también proporcionar un adecuado asesoramientdigersélas familias involucradas con

este tipo de afeccion, las que sin lugar a dudaeieuna gran preocupacioén de que
cualquier alteracion se repita en las siguientegmgeiones. Al ser un estudio que se realice
en familias afectadas nos dejara, evaluar la hgeemdad y el grado de penetrancia
relacionados con PEVAC. Asi mismo, esto podriasselals bases para el desarrollo de
estrategias para modificar los efectos patologamdos genes mediante el desarrollo de

drogas, ingenieria de tejidos y también de tergfrmaca.

Métodos

Se realiz6 un estudirospectivo, Descriptivo, Prolectivo, Transver&dservacional.

Criterios de Inclusién:

- Pacientes con Pie Equino Varo Aducto Congénitaatenial o bilateral con al menos
un familiar de primer, segundo o tercer grado afztpor Pie Equino Varo Aducto
Congénito asociado o0 no a otra malformacion deemxtlades inferiores.

- Pacientes con Pie Equino Varo Aducto Congénitoatenial o bilateral mas otra

malformacion de miembros inferiores con o sin ®feomiliares afectados.

14



Criterios de Exclusion:

- Pacientes con PEVAC unilateral o bilateral que gt cualquier otro sindrome
conocido asociado o enfermedad neuromuscular.

- Pacientes con PEVAC unilateral o bilateral mas oeformacion de miembros
inferiores sin ningun familiar afectado, que teagéecedentes durante su gestacion

de factores mecanicos predisponentes para desateotleformidad.

Criterios de Eliminacion:

- Pacientes incluidos en el presente estudio, quantiirla duracion del mismo
decidan retirarse del estudio.
- Pacientes incluidos en el presente estudio, emg@slas muestras no tengan la

cantidad o las condiciones necesarias de DNA.

Para la inclusion de los pacientes se obtuvo esamimiento informado, solicitdndoles
firmen la carta del mismo (Ver Anexo 3).

Se realiz6 Historia Clinica (Ver Anexo 1), arbohgaldgico, asi como exploracion fisica
para descartar algun sindrome conocido o enferme@adomuscular. Se clasifico la
gravedad del pie equino varo aducto congénito petionde la clasificacion de Diméglio

(Ver anexo 2).

15



Poblacién de estudio

Se realiz6 la invitacion de pacientes en el sesvitd Genética Médica del CMN “20 de
Noviembre” ISSSTE, Ortopedia Pediatrica del Ho$pMdolfo Lopez Mateos ISSSTE, e

Instituto Nacional de Rehabilitacién durante eligao que comprendié de Agosto del 2009

a Mayo de 2010.

Estudio molecular
Toma de muestrasSe realizo la toma de muestra sanguinea de \eiférfra en tubos con

EDTA previo consentimiento informado por escritd pkedre o tutor.

Extraccion de DNA EI DNA se extrajo de las muestras de sangre peaféitilizando el
método de precipitacion salina como lo descrito o€ Tan y B.C. Yiap (2009).
Posteriormente el DNA se cuantifico a través despectrofotdmetro marca “Nanodrop” y
se evalud su calidad por electroforesis en gelgdeosa al 1%. Las muestras de DNA se

conservaron a -20°C hasta su uso.

Amplificacion de fragmentos especificos.

Se disefaron oligonucleotidos especificos paragfiear las regiones de interés del gen
PITX1, los cuales corresponden al exon 2 y exén 3 queslaeionan con la secuencia
codificante de la proteina funcional.

Los oligonucleétidos fueron disefiados como sigue:

Exon 2 oligonucledtido sentido: CAGTTCCCAGGAACCCTAG

Exon 2 oligonucledtido antisentido: AGGGAGCAGGTCTSRGGT

Exon 3.1 oligonucledtido sentido: GAACCATTGTGGAGGAAG
16



Exon 3.1 oligonucledtido antisentido: GTAGCCAAACGEBGTGCT
Exon 3.2 oligonucledtido sentido: CGGCTCCTCGCTCAATT

Exon 3.2 oligonucledtido antisentido: AGGGGCAACTTGEE GTACG

Dando como resultado un fragmento de 492 pb paadsl 2, un fragmento de 651 pb para
la primera porcion del exén 3 (3.1), y un fragmeai¢o713 pb para la segunda porcién del
exén 3 (3.2). Con una TM promedio de 62°C paraxéhe2, de 66°C para 3.1, y de 65°C
para 3.2.

La amplificacion de los segmentos mencionados akzdepor reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), con aproximadamente 100 ng de ,DMApmoles de cada par de
oligonucledtidos, 2mM de Mggl1U de enzima Taq Platinum® y 0.2mM de la mezela d

dNTP’s, en un volumen final de ab

Se utiliz6é un termociclador con las siguientes ocindes:

Exo6n 2. Desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 méeguido de 35 ciclos a 94°C por 1 min,
alineamiento a 57°C por 1 min. y una incubacior2&C7por 1 min 30 segundos, extension
final a 72°C por 7 min.

Exon 3; Fragmentos 3.1 y 3.2. Desnaturalizaciéciahia 95°C por 4 min., seguido de 35
ciclos a 95°C por 30 seg, alineamiento a 57°C30oseg. y una incubacion a 72°C por 45
segundos, extension final a 72°C por 5 min.

Los productos amplificados fueron corridos en etdotesis en gel de agarosa al 1% y
buffer TBE IX, por 45 minutos a 80 V. Los productosplificados fueron visualizados con

bromuro de etidio en un transiluminador ultravialet

17



Los productos de PCR fueron purificados mediantestiache comercial especifico para

productos de PCR (QIAquick® Gel Extraction Kit) rp@ecuenciar posteriormente.

Secuenciacion del DNALa deteccion de potenciales mutaciones patogésedievara a
cabo mediante la secuenciacion de los productés BER de los distintos exones del gen
PITXL1 Las secuencias de DNA se realizaron con el kif Bye (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) utilizando los mismos oligatettidos de las reacciones de PCR y
el secuenciador automatizado Applied Biosystem$3l8s secuencias obtenidas fueron
comparadas con la secuencia del gen humano aassblla pagina de NCBI (PITX1

gi:51511721).

Resultados
Se logré la participacion previo consentimientocoinfado por escrito de un total de 7

pacientes de 5 familias diferentes que cumpliemmlas criterios de inclusién.

Flots | Report | Testtype: Mucleic Acid 07/06/2010 03:56 a.m
Feport Marme Report Full Mode | Ignore "|
Samplal  User Date TimEl ﬂgi-“u\ AZEﬁ A2SD 260/280 2607230 Constant | Cursor Cursor 340 i]

1D D Pas | ahs | raw

ool Diefault 07/06/2070 03:47 am iaihs B.392 3485 1.83 219 50.00 230 2913 0.035

on2 Default 07/06/2010 09:48 a.m. 368.10 7.362 4.054 1.82 2.34 50.00 230 3147 0.037

003 Detault 07/06/2010 09:43 a.m. 448.78 8.976 4.943 1.82 2.02 50.00 230 4453 0114

005 Diefault 07/06/2010 09:51 am. 339.51 B790 | 3733 1.82 2.26 50.00 230 3.004 0.928

006 Default 0952 am. 199.62 3.992 2154 1.85 2.29 50.00 230 1.241 0.024
Diefault 07/06¢2010 09:53 am. G1.80 3,236 7hE 1.84 2.20 50.00 230 1.469 0044

0.991 0014

Tabla 1. Cuantificacion de muestras de pacientedPEd/AC

01 02 03 04 05 06 07

. et R N

DNA

18



Electroforesis en gel de Agarosa de los pacierte$PEVAC

Familia 1
—O —O
1 l 2 3 4
Il
1 3 3 4 5
I
&
I1I-4. PEVAC Bilateral / Astragalo Vertical Congénito Bilateral
Familia 2

11-2. PEVAC Derecho
I11-1, IV-3. PEVAC Bilateral

19



Familia 3
Pacientes 03, 04 y 05

1 2 3 5
1l

111-2, 1lI-4. PEVAC Bilateral, Hexadactilia preaxial Bilateral
IV-1. PEVAC Bilateral, Heptadactilia preaxial Bilateral
IV-2. Pie Varo Bilateral

Caso indice de Familia 3. (IV-1)

20



Familia 4

@

1 l 2 I 3 4 [ 5 I 7 g
Il
1 2 3 4 5 [ 7 ] 8
1l

111-2. PEVAC Derecho
111-9 PEVAC Bilateral

Familia 5

”

IV-1. PEVAC Derecho, Acortamiento de miembro pélvico derecho
IV-3. Talus Oblicuo bilateral
IV-4. PEVAC Izquierdo

[
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260802  Gonzalgz Ochoa 62 Masculine  PieEquino Varo Nezahualcovet, Cefdlica Normal Corregido EnTxOx Aparato de yeso de los 5

Joshua Nahim. 8m Congénito Bilateral +  Estado de dias de Nacido alos 8

Astragalo Vertical Iéxico meses.Fenilas de acrilico
Bilateral Congénito hasta el afio de edad, Qx
&n 4 ocasiones.
181108 Mendoza Lopez 5m Masculine  PEVAC Bilateral Jilotepeg, Estado Cefalica Dligohidramnigs. Yeso EnTxOx Tx0x desde los 2m 15d
Hermilig de México
060110  Pefia Barrera 5m Masculino  PEVAC Bilateral, Cuatitlan lzcalli, Cefdlica Normal 15 Diméglip EnTx Oxy Yeso desde 1m
Carlos Antonio heptadactilia preaxial  Estado de x
bilateral México.
060110 Barrera Salazar 178 Femenino  PEVAC Bjltareral, Cuatitlan lzealli, ? v Corregido TxOxalos2m
Moemi Saraj hexadactilia preaxial Estado de
derecha IMéxico.
060110 Barrera Salazar 78 Femenino  PEVAC Bjltareral, Cuatitlan lzcalli, 7 Iy Acortamiento TxQx en 12 ocasiones
Flor Angelina hexadactilia, preaxial Estado de de MPD
derecha México.
170310 Cruz Garcia José 5m Masculine  PEVAC lzquierdo Micheacan Cefdlica Normal 11 Dimézlip En Tx Ox T Ox desde los 3m
Alberto
210410 Velazgues Torres Tm Masculine  PEVAC Bilateral Tenayuca, Cefalico Normal 11 Diméglio EnTX O Tx0x en 2 ocasiones
Juan Carlos Estado de
México

Tabla 1. Caracteristicas de pacientes con PEVAC

Se realiz6 la busqueda de mutaciones en los exdne8 PITX1 en 7 pacientes de 5
familias diferentes; en 3 de 5 familias no se etréocambios sugerentes de mutaciones o
polimorfismos con relacion a la presencia de PigiitgVaro Aducto Congénito.

En los pacientes 6 y 7 pertenecientes a la fadija5 respectivamente se encontré una
mutacién sinénima en el exén 3 CEACG, siendo ambos codones codificantes para el

aminoé&cido Arginina en la posicion 140.

Filk: SECUENCIADOR.§ 3. 2INOV 201040%15abl  Rua Ended: l 15,2010 174210 File:SECUENCIADOR 7 3.1 20NOV_2010-07-15abl Run Ended: Jul 15 2010, 174210
Sample: 6 3.1_J0NOV Lane: 1 Base spacing 14,36 S 7 3.1 20NOV Lane: 3 Bas spacing 158
A A ACM G G € G 3 G A ¢ M 6 6 € G
\
A
| [ B
| || f | i
A\ \ I \ |
l/\ ",.;'\\,’ / ‘:./k \ \/\ f L)(\
.,/,»\, L A LY AR [ //\L }\ b

EIectroferogramas de pa@smon PEVAC y mutaC|on sinénima.
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Discusion

Durante muchos afios se enfatiz6 la creencia delgeEVAC era causado principalmente
por efectos del matroambiente sobre el feto en dordm como el oligohidramnios, la
presencia de miomas uterinos, o incluso la posipélvica del feto afectado, pero los
ultimos estudios de incidencia y prevalencia alnivendial de este defecto congénito, los
cuales revelan que el PEVAC tiene una incidencigy ralla en ciertas poblaciones
independientemente de la posicianuteroo de la ausencia de insultos matroambientales,

permiten inferir la existencia de un trasfondo gienén el origen del mismo.

La presencia de varios individuos afectados con AE\én una misma familia y lo

reportado previamente en la literatura, sugierempri&sencia de un gen causal con un
trasfondo multifactorial. Lo encontrado en difeemnpoblaciones difiere en cuanto a la
forma de herencia encontrada en la familia reparfaar Gurnet et. al., (2008) en la que
claramente se observa una forma autosémica doreinaom una expresividad variable; ya
gue se ha observado la presencia de una propdalif@ante de afectados dependiendo del
sexo, lo cual podria hacer suponer un mecanismingeonta genética o un fenémeno

epistasico.

El hallazgo de la mutacion dalTX1 en la familia estadounidense de origen europeo,
sefialan a este gen como maximo candidato en lalmaddel PEVAC. En este estudio no
se encontro la relacion del PEVAC con mutacionéstéleas en los exones estudiados del

genPITXY, sin embargo se encontr6 una mutacién sinénimaa eue cambia el primer
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nucledtido del codon, lo cual podria disminuir ispdnibilidad de tRNA’'s para ese codon
especifico, predisponiendo a la presencia de PEVAC.

Aln asi habra que descartar la presencia de rontxideletéreas en las regiones no
analizadas del gen incluyendo la region del promgtara constatar la falta de relacion en
la causalidad de este gen con el trastorno en @stoentes. Una vez descartada, es
necesario analizar la presencia de mutacione$BX¥ otro gen candidato arriba de la
cascada dePITX1, expresado en las extremidades pélvicas duranteleshrrollo
embrionario en diferentes modelos animales, ya deleido a que ambos genes se
encuentran altamente conservados desde el puntistdeavolutivo, pudiera también estar
implicado con la patogénesis del PEVAC. Tambiérecgdfialar la importancia de realizar
un analisis con un mayor numero de pacientes patarrdinar la relacion de este

polimorfismo con la predisposicion a la enfermedad.

Conclusion

En este estudio de 5 familias diferentes con 7viddos afectados con PEVAC, no se
encontraron mutaciones deletéreas en los exon&sdelygerPITX1 En dos individuos de
familias diferentes se encontr6 una mutacion sménila cual podria predisponer al

PEVAC.
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Anexo 1
Historia clinica de genética

Ficha de identificacion

Fecha:

No. De expediente o registro:
Nombre:

Edad:

Sexo:

Domicilio:

Teléfono:

Persona responsable del paciente:
Idx:

Antecedentes heredofamiliares.

Nombre del padre:

Edad:

Lugar de nacimiento:

Lugar de residencia:

Antecedentes o manifestaciones de PEVAC (clas)ficar
Nombre de la madre:

Edad:

Lugar de nacimiento:

Lugar de residencia:

Antecedentes o manifestaciones de PEVAC (clas)ficar

Arbol genealdgico de al menos tres generaciones
Antecedentes de pie equino varo aducto congeénito
Enfasis en

Laxitud articular

Displasia del desarrollo de la cadera

Luxacion de rodilla

Oligodactilia, polidactilia

Ausencia de huesos de extremidad inferior (tarsmrme, etc.)
Lado afectado (derecho, izquierdo, bilateral)

Otras malformaciones congénitas.

Sindromes asociados (Larsen, Artrogriposis, etc)

En caso de antecedentes familiares positivos tgotehpéutica empleada en cada familiar

afectado
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Antecedentes perinatales:

Gestas: Paras: Abortos: (causa) Casafeausa)

Duracion del embarazo en semanas de gestacion.

Inicio y nimero de consultas de control prenatal.

Enfermedades y complicaciones durante el embarazo.

Uso de alcohol, tabaco, drogas o alguna otra stiagadurante el embarazo.

Medicamentos usados durante el embarazo.

Alteraciones detectadas por ultrasonidos realizddoante el embarazo (higroma quistico).

Volumen de liguido amniético. (oligohidramnios, iparamnios).

Edad de los padres al momento de nacimiento.

Tipo de parto (eutécico, distécico).
Hospital o clinica de atencién del parto:
Apgar: peso: talla:
Complicaciones perinatales.

Condiciones del alta.

Edad de caida del cordon umbilical
Desarrollo psicomotor (si aplica por edad)

Sonrisa social

Sostén cefalico
Balbuceo

Gateo

Bisilabos

Sedestacion sin apoyo
Frases

Bipedestacion sin ayuda
Control de esfinteres

Ocupacién
Escolaridad
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Promedio

Antecedentes Personales no Patolégicos.
Antecedentes Personales Patolégicos

Antecedentes gineco-obstetricos.
(en caso de incluir pacientes addltas
Menarca.:

G:P:A:C:

Padecimiento actual

Fecha del diagnoéstico
Terapéutica utilizada (conservadora, quirtrgica)

Partes anatdmicas afectadas o ausentes (musaubs®sh arterias)

En caso de hemimelia; agenesia o hipoplasia dedeta

Ausencia de pie o de alguna extremidad
completa (pie)
Ausencia de fémur tibia peroné con pie normal

Ausencia de eje radial / ulnar

Ausencia de metatarsianos centrales

Tanto en el sujeto de estudio como en sus

Parientes
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Anexo 2

Clasificacion de Diméglio

Puntaje 4 3 2 1 0

1. Equino 450- 200-450p|tf  20°pltf-0°© 0°-209dorsx >+20°dorsx
90°pltf

2. Varo 450- 200-450- 2Q0%var-0° 00-209vig >200vig
900%var var

3. Supinacién 450- 200-450sup  209sup-0° 0°-20°pron >20%pron
900sup

4. Aducto 450- 200-450add 20%add-0° 0°><20°abd >20%abd
90°add

5. Pliegue posterior Si No

6. Pliegue medial Si No

7. Cavo Si No

8. Funcion muscular si No

deformante

pltf=flexion plantar, dorsx=dorsiflexion, var=valgo, sup=supinacion, pron=pronacion,

add=aduciéon, abd=abduccion
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ANEXO 3
CARTA DE CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO DEL PROY ECTO DE INVESTIGACION:

“Prevalencia de Mutaciones en los genes PITX1 en Pa  cientes con Pie Equino Varo Aducto
Congénito Familiar”

México, D. F., a de del afio

Yo
autorizo la participaciéon de mi hijo de nombre:

en el proyecto
de investigacion titulado “Prevalencia de Mutaciones en los genes PITX1 en Pacientes con Pie Equino Varo
Aducto Congénito Familiar”

El objetivo de este estudio es conocer -mediante un estudio de laboratorio- acerca de la modificacién en diversos
genes (estructuras que poseen el material de la herencia) que pudieran condicionar o predisponer para padecer
el Pie Equino Varo Aducto Congénito,

Se me ha explicado que mi participacién consistira en: aportar la informacién para un cuestionario acerca de
diversos factores de riesgo para desarrollar Pie Equino Varo Aducto Congénito | la toma de una muestra
Unica de 10 ml de sangre, procedimientos que seran realizados por los Investigadores Responsables del
Estudio.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre lo s posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacién en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:

a. Por latoma de sangre:
Malestar y dolor leve, formacion de hematoma o morete en el sitio donde se extraiga a sangre (del
piquete de la vena).

b. por la extraccién de sangre:
Ninguna

Beneficios:

Se generara informacion para determinar la asociacion entre modificaciones (polimorfismos y/o mutaciones) en
genes y el desarrollo del Pie Equino Varo Aducto Congénito, lo que permitiria (dependiendo de los resultados
obtenidos), conocer mas acerca de esta anomalia, identificar ciertos factores de riesgo que puedan ayudar a
predecir el curso de la anomalia, identificar a las familias en riesgo y poder dar un consejo genético.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biolégica (sangre) del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo.

Asimismo, se me ha informado que esta muestra sera tomada por personal calificada en el Hospital Shriners
para nifios, Ciudad de México, AC vy sera almacenada a -20C durante un periodo de 10 afios en la Divisién
de Medicina Geondmica del Centro Médico Nacional 20  de Noviembre, ISSSTE, México, D. F., para su uso
en el citado proyecto o en algun otro que implique la valoracién de polimorfismos genéticos. A partir de la toma
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de la muestra y pasado el periodo mencionado las muestras serdn desechadas por la Division de Medicina
Genjémica, antes mencionada.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier informacion que
pudiera ser ventajoso para el tratamiento, evolucion o pronéstico de mi hijo, asi como a responder cualquier
pregunta y aclarar las dudas que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos,
beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con su tratamiento.

Los investigadores responsables han brindado la seguridad de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en
forma absolutamente confidencial. Para cumplir lo anterior, el investigador utilizara para la creacion de la base de
datos (que tendran mi informacion clinica, asi como las respuestas del cuestionario acerca de mis datos que se
me aplicard), nimero de identificacion (NO se empleard mi nombre) para identificarme y de esa forma
conservar mi anonimato. Esta informacion y la derivada del estudio seran manejadas Unicamente por los
investigadores responsables y solamente se dard a conocer a otra persona si yo lo solicito por escrito

Datos de los investigadores responsables  a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio.

En el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE: D r. en C Ramén Mauricio Coral Vazquez,
Coordinacién de Investigacion ler. Piso del edificio D, Subdireccion de Ensefianza e Investigacion, Calle San
Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan, Col. Del Valle, Delegacién Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono: 52003530,
ext. 14603 ; direccion electrénica: rmcoralv@gmail.com

Dr. Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité de Etica. Teléfono: 52003530, ext. 14629.

Investigador Responsable (Nombre completo y firma)
Padre o tutor del paciente

(Nombre completo, Direccién y firma) (Nombre completo, Direccion y firma)
Testigo Testigo
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