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RESUMEN

ANTECEDENTES: El “Pie equino varo aducto congénito” (PEVAC), es una
deformidad muy comun que afecta alrededor de 135,000 nacidos vivos por afio a nivel
mundial; en México su incidencia aproximada es de 5600 casos/afio, con una
prevalencia de 2.32/1000 nacidos vivos. Se caracteriza por el talén en varo, el tobillo en
equino, y el antepié en aducto y supino. Su etiologia ain no es muy clara, los ultimos
estudios realizados en casos esporadicos y familiares sugieren una causa multifactorial,
ya que se ha observado asociacion con algunas variantes de genes que contribuyen al
desarrollo embrionario de las extremidades inferiores. Es por esto que en el presente
estudio se consider6 como candidato al gen HOXA2, ya que la familia de genes HOX
participan directamente en la morfogénesis de extremidades inferiores, esqueleto axial y
musculos, durante etapa embrionaria. En poblacion mexicana, no se ha estudiado la
posible asociacion de variantes ubicadas en el gen HOXA2, por lo que este trabajo es
relevante ya que caracteriza el polimorfismo rs2428431 (G5738C) del gen HOXA2 en
pacientes de poblacién mestiza mexicana con PEVAC y controles sanos. METODO: Se
realiz6 un estudio de casos y controles, determinando el tamafio de la muestra a través
del programa Quanto v.1.2.3, tomando en cuenta la prevalencia de la enfermedad y del
SNP, teniendo un total de 200 casos y 400 controles, los cuales fueron seleccionados de
acuerdo a criterios de inclusion especificos. Se aislo y purifico el ADNg de sangre
periférica, se verifico integridad por la técnica de electroforesis, la concentracion del
ADNg fue determinada por espectrofotometria. El contexto gendémico del SNP se
confirmd utilizando los sitios web: ensembl.org y NCBI Entrez SNP Database, se
genotipificd con sondas Tagman® SNP Genotyping Assays por qRT-PCR vy el analisis
de discriminacion alélica se realizd a través del programa 7500 Fast System SDS
Sofware V1.4 (Applied Biosystems®). Las frecuencias alélicas y genotipicas, el
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), y pruebas de asociacion fueron calculadas
utilizando el programa ihg2.helmoltz-muenchen.de. RESULTADOS: No se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos de estudio (p=0.804), lo cual sugiere que
el polimorfismo se encuentra en EHW. La frecuencia alélica observada para el SNP
G5738C fue de 0.42, es similar a la reportada en poblacion hispana (0.409) y poblacion
blanca no hispana (0.367) en un estudio previo. CONCLUSIONES: Debido a que no se
encontrd asociacion estadisticamente significativa entre el SNP G5738C y el PEVAC,
los datos de los pacientes deben ser estratificados de acuerdo a su historia familiar en
casos simplex y multiplex para ser analizados por separado, y éstos a su vez de acuerdo
a la presentacion clinica de la enfermedad (unilateral y bilateral) esto podria mostrar
diferencias entre las frecuencias. Finalmente se sugiere establecer las frecuencias de
otros polimorfismos en genes involucrados con el desarrollo de las extremidades
inferiores, lo cual permitiria analizar la asociacion entre variantes génicas con el
PEVAC.
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1.1 Introduccidn al Pie Equino Varo Aducto Congénito

A la deformidad conocida como “Pie Equino Varo Aducto Congénito”
(PEVAC), es también conocida como Talipes Equinovarus (TEV) o pie zambo. Es el
defecto congénito musculo-esquelético més frecuente del pie y se caracteriza por el
talon en varo, el tobillo en equino, y el antepié en aducto y supino, en algunos casos se

acompafia de cavo y torsion tibial interna (Fig. 1) **=.

Fig. 1. Deformidades caracteristicas del PEVAC: Equino y varo
del tobillo, aduccion y supinacion del antepié. Puede asociarse a
cavo y/o torsion tibial. La presencia de un pliegue en una planta
es un indicador de rigidez interna®.

El PEVAC ha sido documentado desde los tiempos de Hipocrates alrededor de
los 400 a. de C. y por varios investigadores que han contribuido a las descripciones de
la causa del mismo. Estas descripciones entran en dos grupos: 1) Compresion del feto in
utero, 2) Teorias anatdmicas y actualmente se hace referencia a la contribucion

genética”.

Asimismo, aproximadamente el 80% de los casos del PEVAC se han asociado a
multiples malformaciones congénitas como la displasia del desarrollo en la cadera (del
1% al 16%); torticolis congénita, aunque estudios recientes atribuyen al azar esta Gltima
asociacion y que ha sido ademas relacionada al sindrome de Larsen®, Freeman-
Sheldon®, displasia diastréfica’, artrogriposis multiple congénita®, distrofias musculares,
bandas amnidticas o de Streeter’ y deficiencia de carboxil-hidrato sulfoniltransferasa-
3%,
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1.2 Prevalencia del PEVAC en Diferentes Poblaciones

EL PEVAC tiene una incidencia aproximada de 1-7 por cada 1000 nacidos
vivos, dependiendo de la poblacion a la que hagamos referencia: asi, la menor
prevalencia se encuentra en los afroamericanos (1/2500) y la mayor con los polinesios
(1/150)'**4!3 (Ver Tabla 1). La prevalencia del pie equino varo aducto congénito en la
poblacién mexicana en un estudio fue de 2.32 por cada 1000 nacidos vivos (ICgsg: 0.86
- 3.77), por lo que se estima que al afio hay 5600 nuevos casos con esta deformidad en

nuestro pais™.

Tabla 1. Prevalencia al nacimiento del PEVAC en diferentes poblaciones

Poblacion Prevalencia al nacimiento del PEVAC
Reino Unido 1.2 por 1000
Escocia 2 por 1000
Meéxico 2.3 por 1000
Afroamericanos 1 por 2500
Maori 6-7 por 1000
Hawaii 6-7 por 1000
Polinesia 6.8 por 150
Tonga 6-7 por 1000
China 0.3 por 1000

Modificado de Miedzybrodzka, 2003"

Es mas frecuente en varones (2:1) y en la mitad de los pacientes es bilateral y en
caso de presentacion unilateral el lado mas afectado es el derecho. Se estima que cada
afio nacen en el mundo 135,000 nifios con PEVAC, de los cuales el 80% nacen en

paises subdesarrollados®.

1.3 Etiologia del PEVAC

El PEVAC tiene una gran variabilidad en su presentacion clinica, que va desde
una deformidad ductil como en el PEVAC de origen postural hasta una deformidad
rigida como en la artrogriposis maltiple. La extremidad afectada es mas corta y delgada:

cuando la deformidad es unilateral, el pie es en promedio 1.3 cm més pequefio, 4 mm
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més angosto y la pantorrilla es 2 cm mas delgada®™. Puede acompafiarse de genu valgo,
torsion tibial interna, y ademas se puede asociar a pie plano en la extremidad contra-
lateral®®, la presencia de un pliegue en la planta, el acortamiento del primer radio del pie

y la pérdida del contorno normal del talén, también son caracteristicos del PEVAC™.

En el PEVAC existe una displasia de toda la extremidad por lo que todos los
tejidos, desde la piel hasta el hueso, estan afectados: las fascias, los tendones y los
ligamientos se encuentran retraidos; los huesos del pie son hipoplasicos y existen
alteraciones en las articulaciones de los huesos del tarso®.

La alteracion articular mas importante es la pérdida parcial o total de la relacion
articular en la articulacion talonavicular. Esta anormalidad determina el aducto del
antepié. El astrdgalo y el calcaneo se encuentran en flexion plantar, y estan rotados
externamente. Esta variacion espacial de los huesos en los tres planos y la retraccion del
tendon del tibial posterior explican el varo del talon. En la articulacion calcaneo
cuboidea existe una pérdida parcial o total de las relaciones articulares. La
manifestacion clinica de esta alteracion es la curvatura convexa del borde externo del

17,18

pie

La retraccion de la fascia plantar, de los ligamientos plantares largos y cortos, asi
como de los musculos intrinsecos y extrinsecos del pie, son los responsables de la
presencia del cavo. El acortamiento del tenddn del tibial anterior hace que se produzca
la supinacién del antepié. Estudios de la anatomia vascular del PEVAC han demostrado

que hasta en un 75% de los casos esta ausente la arteria tibial anterior™.

Los mecanismos para entender el desarrollo del PEVAC aln no estan bien
comprendidos, sin embargo numerosas causas han sido sugeridas; incluyendo
compresion intrauterina, anormalidades en la miogénesis u osificacion, anormalidades

neuroldgicas, insuficiencia vascular, factores ambientales y factores genéticos™*%.

1.3.1 Compresion Intrauterina

La teoria mas antigua es la compresion intrauterina la cual menciona que la
presion mecanica mantiene el pie en una posicion no anatdmica generado por
oligoamnios, algunos autores mencionan el Utero pequefio en las primigestas y en

algunas ocasiones por miomatosis uterina'®. Refiriéndonos al oligoamnios, la hipétesis
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es que esto genera restriccion uterina lo que lleva a la disminucién de los movimientos
fetales y en consecuencia la formacion de PEVAC; lo mismo ocasionaria una
miomatosis uterina de grandes elementos™. Aunque la compresién intrauterina ha sido
apoyada durante siglos (desde Hipdcrates), no hay estudios que la expliguen

claramente®®,

1.3.2 Anormalidades de la miogénesis u osificacion

Varios estudios han demostrado un desarrollo muscular anormal, incluyendo
predominio de fibras musculares tipo 1. Si esto es debido a factores genéticos,
neuropaticos o denervacion; ain no es claro. Algunos autores han examinado la
histologia del PEVAC por microscopio electrénico observando las propiedades del
tejido blando en donde describen predomino de fibras musculares tipo | y deficiencia de
tipo 11B con agrupaciones de fibras anormales. Aunque no es una evidencia directa de
inervacion anormal; el agrupamiento de fibras es una consecuencia de denervacion y
reinervacion. Por otro lado, la osificacion endocondral coordinada con la osificacion

pericondral esta desorganizada®'.

1.3.3 Anormalidades neuroldgicas

El PEVAC frecuentemente es una caracteristica de sindromes neuroldgicos;
como ejemplo: frecuentemente se asocia con defectos en el cierre del tubo neural como
anormalidad secundaria de espina bifida. Se realizd un estudio en donde se reportaron
anormalidades de la conduccidn nerviosa en 18 de 44 casos con PEVAC; y 8 de esos 18

tienen anormalidad a nivel espinal™'.

1.3.4 Insuficiencia vascular

Atlas et al. (1980) documentaron anormalidades vasculares en todos los pies
deformados de 12 fetos, a nivel del seno tarsal hay bloqueo de una o mas ramas del
arbol vascular del pie. Individuos con PEVAC presentan debilidad muscular de la
pantorrilla ipsilateral, lo cual puede estar relacionado con la reduccion de perfusion a

través de la arteria tibial anterior en el desarrollo®.
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1.3.5 Factores Ambientales

Otros factores relacionados con la condicion del PEVAC incluye a la
amniocentesis, en donde se tiene la idea de que al extraer liquido amnidtico se podria
alterar la posicion del feto. Se incluye ademas al tabaquismo, cambios estacionales,
factores relacionados a la madre; y algunos otros reportes hacen referencia a

enfermedad tiroidea, vacunacion por viruela, salicilatos y barbitdricos®.

1.3.6 Factores Genéticos

No hay un patrén de herencia descrito para el PEVAC y aln no esta dilucidado
completamente que factores genéticos estan implicados en el desarrollo de la
enfermedad™®. La sospecha de la contribucién genética ha sido alimentada por las
descripciones de diversos reportes: uno de los primeros autores en describir una
contribucion genética fue Wynne-Davies (1964) quien sugiere que la causa del PEVAC

es tanto genética como ambiental®.

Las evidencias que soportan una contribucién genética a la presencia del
PEVAC es: a) Agregacion familiar: En una revision sistematica de la literatura se
encontré que una historia familiar del PEVAC estuvo presente del 24 al 50% de los
casos dependiendo de la poblacién estudiada®; b) Estudios realizados en gemelos que
han demostrado una concordancia en gemelos monocigotos del 32.5% y en dicigotos
del 2.9%'°?? y ¢) Analisis de segregacion: numerosos estudios han apoyado la hipétesis
de un solo gen con patrén de herencia Mendeliano lo que explicaria las familias con
PEVAC. Wang et al. (1988) menciona que el PEVAC podria explicarse con una
segregacion autosémica dominante con una penetrancia incompleta, asi como otros

factores poligénicos®.

Otra caracteristica que apoya la contribucion genética es la variacién en la

incidencia de PEVAC en diferentes poblaciones (Ver tabla 1).

Por otro lado, los andlisis de genealogias en donde se observa una mayor
incidencia del PEVAC en individuos del sexo masculino (2:1) proponen que el modo de
herencia no se comporta como un patron Mendeliano clasico y que esto se debe al
efecto Carter, el cual sugiere que cuando el género de menor incidencia es afectado se

debe a una mayor susceptibilidad genética, ya que requiere mayor indice de
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heredabilidad para que se manifieste. El andlisis de segregacion compleja sugiere un

patrén de herencia con un solo gen de efecto mayor contra una herencia poligenica®.

1.4 Estudios Genéticos

Las anormalidades de la extremidad inferior son comunes y altamente visibles,
que ademas limitan el desarrollo motor de los individuos. Muchas de estas alteraciones
son el reflejo de problemas celulares especificos o interacciones moleculares que son
fundamentales para el desarrollo de las extremidades inferiores; ambas bajo control

geneético.

Dada la evidencia de la contribucion genética para el desarrollo del PEVAC la
atencion se ha centrado en los genes implicados con el desarrollo de la extremidad
inferior. Gurnett et al. (2008), describié una familia norteamericana descendiente de
europeos compuesta por 5 generaciones con PEVAC unilateral de predominio derecho,
con segregacion autosomica dominante y penetrancia incompleta, que presenta una
mutacion (c.388G—A) en el gen PITX1. La mutacién afecta la expresion de la proteina

PITX1 en un homeodominio altamente conservado (E130K)?.

A partir de la implicacion de PITX1 con la presencia del PEVAC, varios
investigadores han evaluado la participacion de otros genes (TNNT3%, MYH340%,
TPM240%, CAND2%, WNT741%, Gli3*’, HOXD13%) implicados en el proceso de la
formacion de la extremidad inferior y la presentacion del PEVAC; pero hasta el

momento no se han asociado de manera directa con esta patologia.

1.4.1 Genes HOXy PEVAC

Ester, et al., (2009)%. Publicaron un estudio donde hacen hincapié en el
desconocimiento de la causa del desarrollo del PEVAC mencionando que lo mas
aceptado es que es una patologia de origen multifactorial. En este contexto ellos
evaluaron 32 polimorfismos de un so6lo nucleétido (SNPs), de los cuales encontraron 12
polimorfismos para el gen IGFBP3 (Insulin-like growth factor binding protein 3) quien
participa en apoptosis, 11 para HOXD y 9 para HOXA, estos dos grupos de genes
codifican para factores de transcripcion que tienen una participacion en la formacion del
esqueleto axial y en el desarrollo de las extremidades y masculo. La muestra en estudio

se dividid en dos grupos: Blancos No Hispanos (BNH) e Hispanos (H), encontrando
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asociacion de 5 SNPs de HOXA y 1 en HOXD con el PEVAC. Un dato interesante es
que el SNP rs2428431, ubicado en la region del intron de HOXAZ2, se asocid con la
presencia del PEVAC unicamente con la poblacion hispana (p=0.008), al combinar
ambas etnicidades rs2428431 no mostrd diferencias significativas (p=0.006).
Posteriormente, para predecir posibles sitios de unién a factores de transcripcion
utilizaron tres algoritmos (Alibaba2, Patch y Transciption Element Search Software),
dicho andlisis in silico sugirio que el SNP rs2428431 puede alterar los sitios de unién a
factores de transcripcion®. Con base en su analisis proponen un modelo multifactorial
para explicar el origen del PEVAC (Fig. 2).

Modelo multifactorial para el PEVAC

Factores
Medio-ambientales

l

Haplotipo de
Alto Riesgo

Genes involucrados
en la Morfogénesis
Osea y Muscular

Metabolismo
de
Xenobidticos

HOXA

Fenotipo
mas
severo?

Haplotipo de
Alto Riesgo

Haplotipo de
Alto Riesgo

-

Tabaquismo

\ Factores

Medio-ambientales

NFAT2 CASP8

CAsP10 cAsP3

Genes Apoptoticos

Fig. 2. Modelo multifactorial para el PEVAC que incorpora la
asociacion de genes con la enfermedad y sus posibles interacciones
con el medio ambiente. En este modelo las variaciones pueden ser
necesarias, pero no son suficientes para causar la enfermedad.
Interacciones en estas variantes pueden conducir al PEVAC, o
posiblemente a un fenotipo mas severo dependiendo del nimero de
variantes asociadas con el PEVAC®,
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1.5 Genes Homeobox (HOX)

En humanos, las proteinas de los genes HOX son factores de transcripcion que
directamente participan en el desarrollo del esqueleto axial, mdsculos y extremidades
inferiores. La familia de genes HOX consiste en 39 genes distribuidos en cuatro grupos
paralogos (A, B, C y D) ubicados en distintos cromosomas (7p15-14, 17921.3, 12q13.3

y 2g31.1, respectivamente) >3,

Los grupos de genes HOX son regulados temporal y espacialmente por
promotores globales, ARN no codificante, factores de transcripcion y otros elementos
regulatorios durante la embriogénesis®*3*. La expresion de los genes ubicados hacia el
extremo 3° comienza en las regiones superiores del embridn y progresa la expresion de
los genes ubicados hacia la regién 5” en la parte inferior del embrién®. Por ejemplo,
HOXD9 localizado cerca del extremo 5 al final del grupo, es expresado proximalmente

en el miembro inferior extendido y diferenciado™®.

Los grupos de genes HOXA y HOXD, son expresados en el mesodermo y
musculos de las extremidades en desarrollo. Los genes del extremo 5° se empiezan a
expresar tardiamente con HOXA13 y HOXD13, en el autépodo distal®.

Mutaciones en HOX se traducen en un desarrollo anormal de las extremidades,
y cada una correlaciona con algiin segmento faltante del miembro®. Una delecién de
HOXA11 y HOXD11 resulta en la eliminacién del zeugépodo sin embargo, la delecion

de HOXA13 y HOXD13 causan ausencia del autépodo®®.

1.5.1 Grupo de genes HOXA

El grupo HOXA se encuentra localizado en el cromosoma 7p15-14 (Fig. 3),
incluye 8 homeobox en 90 Kb y tiene una funcién redundante con HOXD; mutaciones
en los genes HOXA y HOXD tienen asociacion con seis sindromes que involucran

anormalidades en los miembros que incluyen sinpolidactilia y braquidactilia®.

Los genes HOXA del extremo 5  son expresados en los musculos de los
miembros superiores e inferiores, ademas estan involucrados en la forma vy
diferenciacion de los musculos en ambos miembros en la etapa embrionaria y en los

adultos durante la reparacion del masculo®’.
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Se ha demostrado que los genes HOXA11 y HOXA13 participan en el desarrollo
del cartilago, y HOXA13 regula la adhesion celular durante el paso de condensacion de
la esqueletogénesis®’. El desarrollo sincronizado de los misculos, tendones y cartilagos
son cruciales para la apropiada formacion de los miembros y los genes HOXA del

extremo 5" regulan cada una de esas funciones®*.
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Fig. 3. En rojo, el locus correspondiente al grupo de genes HOXA: 7p15-14*

1.5.2 Gen HOXAZ2

Perteneciente al grupo A de la familia de los genes Homeobox (HOX), el gen
HOXA2 se localiza en el cromosoma 7pl15.2 y su secuencia consta de 2710 pb, se
encuentra conformado por 2 exones de 702 pb y 1364 pb respectivamente y su Unico
intron es un fragmento de 644 pb, produce un transcrito (HOXAZ2-001) de 2066 bases
para codificar una proteina de 376 aa (41002 Da)*.

Alasti et al., (2008) reporté una mutacion en el gen HOXA2 en una familia de
origen lrani con Microtia, en su estudio detectd la variante en los miembros de la
familia que se traduce en un cambio de un aminoécido altamente conservado
(p.Q186K), la variante no se detectd en sujetos sanos, por lo que se presume que la

mutacion contribuye con la presencia de Microtia®.

1.5.3 Polimorfismo de un sélo nucle6tido rs2428431

El polimorfismo rs2428431 (G5738C) se encuentra situado en la region del
unico intrén del gen HOXA2 (Fig. 4), y consiste en un cambio de Citosina (C) por
Guanina (G) en la posicion 5738, donde el alelo ancestral lo representa “C” y el alelo

altemo CGG” 42, 44

Fig. 4. En rojo, la localizacion del SNP rs2428431 (region del intron en el gen HOXA2)*2444
HoxA2

| YR

21



El SNP rs2428431 se ha descrito basicamente en dos estudios: uno relacionado
con Microtia y el otro con el PEVAC. En México no existen antecedentes directos, en

los que se haya estudiado la presencia de éste polimorfismo.

Como se menciond anteriormente el polimorfismo rs2428431, se ha estudiado en
poblacién hispana con PEVAC, en la cual se encontré una asociacion (p=0.008) de esta
patologia con el SNP, en el mismo estudio también se evalud la contribucion del
polimorfismo con poblacion blanca no hispana en la que no se encontré asociacion
(p=0.345).

El primer estudio, comentado anteriormente, se basé en una familia Irani con
Microtia donde analizaron el gen HOXA2 en una poblacion del Bronx, su muestra
consistié en sujetos afroamericanos e hispanos afectados con Microtia. Para determinar
si mutaciones en los genes SIX2 y HOXA2 son causales de Microtia, realizaron un
analisis de secuenciacion en éstos dos genes, la muestra consistié en 8 pacientes y 100
controles. No identificaron variantes en regiones codificantes, sin embargo detectaron 4
SNPs (2 para cada gen) en la region del intrdn en las muestras de pacientes. Entre los
polimorfismos detectados se encontro rs2428431 sélo en un paciente, por lo que no se le
puede atribuir una asociacidon con Microtia debido a que su muestra no es muy extensa y
solo se detectd en un caso, un analisis realizado in silico a través del software
SMARCA3 sugiere que éste SNP puede alterar los sitios de unién a factores de

transcripcion .
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I1. Justificacion y Planteamiento del
Problema
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2.1 Planteamiento del problema

El Pie Equino Varo Aducto Congénito (PEVAC), es un defecto que afecta a
135,000 nacidos vivos/afo a nivel mundial. En México su incidencia aproximada es de

5600 casos/afio, con una prevalencia de 2.32/1000 nacidos Vvivos.

Actualmente se plantea una etiologia multifactorial, por lo que factores medio
ambientales y genéticos participan en el desarrollo del mismo.

Por su parte, los genes HOX participan en la morfogénesis dsea y muscular de
las extremidades inferiores. Ester et. al., (2009), identific6 una asociacion del
polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) rs2428431 del gen HOXA2, en casos con
PEVAC de poblacion hispana (p=0.008) a diferencia de los blancos no hispanos en

donde no encontraron asociacion (p=0.345).

Por tal motivo surge la necesidad de evaluar la posible asociacion del SNP
rs2428431 con la presencia del PEVAC en pacientes con esta patologia, ya que en

poblacién mestiza mexicana no se ha estudiado la presencia de este polimorfismo.

2.2 Justificacién

Dado el desconocimiento que se tiene de las causas genéticas que estan
involucradas con la presencia del PEVAC, es que resulta importante identificar la
contribucion del polimorfismo rs2428431 (G5738C) del gen HOXA2, ya que participa

en la morfogénesis del esqueleto axial y muasculos de las extremidades inferiores.

En México no existe linea de investigacion alguna, dirigida hacia el estudio de
polimorfismos en el gen HOXA2 como candidato para el desarrollo del PEVAC, por lo

cual es necesario realizar el presente estudio en poblacion mestiza mexicana.
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I11. Hipdtesis y Objetivos

25



3.1 HIPOTESIS

El gen HOXAZ2 al pertenecer a la familia de los genes Homeobox, se involucra
en la morfogénesis dsea y muscular de las extremidades inferiores, por lo tanto la
presencia del polimorfismo G5738C localizado en el gen HOXA2 puede encontrarse

asociado con la presencia del PEVAC en poblacion mestiza mexicana.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General

e Determinar la asociacion del SNP HOXA2 rs2428431 (G5738C), con la

presencia del PEVAC en poblacion mestiza mexicana.

3.2.2 Objetivos Especificos

o ldentificar los casos con PEVAC y controles sin PEVAC, estableciendo criterios

de inclusidn, exclusion y eliminacion.

e Crear un banco de ADN a partir de la inclusién de casos con PEVAC y controles

sin PEVAC, para determinar las causas genéticas de la enfermedad.

e Identificar el SNP G5738C del gen HOXA2 en los casos y controles a través de

un analisis de discriminacion alélica.

e Estimar y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas para el SNP G5738C
entre los dos grupos de estudio, empleando el programa ihg2 Hardy-Weinberg

Equilibrium.

e Evaluar la contribucion del SNP con la presencia del PEVAC mediante el

analisis estadistico.
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1V. Disefno del Estudio
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4.1 Universo de la muestra
Se trat6 de un estudio de casos y controles, analitico observacional con muestreo

y asignacion no probabilistico, consecutivo.

El tamafio de la muestra fue calculado por un programa especifico para estudios
de genética de poblaciones denominado Quanto version 1.2.3, se considerd su
incidencia (5600 casos/afo), asi como su prevalencia en México (2.32/1000 nacidos

ViVO0s).

Para la realizacion del presente estudio, se eligieron casos y controles mestizos
mexicanos, cabe mencionar que se considera como mestizo a cualquier individuo

Latinoamericano que tiene ancestros amerindios y europeos.

La poblacion mexicana moderna resulta de una mezcla de mas de 65 grupos
étnicos amerindios con grupos espafioles y algunos grupos de origen africano,
resultando en una estructura genética Unica, con patrones especificos de susceptibilidad

y resistencia a enfermedades comunes*®.

4.2 Aspectos éticos

El proyecto fue revisado y aprobado por la comision de investigacion y ética del
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre-ISSSTE; asi como también por parte del
Hospital Shriners para Nifios, Cd. de México.

Se solicitd que padres o tutores de los pacientes y controles participantes,
firmaran un consentimiento informado (Anexos | y Ill) y una hoja de datos generales
(Anexo 1), en el que autorizaron el uso de su material genético para éste y futuros
estudios, su muestra formd parte de un banco de ADN. Los sujetos con mayoria de edad
decidieron sobre su participacion, la etnicidad fue confirmada por los sujetos mismos y
firmaron el consentimiento informado. Se realizé un arbol genealdgico (Genetista) que

incluyo tres generaciones ascendentes nacidas en México.

4.3 Obtencion de las muestras (Pacientes y controles)

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de pacientes que acudieron a la
clinica de Ponseti del Hospital Shriners para Nifios de la Ciudad de Mexico, A. C., de
Octubre de 2010 a Junio de 2011. Este hospital es un centro de concentracion de

pacientes con problemas ortopédicos, por lo que en el transcurso de este tiempo se
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obtuvieron 200 muestras de casos PEVAC. Mientras tanto las 400 muestras de los
sujetos control, se obtuvieron en el servicio de Banco de Sangre del Centro Médico
Nacional “20 de Noviembre-ISSSTE”.

Para ambos grupos se eligieron sujetos de cualquier edad, de ambos sexos y de

diferentes estados de la Republica Mexicana.

4.4 Criterios para los casos con PEVAC

Los principios para la inclusién de los casos se definieron de acuerdo a
lineamientos que permitieran la obtencidén de muestras de sangre a partir de sujetos que
fueran representativos de ésta patologia, para lo cual la muestra de estudio se obtuvo

estableciendo los siguientes puntos.

4.4.1 Criterios de Inclusién

Todos los pacientes con diagnostico de la enfermedad (PEVAC) que acudieron a
la Clinica de Ponseti del Hospital Shriners para Nifios, Ciudad de México; cuyos padres
0 tutores estuvieron de acuerdo en participar y firmaron el consentimiento informado. El
diagndstico del PEVAC fue clinico (Ortopedista Pediatra y/o Genetista) de acuerdo a la
escala de Diméglio que valora el plano sagital (equino), plano frontal (desviacion del

varo), rotacion (del talo) y plano horizontal (aduccién del antepié sobre el retropié).

4.4.2 Criterios de Exclusion

Todos los pacientes con diagnostico de la enfermedad (PEVAC) que acudieron a
la Clinica de Ponseti del Hospital Shriners para Nifios, Ciudad de México; que tuvieran
una patologia que predispusiera ¢ que parte de sus manifestaciones clinicas fueran el
PEVAC (por ejemplo: distrofia miotonica, distrofia muscular congénita, neuropatia

Charcot-Marie-Tooth; etc.), fueron excluidos.

4.4.3 Criterios de Eliminacion

Muestras de pacientes que por algin motivo, ya sea logistico o0 metodologico se
perdieron.

4.5 Criterios para los controles sin PEVAC

Para establecer una mayor comparabilidad posible entre ambos grupos y obtener

una muestra representativa de la poblacion sana, se elaboraron los siguientes criterios de
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seleccidon en el cual el grupo control se integré basicamente por sujetos que no tuvieran
antecedentes personales y/o familiares de la enfermedad.
4.5.1 Criterios de inclusién

Individuos sin antecedentes personales y/o familiares de PEVAC, que estuvieron
de acuerdo en participar y firmaron el consentimiento informado.
4.5.2 Criterios de exclusion

Individuos con antecedentes personales y/o familiares de PEVAC.

4.5.3 Criterios de eliminacion

Muestras de individuos que por algun motivo, ya sea logistico o metodolégico se

perdieron.
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V. Material y Método
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5.1 Extracciony Purificacion del ADN Gendmico

La extraccion del ADN gendmico (ADNQ) fue realizada a través del equipo:
FujiFilm™ QuickGene-810 siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante, también
se utilizé6 un método que se modific a partir del propuesto por Miller, et al. (1988)*

como se describe a continuacion:

Se procedio a la toma de muestra, consistente en 5 ml de sangre periférica,
obtenida por venopuncion al donante. La muestra se depositd en tubos Vaccutainer™
de 5 ml (previamente rotulados), los leucocitos fueron separados por centrifugacion a
2500 rpm durante 15 min., fue separada la capa de plasma (se inactivo en cloro) y se
traslado la capa de leucocitos con ayuda de una micropipeta de 1000 pl, a tubo

Falcon™de 5 ml.

Fueron agregados 2 ml de Sacarosa-Triton 2X (Sacarosa 0.64 M, Tris-base 0.02
M, MgCl, 0.01 M y Tritén X-100 al 2%) por 1 ml de agua bidestilada, ambos a 4 °C; se
agitd con vortex y se incubaron a 4 °C por 10 min., los leucocitos fueron separados por
centrifugacion a 2300 rpm por 10 min., transcurrido el tiempo se decantd el
sobrenadante y se repitio la operacion 2 veces mas, hasta obtener el boton celular libre

de eritrocitos.

El botdn celular fue resuspendido en 72 ul de NaCl 5 mM, y transferido a un
tubo Eppendorf™ de 1.6 ml., después fueron agregados 36 ul de SDS (Sulfato
dodecilico de sodio) al 10 %, se agité con vortex e incubado por 5 min. a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, se agregaron 246.36 ul de NaCl saturado, se agito
con vortex y fue incubado nuevamente a temperatura ambiente por 5 min, las muestras
fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante 10 min., fue recuperada la fase liquida y se

repitié la centrifugacion.

Para precipitar el ADN, se agregaron dos volumenes de etanol absoluto a 4 °C
(de acuerdo al volumen de la fase liquida) para resuspenderlo manualmente. Se trasladd
el ADN a un tubo Eppendorf™ de 1.6 ml, se elimind exceso de sales y proteinas con
etanol al 70% (2 o 3 veces), las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm por 2 min.,
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se
agregaron de 60 a 100 pl (dependiendo del tamafio) de agua inyectable a una
temperatura de 60 °C para obtener la solucién de acido nucleico, las muestras fueron

rotuladas y almacenadas a -20 °C.
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5.2 Verificacion de Integridad del ADNg por Electroforesis

La integridad del ADNg obtenido, para cada una de las muestras, fue verificada
por electroforesis en gel de agarosa al 1%, para lo cual se modifico el protocolo
sugerido por Yabar Varas (2003)*, posteriormente fueron cuantificadas por
espectrofotometria, ambos procesos se realizaron para verificar integridad, pureza y

concentracion.

5.2.1 Preparacion del gel de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 1 %, en matraz Erlenmeyer de 250 ml, en donde
se colocaron 100 ml de TBE 1X (Tris-base, Acido borico y EDTA) por 1 g. de agarosa,
se calento la mezcla a ebullicién (60 °C) hasta disolver completamente la agarosa; se
agregaron 3.5 pl de bromuro de etidio y se agitd la mezcla suavemente, la mezcla fue
vertida en el molde y se colocd el peine para moldear los pozos, el gel se dejé
polimerizar durante 40 minutos, transcurrido el tiempo; se retird el peine y el sistema
que contenia el gel polimerizado, éste fue sumergido en la camara de electroforesis el
cual llevo dos electrodos: uno de polo positivo y otro de polo negativo, estos se
conectaron a una fuente de poder. Asimismo, la camara contenia el buffer de
electroforesis para ADN, (Buffer TBE 1X). Al momento de sumergir el gel en la

camara, se aseguro de que los pozos del gel estuvieran totalmente saturados de buffer.

5.2.2 Carga de muestras de ADNg

Para colocar el ADNg en los pozos, las muestras fueron mezcladas, utilizando
cinco volumenes de solucion que contenia la muestra del &cido nucleico con un
volumen del buffer de carga 6X (Gel Loading Dye Blue 6X, BioLabs, Inc.). Se afiadio6
un volumen de buffer de carga repartidos en alicuotas (de acuerdo al nimero de
muestras que se colocaron en los pozos) sobre un pedazo de lamina extensible de
parafina. Después fueron afiadidos los cinco volimenes de cada una de las muestras de

ADNg sobre las alicuotas de buffer carga 6X para mezclarlos totalmente.

Mediante el uso de puntas de 20 pl, se procedio a cargar cuidadosamente las
muestras en los pozos, evitando la contaminacion del pozo contiguo. Al ser finalizada la
colocacion del ADNg en los pozos, la camara fue cubierta con la tapa y se conectaron
los cables correspondientes de los electrodos en la fuente de poder. Se encendié la

fuente de poder y fueron seleccionados 80 Volts y 300 mA durante 50 min.

33



5.2.3 Visualizacion del ADNg

Finalizada la electroforesis se procedié al desmontaje del equipo comenzando
con la desconexion de los electrodos de la fuente de poder, el sistema que contenia el
gel de agarosa, fue trasladado al transiluminador de rayos UV (Gel Logic 1500 Imaging
System™) para la visualizacion de las bandas de ADNg. Se tomo una fotografia a las
bandas obtenidas para su interpretacion y analisis, utilizando el programa Kodak®

Molecular Imaging Software, version 4.5.

5.3 Cuantificacion del ADNg

La cuantificacion de las muestras, se realizo por espectrofotometria utilizando el
equipo Thermo Scientific NanoDrop-/000™, éste aparato nos permitié determinar la
concentracion en ng/pl del ADNg aislado, con una longitud de onda de 230 nm. Los
resultados producto de la cuantificacion fueron proyectados a través del programa ND-
1000 Vv3.7.1.

En el procedimiento, se coloco 1pl de H,O desionizada en el lector del aparato,
cerrando el brazo del lector para realizar la asignacion del elemento considerado blanco.
Limpiando el lector utilizando solamente material apropiado (kim wipes). Posterior a

esto se coloco 1 ul de la muestra problema para registrar los datos referentes a la lectura

(Fig. 5).
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Fig. 5. Cuantificacion en la muestra 106 (73.4 ng/ul)
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5.3.1 Realizacion de diluciones de ADNg

A partir de la concentracién stock de las muestras de ADNg, se realizaron
diluciones, llevando nuestra muestra de acido nucleico a una concentracion de entre 10
y 12 ng/ul. Para ajustar las muestras a esta concentracion, se utilizéd la siguiente

ecuacion:

C.V.=0C\V,

donde:
C. = Concentracion inicial de la muestra stock de ADNg
V.= Volumen requerido, a partir de la solucion stock
C. = Concentracion final de la dilucion (10-12 ng/ul)
V, = Volumen final de la dilucién (100 ul)

La concentracion de las diluciones se confirmé por espectrofotometria (Fig. 6),
utilizando el protocolo antes descrito.
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Fig. 6. Dilucion de la muestra 106 (11.4 ng/ul)

Se verifico la integridad de las diluciones de ADNg por la técnica de electroforesis,
siguiendo el protocolo antes descrito. Las diluciones fueron rotuladas y almacenadas a

-20 °C, para su posterior utilizacion en el ensayo de discriminacion alélica.
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5.4 Ensayo de Discriminacion Alélica para la deteccion del SNP rs2428431

La tecnologia Tagman® de Applied Biosystems™, es muy Util para la deteccidn
de SNPs. Este ensayo tiene su fundamento en la utilizacion de la actividad 5
exonucleasa de la ADN polimerasa (ADNpol), en éste caso las dos sondas Tagman®
presentes en el ensayo, son cada una de ellas complementaria para cada uno de los SNP.
Cada una posee un fluoréforo (marcador VIC® dye 6 FAM™ dye) diferente en el
extremo 5" y un atenuador de fluorescencia de unién al surco menor (NFQ-MGB) en el
extremo 3°. Durante la fase de extension de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), la enzima AmpliTaq Gold® rompe la sonda/as hibridada con el ADN, separando
el fluoréforo del atenuador y a su vez se detecta la emision de la fluorescencia por una

de las sondas (homocigoto para el alelo alterno 6 ancestral, 6 de ambas (heterocigoto))
(Fig. 7).
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Fig. 7. Esquema representativo del ensayo de discriminacion alélica utilizando sondas

Tagman®, éste ensayo se basa en la actividad 5 exonucleasa de la ADNpol.
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5.4.1 Genotipificacion
El SNP rs2428431 (G5738C), previamente identificado (Ester AR et al., 2010);

asi como su contexto genomico, fueron confirmados utilizando los sitios web:
Ensembl Genome Browser (ensembl.org) y el perteneciente al National Center for
Biotechnology Information: NCBI Entrez SNP Database (www.ncbi.nlm.nih.gov), ya
ubicado el SNP las sondas se sintetizaron a través de la compafiia Applied
Biosystems™, Foster City CA.

Para identificar la secuencia contexto durante el ensayo, las sondas utilizadas
fueron TagMan® SNP Genotyping Assays: La secuencia que contiene el cambio C/G, y

que esta marcada con fluordforos especificos, es la siguiente:

5 - CTC CCA GCC CAC TCT CCC CTC CCCC [C/G] ACA GCC ACT CTC GGG
GCA GCC CGGA - 3°- MGB - NFQ

Donde:
C = Homocigoto para el alelo ancestral (marcador VIC® dye)

G = Homocigoto para el alelo alterno (marcador FAM™ dye)
C/G = Heterocigoto (ambos marcadores)

MGB - NFQ = Atenuador de fluorescencia de unién al surco menor

El ADN para cada una de las muestras fue sometido a analisis del SNP
rs2428431; através de un ensayo de discriminacion alélica utilizando una variante de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), denominada como: PCR en Tiempo Real
(QRT-PCR) utilizando sondas TagMan® SNP Genotyping Assays.

Los ensayos fueron realizados de acuerdo al protocolo sugerido por Applied
Biosystems™, los componentes de la mezcla de reaccion y las cantidades requeridas
para cada muestra se encuentran descritas en la Tabla 2, asi como también el calculo

para la reaccion.
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Tabla 2. Componentes y concentraciones requeridas para la reaccion

Componente Concentracion 1X | Concentracion 96X
Tagman® Genotyping Master Mix 2X S5ul 480 ul
Sonda TagMan® 40X 0.25 ul 24 ul
Agua libre de ADNasa 2.25 ul 216 ul
ADNg [10-12 ng/ul] 2.5l -
Vol. de reaccion 10 ul 720 pl

Se realiz6 la preparacion de la mezcla de reaccion, para cada uno de los ensayos
en tubos Eppendorf™ de 1.6 pl. Afadiendo cada uno de los componentes requeridos
para la reaccion. Los ensayos se efectuaron en microplacas de 96 pozos (MicroAmp®
Optical 96-well Reaction Plate). A cada pozo se le agregd 7.5 pl de mezcla de reaccion,
después se adicion6 la muestra de ADNg (paciente ¢ control) a procesar. En todos los
ensayos se incluyeron 3 controles positivos y 2 negativos. Para evitar la evaporacion y
contaminacion de la mezcla de reaccion, las microplacas fueron cubiertas con una
pelicula adhesiva (MicroAmp™ Optical Adhesive Film, Applied Biosystems™).

Finalmente la microplaca fue centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto.

Los ensayos se efectuaron a través del termociclador en Tiempo Real: 7500
Fast-Real Time PCR System (Applied Biosystems™), en éste equipo se insertd la
microplaca y las condiciones fueron programadas en el software, como sigue: una
incubacion de 95 °C por 10 min., que corresponde a la activacion de la enzima
AmpliTaq Gold®; y después la PCR que consistié en 40 ciclos de: desnaturalizacion a

95 °C por 0:15 seg. y alineamiento/extensién a 60 °C por 1:30 min., (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Condiciones requeridas para efectuar la qRT-PCR

Activacién de la PCR
Enzima AmpliTagq
Gold® 40 Ciclos
Incubacion Desnaturalizacion | Alineamiento/Extension
Tiempo 10:00 min 0:15 seg. 1:30 min.
Temperatura 95 °C 95 °C 60 °C

Se utiliz6 el paquete de software, proporcionado por Applied Biosystems: 7500
Fast System SDS Software V1.4. Este software utiliza un algoritmo para calcular
distintas sefiales alelo/marcador desde la fluorescencia emitida para cada muestra,
durante la lectura en el transcurso del ensayo. La funcion que detecta el SNP,

autométicamente determina los genotipos de la muestra y genera un grupo en el cuadro

que ayuda a visualizar los datos de estas, a manera de gréaficas.

5.5 Andlisis estadistico

Los genotipos resultantes a partir del ensayo de discriminacion alélica fueron
almacenados en una base de datos. Las frecuencias alélicas y genotipicas, Equilibrio
Hardy-Weinberg (EHW) y pruebas de asociacion fueron calculadas a traves del
software en linea: IHG2 Hardy-Weinberg Equilibrium*, perteneciente al Institut fir

HumanGenetik (Alemania).
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V1. Resultados
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6. RESULTADOS

Para la realizacion del presente estudio, se obtuvo la aprobacion del Comité de
Investigacion y Etica del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre-ISSSTE, asi como

por parte del Hospital Shriners para Nifios Cd. de México.

Todos los sujetos (casos y controles) con el previo consentimiento de los padres
o0 tutores que aceptaron participar en el estudio, firmaron una carta de consentimiento
escrito informado que permitid disponer de la informacion y las muestras de su ADN.
La forma del consentimiento informado (Anexos | y IlI), se estructurd acorde a las
disposiciones establecidas por el “Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion para la Salud”.

Para conservar la privacidad y confidencialidad de los datos obtenidos en la hoja de
datos generales (Anexo Il) que se aplico, asi como los datos obtenidos en el estudio del

polimorfismo, se realiz6 una base de datos utilizando el software IBM SPSS Statistics 20.

Para la identificacion de los sujetos participantes durante el estudio se les asigno
una clave, en ningn momento se utiliz6 su nombre para conservar su anonimato, las

muestras se almacenaron a -20 °C.

De acuerdo a los criterios de seleccion para la inclusion de casos y controles en
el estudio, se obtuvieron 600 muestras de sangre periférica, de las que se aisld y purificd
el ADN gendémico (ADNg), las cuales consistieron en 200 casos con PEVAC (140
hombres y 60 mujeres) y 400 controles (280 hombres y 120 mujeres) (Ver Tabla 4). La
proporcién caso-control fue de 1:2. Las muestras de los casos se obtuvieron en el
Hospital Shriners para nifios: Cd. de México, mientras tanto las muestras de los sujetos
control, se obtuvieron en el servicio de “Banco de Sangre” del CMN 20 de Noviembre-

ISSSTE.

Sexo
Masculino Femenino n
Casos 140 (70%) 60 (30%) 200
Controles 280 (70%) 120 (30%) 400

Tabla 4. Casos y Controles analizados en el estudio
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Los sujetos del sexo masculino comprendieron el 70% de los casos, mientras
tanto el sexo femenino comprendio el 30% de los casos, para los controles se considero
el doble de individuos para cada género de acuerdo a los casos.

Una vez concluida la extraccion y purificacion del ADNg, en las muestras antes
descritas, la concentracion del &cido nucleico para cada muestra fue determinada por

espectrofotometria (Fig. 6).

La integridad del ADNg aislado se verific6 a través de la técnica de
electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, para la tincion del ADNg se utiliz6 un agente
incluyente como el bromuro de etidio, a través de un transiluminador de rayos UV se

visualizaron las bandas y éstas se fotografiaron para su interpretacion y analisis
(Fig. 8y 9).

Muestra

91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

269 2765 273 443 3555 229 3055 2275 3155 2375
Concentracion [ ng/ul ]

Fig . 8. Verificacién de Integridad del ADNg por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Muestras 91 a 100)

Muestra
101 102 103 104 105 106 107 108 109

309.0 3415 2855 365 3495 307.0 4545 2520 580.5

Concentracion [ ng/ul ]

Fig. 9. Verificacion de Integridad de ADNg por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Muestras 101 a 109)
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Como se puede observar en las figuras 8 y 9, cada muestra de ADNg produce
una banda clara y distinguible, ésto indica que las muestras se encuentran integras, lo
cual demuestra que el proceso de extraccion y purificacion de ADNg se efectuo

satisfactoriamente, ademas de comprobar su viabilidad para pruebas futuras.

Por otra parte, debido a que las muestras se encuentran a una concentracion que
no varia significativamente entre ellas, las bandas muestran la misma intensidad, lo cual

también es demostrado por la concentracion en cada una de las muestras.

Ahora bien, debido a que el protocolo sugerido por la tecnologia Tagman®,
requiere de una concentracion entre 2 y 20 ng/ul de ADNg para efectuar el ensayo de
discriminacion alélica por gqRT-PCR, se realizaron diluciones a partir de la solucion
stock del acido nucleico, en las que se llevé cada una de las muestras a una

concentracion comprendida entre 10 y 12 ng/ul en 100 pl.

La integridad del ADNg de las diluciones se verificO por la técnica de
electroforesis siguiendo el protocolo antes descrito, la concentracion requerida fue
determinada y comprobada por espectrofotometria (Fig. 10).

Muestra

91 92 93 94 95 96 97 98

11.0 11.6 10.8 12.0 11.5 11.2 10.9 10.7
Concentracién [ng/ul]

Fig. 10. Verificacion de la Integridad del ADNg por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Muestras 91 a 98)

Este procedimiento permitié comprobar la viabilidad de las diluciones para la
experimentacién por qRT-PCR y de esta forma descartar la posibilidad de que las

muestras de ADN, pudieran tener mala calidad y afectar la reaccion.

Por otra parte, la localizacion del SNP G5738C (Tabla 5), asi como su contexto
genémico fueron confirmados utilizando los sitios web: Ensembl Genome Browser y

NCBI Entrez SNP Database. A partir de esta informacion, fueron sintetizadas las sondas
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de marca comercial: Tagman® SNP Genotyping Assays a través de Applied

Biosystems™ (Foster City, CA).

Par de Cambio
Gen dbSNP Base No. Alelos Localizacion ADNCc
HOXA2 rs2428431 27141657 CIG Intrén 5738G>C

Tabla 5. Descripcion del SNP G5738C

De este modo, para determinar si el polimorfismo G5738C, se encuentra
asociado con la presencia del PEVAC: 200 casos y 400 controles sin parentesco de
poblacion mestiza mexicana, fueron genotipificados a través del ensayo de
discriminacion alélica utilizando sondas Tagman®. Los genotipos se detectaron en el
equipo 7500 Fast-Real Time PCR System Applied Biosystems™, la fluorescencia
emitida por el marcador fue proyectada a través del programa: Applied Biosystems™:

7500 Fast System SDS Software V1.4., como se muestra a continuacion:

Delta Rn vs Cycle
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0.800

0.600
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Delta Rn

0.200

0.000

-0.200
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 290 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

Selected Detector: All
Well(s): E1
Document: HOXA 2 100211 (Standard Curve)

Grafica 1. Ejemplo de Homocigoto para el Alelo Ancestral (C/C), marcado con
VIC® dye (muestra 92)
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Como puede observarse en la grafica, la emision de fluorescencia se incrementa
de manera exponencial conforme transcurren los ciclos de la qRT-PCR. Esto se debe
precisamente, a que durante la fase de polimerizacion, la enzima AmpliTag Gold®
desprende el fluoréforo VIC® dye de la sonda ya hibridada con el alelo (C/C) y el
atenuador (NFQ-MGB), éste rompimiento emite una fluorescencia durante cada ciclo de
amplificacion. Esta tendencia se observo en el 36% de los casos (72 muestras) y en el

32.75% de los controles (131 muestras).

Bajo el principio anterior, la gréafica siguiente muestra la deteccion del alelo
alterno (G/G), marcado con el fluor6foro FAM™ dye, ésta tendencia se observo en el

19% de los casos (38 muestras) y en el 17.25% de los controles (69 muestras).

Delta Rn vs Cycle
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Selected Detector: All
Well(s): G1
Document: HOXA 2 100211 (Standard Curve)

Grafica 2. Ejemplo de Homocigoto para el Alelo Alterno (G/G), marcado con
FAM™ dye (muestra 94)

Mientras tanto los individuos heterocigotos (C/G), fueron detectados en el
ensayo al emitirse ambas fluorescencias, la grafica siguiente muestra la deteccién de los

marcadores FAM™ dye y VIC® dye, lo que indica un individuo con ambos alelos. Esta
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tendencia se observo en el 45% de los casos (90 muestras) y en el 50% de los controles

(200 muestras).

Delta Rn vs Cycle
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Well(s): F1
Document: HOXA 2 100211 (Standard Curve)

Gréfica 3. Ejemplo de Heterocigoto (C/G), marcado con FAM™ dye y VIC® dye (muestra 96)

Los resultados obtenidos a partir del ensayo de discriminacion alélica, fueron
almacenados en una base de datos, donde a partir de esta informacion se obtuvo la
relacién para cada uno de los alelos en casos y controles, como se describe en la
Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la Genatipificacion para el SNP rs2428431

Alelo Ancestral  Heterocigoto  Alelo Alterno
(c/C) (CIG) (GIG) Total

Casos 72 (36%) 90 (45%) 38 (19%) 200
Controles 131 (32.75%) 200 (50%) 69 (17.25) 400

Los genotipos mostrados en la Tabla 6 fueron ingresados al software ihg2

Hardy-Weinberg Equilibrium  (ihg2.helmoltz-muenchen.de.). Las pruebas de
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asociacion de acuerdo al programa se realizaron con un intervalo de confianza del 95%
(1Co59%).
A partir de los resultados de la genotipificacion, se estimaron las frecuencias de

los alelos y genotipos del polimorfismo estudiado, las cuales se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Comparacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas para el SNP G5738C en
casos con PEVAC y controles.

Polimorfismo Grupo Frecuencias Alélicas Frecuencias Genotipicas

rs2428431 C5738 G5738  C5738/C5738 (C5738/G5738 G5738/G5738
Casos 0.585 0.415 0.36 0.45 0.19
Controles  0.575 0.425 0.32 0.5 0.17

Al compararse las frecuencias alélicas entre los dos grupos de estudio los valores
son similares, no muestran diferencias significativas entre ellos. Por su parte con las
frecuencias genotipicas ocurre lo mismo, al comparar los valores entre los casos y

controles, estos no muestran diferencias entre ambos grupos.

Cabe sefialar que el polimorfismo estudiado tanto en casos y controles, se
encontr6 en Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW).
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VII. Discusion
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7.1 DISCUSION

Los mecanismos para entender la etiologia del PEVAC no son del todo claros, ya
que diversos factores pueden contribuir al desarrollo del mismo. Estos incluyen
principalmente: compresion intrauterina, anormalidades en la miogénesis u osificacion,
anormalidades neuroldgicas, insuficiencia vascular, factores ambientales y en época
reciente se han mencionado los factores genéticos*®%. Lo Gltimo, apoyado por estudios
en gemelos, estudios en diferentes poblaciones y analisis de genealogia®. Dietz (2002),
sugiere que una parte significativa del riesgo del PEVAC puede atribuirse a variantes

adn no identificadas en distintos genes™.

Por lo anterior, se propone que el PEVAC sea un desorden complejo-multifactorial
por lo que factores medio-ambientales y genéticos contribuyen al desarrollo del mismo.

A partir de la implicacion genética como causa del PEVAC, se ha centrado la
atencion en genes involucrados con la formacion de las extremidades inferiores. La
familia de genes Homeobox (HOX) se involucran en la morfogénesis 6sea y muscular
de las extremidades inferiores, por lo que variaciones en la secuencia de estos genes
pueden alterar su expresion y de ésta forma perturbar el desarrollo normal de las

extremidades inferiores durante la etapa embrionaria.

Los genes HOX son controlados por diferentes factores regulatorios por lo que
SNPs en las regiones del intron de los grupos HOX pueden actuar como potenciadores o
en su defecto como supresores de los sitios de union®, de éste modo, perturbaciones en
estas vias regulatorias pueden contribuir con la presencia del PEVAC; en relacién a
esto, el SNP rs2428431 localizado en la region del intron del gen HOXA2, puede alterar
los sitios de unidn a factores de transcripcion como lo sugirié un analisis in silico a
través de tres programas distintos (Alibaba2, Patch y Transcription Element Search

Software)*.

Asimismo, no puede excluirse la posibilidad de que rs2428431 puede regular los
niveles de expresion rio arriba en los genes ubicados hacia el extremo 57, o bien

encontrarse en desequilibrio de ligamiento (LD) con otros SNPs™".

Con base en lo anterior, el presente estudio se llevd a cabo para determinar si el
polimorfismo rs2428431 (G5738C), localizado en la region del intrén del gen HOXA2,
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se encontraba asociado con la presencia del PEVAC en pacientes de poblacion mestiza

mexicana y controles sanos.

Aln cuando los casos y controles se identificaron en dos centros hospitalarios
distintos, es razonable suponer que forman parte de una muestra representativa del area
geopolitica de estudio, debido a que en ambas instituciones se concentran pacientes
provenientes de toda la republica mexicana. Para redundar en beneficios estadisticos, se

defini6 una proporcion caso-control de 1:2.

Lo siguiente fue evaluar si el polimorfismo G5738C se encontraba asociado con el
PEVAC, para lo cual se determiné el genotipo para cada uno de los sujetos incluidos en

el estudio a través de un analisis de discriminacion alélica por gRT-PCR.

Para realizar las pruebas de asociacion entre el polimorfismo y el PEVAC para
ambos grupos, los genotipos resultantes fueron ingresados al programa IHG Hardy-

Weinberg Equilibrium.

El SNP G5738C fue detectado en casos y controles. Al comparar las frecuencias
alélicas y genotipicas entre los dos grupos de estudio, éstos no mostraron diferencias
significativas con un valor de p=0.804; asi mismo este polimorfismo se encontr6 en
Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW).

El valor obtenido para la Razon de Odds (OR=1.031: >=0.06) con un intervalo de
confianza del 95% (ICg50,=0.809-1.315), indica que la frecuencia del alelo alterno en los
casos y controles es la misma, por lo que no hay asociacion entre la variante génica
G5738C y la presencia del PEVAC.

Ester, et al. (2009). Reportd la asociacion del mismo polimorfismo con el PEVAC,
en poblacién hispana de Estados Unidos. Sin embargo, cabe precisar que en su estudio
estratificaron los grupos étnicos en blancos no hispanos e hispanos y éstos a su vez de
acuerdo a su historia familiar (simplex y multiplex). La asociacién mas fuerte fue
observada con la poblaciéon hispana (p=0.008), sin evidencia de asociacion para los
blancos no hispanos. Al combinar los valores de ambas etnicidades el valor de p no

cambi6 significativamente (p=0.006).
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La frecuencia alélica observada para el polimorfismo G5738C en poblacién mestiza
mexicana tuvo un valor de 0.425 (ver Tabla 7), es parecida a la reportada en un estudio
previo (Ester, et al., 2009) en poblacién hispana (0.409) y poblacion blanca no hispana
(0.367). El valor para los OR de 0.866 (ICg50,=0.606-1.236), sugiere que G5738C puede
ser un factor de proteccion, sin embargo éste dato deberia tomarse bajo reserva, puesto

que el valor de las OR obtenido es muy cercano a 1.

En el Proyecto Internacional del Mapa de Haplotipos (HapMap Project), se han
estimado las frecuencias alélicas para éste polimorfismo en distintos grupos étnicos:
Caucasicos (0.32), Chinos (0.11) y Japoneses (0.14), sin embargo cabe sefialar que
Unicamente se ha detectado la presencia de éste polimorfismo en una muestra de
poblacién sana y hasta el momento no existen estudios que relacionen la presencia de

éste polimorfismo con el PEVAC en estas poblaciones.

Son necesarios estudios funcionales para evaluar si los SNPs podrian potencialmente
alterar los sitios de union al ADN, asi como alterar la expresion de las proteinas y de

este forma afectar el desarrollo normal de las extremidades inferiores®.
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VIII. Conclusionesy Perspectivas
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8.1 CONCLUSIONES

Debido a que no se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre el
polimorfismo G5738C y el PEVAC, los datos en los pacientes, deben ser estratificados
de acuerdo a su historia familiar en casos simplex y multiplex, asi como también de
acuerdo a la presentacion clinica de la enfermedad (bilateral y unilateral) para ser

analizados por separado, esto podria mostrar diferencias entre las frecuencias.

Asi mismo, es necesario establecer las frecuencias genéticas de otros
polimorfismos, principalmente localizados en genes involucrados con el desarrollo
embrioldgico de las extremidades inferiores, esto permitiria analizar la asociacion de los

genes con la presencia del PEVAC.
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8.2 PERSPECTIVAS

Finalmente, debido a que existen otros genes que pueden implicarse con la
presencia del PEVAC, es evidente la necesidad de continuar evaluando la contribucion
de mutaciones y polimorfismos en genes involucrados con el desarrollo embriol6gico de
las extremidades inferiores, asi como también valorar el aumento en el tamafio de la

muestra.

Nuestro grupo se encuentra evaluando cinco SNPs, en genes HOX: rs2462907
(HOXAL), rs3757640 (HOXAS), rs3801776 (HOXA9), rs6968828 (HOXA1ll) y
rs1318778 (HOXD3), un SNP en el gen apoptético CASP3 (rs4647602), asi como la
deteccion de variantes en los genes PITX1 y TBX4 por anélisis de secuenciacion.
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ISSSTE (ANEXO 1)

CARTA DE CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

“Prevalencia de Mutaciones en los genes PITX1, TBX4 y HOX en Pacientes con Pie Equino Varo
Aducto Congénito”

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, TBX4 y HOX en Pacientes
con Pie Equino Varo Aducto Congénito”.

El objetivo de este estudio es mediante un estudio de laboratorio acerca de la modificacion en diversos genes
(estructuras que poseen el material de 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 los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:
a. Porlatomade sangre:

Malestar y dolor leve, formacién de hematoma o morete en el sitio donde se extraiga la sangre (del
piguete de la vena).

b. Por la extraccion de sangre:
Ninguna
Beneficios:

Se generara informacién 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 enfermedad, identificar ciertos factores de riesgo que
puedan ayudar a predecir el curso de la enfermedad, 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 serd tomada por personal calificada en el Hospital

Shriners para nifios, Ciudad de México, AC y sera almacenada a -20°C durante un periodo de 10 afios en
la Division
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de Medicina Gendmica 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 de la muestra y pasado el periodo mencionado las muestras seran desechada por dicha division de
Medicina Genémica, antes mencionada.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier informacién
gue pudiera ser ventajoso para el tratamiento, evolucién o pronostico 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 identificard en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad
seran manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir lo anterior, el investigador utilizard 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 aplicara), numero de carnet (No se empleara mi nombre) para identificarme
y de esa forma conservar mi anonimato.

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

En el Centro Médico ABC, IAP: Dr. Armando Torres Gémez, correo electronico: atorresmd@yahoo.com

En el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE: Dr. en C. Ramoén Mauricio Coral Vazquez,
Coordinacion de Investigacién ler. Piso del edificio D, Subdireccién de Ensefianza e Investigacién, Calle San
Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan, Col. Del Valle, Delegacion Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono:
52003530; direccion electrénica: rmcoralv@gmail.com.

En el Hospital Shriners para Nifios, Ciudad de México, AC: Dr. Nelson Cassis Zacarias, correo
electrénico: nelsoncassis@yahoo.com

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

(Nombre completo y firma) (Nombre completo y firma)
Testigo Testigo
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ISSSTE (ANEXO II)

Cuestionario

“Prevalencia de Mutaciones en los genes PITX1, TBX4 y HOX en Pacientes con Pie Equino

Varo Aducto Congénito”
Ficha de identificacion:

Nombre completo del paciente

No Expediente

Fecha de Nacimiento

Nombre del Padre:

Nombre de la Madre:

Genero: (Fem.) (Mas).
Numero de generaciones ascendentes nacidas en México:

Lugar de nacimiento

Lugar de residencia

Direccion:

Teléfono:

Teléfono de algun familiar:
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ISSSTE (ANEXO I11)

CARTA DE CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

“Prevalencia de Mutaciones en los genes PITX1, TBX4 y HOX en Pacientes con Pie Equino Varo
Aducto Congénito”

México, D.F., a de del afio

Yo
autorizo mi participacion en el Proyecto de investigacion titulado “Prevalencia de Mutaciones en los genes
PITX1, TBX4 y HOX en Pacientes con Pie Equino Varo Aducto Congénito”.

El objetivo de este estudio es mediante un estudio de laboratorio acerca de la modificacion en diversos genes
(estructuras que poseen el material de 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 los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:
c. Porlatomade sangre:

Malestar y dolor leve, formacién de hematoma o morete en el sitio donde se extraiga la sangre (del
piguete de la vena).

d. Por laextraccion de sangre:
Ninguna
Beneficios:

Se generara informacién para determinar la asociacion entre modificaciones (polimorfismos y/o mutaciones)
en genes y el desarrollo del Pie Equino Varo Aducto Congeénito, lo que permitiria (dependiendo de los
resultados obtenidos), conocer mas acerca de esta enfermedad, identificar ciertos factores de riesgo que
puedan ayudar a predecir el curso de la enfermedad, 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 y sera almacenada a -20°C durante un periodo de 10 afios en
la Division
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de Medicina Gendmica 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 de la muestra y pasado el periodo mencionado las muestras seran desechada por dicha division de
medicina genémica, antes mencionada.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier informacion
gue pudiera ser ventajoso para el tratamiento, evolucién o pronostico 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 investigacién o con su tratamiento.

Los investigadores responsables han brindado la seguridad de que no se me identificard en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad
seran manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir lo anterior, el investigador utilizard 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 aplicara), nimero de carnet (No se empleara mi nombre) para identificarme
y de esa forma conservar mi anonimato.

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

En el Centro Médico ABC, IAP: Dr. Armando Torres Gémez, correo electronico: atorresmd@yahoo.com

En el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE: Dr. en C. Ramoén Mauricio Coral Vazquez,
Coordinacion de Investigacion ler. Piso del edificio D, Subdireccion de Ensefianza e Investigacién, Calle San
Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan, Col. Del Valle, Delegacion Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono:
52003530; direccidn electrénica: rmcoralv@gmail.com.

En el Hospital Shriners para Nifios, Ciudad de México, AC: Dr. Nelson Cassis Zacarias, correo
electrénico: nelsoncassis@yahoo.com

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

(Nombre completo y firma) (Nombre completo y firma)
Testigo Testigo
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Soluciones y Reactivos:  (Anexo 1V)

Sacarosa-Triton 2X

Componente | 1Litro |%Litro | Conc. Final
Sacarosa 2199 10959 0.64 M
Tris-base 2429 121¢g 0.02 M
MgCI2 2.03¢g 1.015¢ 0.01M
Triton X-100 | 20 mi 10 ml 2 %
e LlevarapH 7 con HCI 6N
e Esterilizar por filtrado
e Estable a 4 °C durante 3 meses
Solucién Amortiguadora TBE 5X*
Componente 1000 ml 500 mi 250 ml
Tris-Base 549 279 1359
Acido Bérico 2759 13.75g 6.8759
EDTA 3359 1.675¢g 0.83¢g

* Ajustar apH 7.0 con HCI 6N

NaCl5mM = 0.0438 g en 150 ml

NaCl Saturado = 52.596 g en 150 ml
SDS 10 % = 15 g en 150 ml (esterilizar por filtrado)
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Diagrama General de Flujo: (ANEXO V)
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X. Glosario

ADN genomico: ADN cromosomico nuclear que ha sido aislado directamente de
células o tejidos. Habitualmente se extrae de sangre periférica o células descamantes de
la mucosa yugal. Se utiliza para pruebas genéticas.

Alelo: Version especifica de un gen que ocupa una localizacion determinada en el
genoma. Se diferencia de otros alelos del mismo gen por ser distinta su secuencia de
nucledtidos. En general, uno de los diferentes estados alternativos del mismo gen.

Autépodo: La extremidad esta organizada en tres regiones, de extremo proximal a
distal: estilopodo, zeugopodo y autdépodo. En las dos regiones mas distales el esqueleto
contiene varios motivos o patrones periodicos o cuasiperiodicos el autopodo consta de

entre 3 y 5 elementos (en la mayoria de los casos) a lo largo del mismo eje.

Congénito: de caracter hereditario

Cromosoma: Elemento que existe en el ndcleo de las células en el momento de su

division o mitosis, que contiene el material genético.

Delecion: Pérdida de material genético de un cromosoma que puede ir desde la pérdida
de un solo nucleétido (delecion puntual) hasta la pérdida de grandes regiones visibles

citogenéticamente.

Exon: Porcion de una molécula de ADN, que produce aquellas partes del ARN
precursor que no son eliminadas durante la transcripcion, forman el ARN mensajero y
por tanto especifican la estructura primaria de una proteina. En definitiva es la region de
un gen que contiene la informacion para producir una proteina (se denomina region

codificante). Cada exon codifica una porcion especifica de la proteina completa.

Factor de Transcripcion: Los factores de transcripcion son proteinas que coordinan y
regulan la expresién de un gen o de un grupo de genes. En muchos casos regulan su
propia expresion y también es frecuente que regulen a otros factores de transcripcion.
Los factores de transcripcion interaccionan con regiones especificas del ADN, con
elementos de la maquinaria de transcripcion como la ARN polimerasa, con otros

factores de transcripcién o con moléculas que activan o inhiben su actividad. Conectan
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los estimulos externos e internos con las respuestas bioldgicas actuando como

transductores de sefales.

Familia Simplex: Familia en la que solo uno de sus miembros se encuentra afectado

por una patologia.

Familia Multiplex: Familia en la que varios de sus miembros se encuentran afectados

por herencia.

Gen: Secuencia de nucleo6tidos que codifica un producto. Incluye regiones anteriores (5’
no traducida; 5° UTR) posteriores (3’ no trducida; 3° UTR) a la region codificante, asi
como secuencias interpuestas (intrones) entre segmentos (exones). Unidad de

transmision hereditaria; ocupa un sitio determinado en los cromosomas llamado locus.

Genoma: Todo el DNA contenido en un organismo o célula, que incluye tanto los
cromosomas dentro del ndcleo (genoma nuclear) como el ADN en las mitocondrias

(genoma mitocondrial).

Genotipo: Conjunto de genes de una persona que puede 0 no expresarse. La
contribucion genética a la descendencia. La constitucion génica de un locus particular.

Constitucidn genética de un organismo.

Heterocigoto: Un individuo que ha recibido informacion genética diferente de cada uno
de los padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos diferentes de un gen
especifico.

Homocigoto: Un individuo que ha recibido la misma informacion genética de cada uno
de los padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos idénticos de un gen

especifico.

Homeodominio: Es un dominio de union al ADN que consta de unos 60 aminoéacidos,
presente en las denominadas homeoproteinas. Este dominio esta codificado por una

region de 180 pb del DNA conocido como homeobox.

Homeobox: La familia de genes HOX codifican para un grupo de factores de
transcripcion responsables de regular la morfogénesis y de conferir la identidad axial

para el desarrollo del embrion. Los genes HOX tienen en comin una secuencia de DNA
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conocida como caja homeotica, la cual esta constituida por 180 pares de bases

nitrogenadas.

Homocigoto: Un individuo que ha recibido la misma informacion genética de cada uno
de los padres, para la unidad en cuestion. Tener dos alelos idénticos de un gen
especifico.

Intron: En eucariotas los exones de un gen se separan por regiones largas de ADN
(Ilamadas intrones) que no codifican, ya que se escinde durante el procesamiento del

ARN y que no formara parte del RNA mensajero maduro.

Kilobases (Kb): Unidad de tamafio de los &cidos nucleicos, correspondiente a una
longitud de 1.000 de nucledtidos o Megabases (Mb): correspondiente a 1.000.000 de

nucleotidos.
Loci: en latin, plural de locus

Locus: (plural=Loci): Posicién que ocupa un gen en un cromosoma

Multifactorial: Causado por la interaccion de multiples genes y factores del medio

ambiente.

Mutacion: Cambio en la secuencia de bases nitrogenadas en la molécula de DNA.

Variacion espontanea o inducida del genoma.

Polimorfismo de un solo Nucleétido (SNP): Polimorfismos en los que cambia una
base por otra en el ADN. En general son bialélicos, es decir, se pueden encontrar

alternativamente dos bases A, T, G 6 C.

Polimorfismo Genético: Presencia en una poblacion de dos o mas alelos de cualquier
sistema, en la que la frecuencia del mas raro de ellos no puede explicarse por mutacion

recurrente.

Quencher: Una entidad molecular que apaga un estado excitado de otra entidad
molecular ya sea por transferencia de energia, transferencia de electrones, o por un

mecanismo quimico.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): I. Amplificacion enzimatica de
fragmentos de ADN localizado entre un par de iniciadores. Il. Reaccion de la
polimerasa en cadena, en la que la ADN polimerasa copia un segmento de ADN,
resultando en una enorme amplificacion de una muy pequefia muestra. La técnica es

ampliamente utilizada en investigacion, diagnostico médico y medicina forense.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QRT-PCR): Es una variante
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y
simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la amplificacion de acido

desoxirribonucleico (ADN).

Variantes de DNA: Son cambios en la secuencia del DNA que existen como
variaciones estables en la poblacién humana. Pueden ser desde cambios minimos en el
DNA (SNPs), hasta deleciones visibles a nivel citogenético. Desde el punto de vista
molecular la mayoria de esta variabilidad humana esta dada por los denominados SNPs
(Polimorfismos de un solo nucleétido). El resto estd dado por variaciones del tipo
microsatélites, minisatelites (VNTR), inserciones/deleciones y variaciones en el nimero
de copias de regiones gendmicas mas extenas. Todas estas variaciones pueden ser
subyacentes en la etiologia tanto de “afecciones genéticas” como en el componente

genético de susceptibilidad en patologias multifactoriales.

Zeugobpodo: La extremidad estd organizada en tres regiones, de extremo proximal a
distal: estilopodo, zeugdpodo y autépodo. En las dos regiones mas distales el esqueleto
contiene varios motivos o patrones periddicos o cuasiperiddicos consta de dos

elementos paralelos a lo largo del eje anteroposterior
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