Genética del pie zambo
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Resumen:

El pie zambo es una de las deformidades congénitas graves
mas comunes del sistema musculoesquelético, y presenta una
incidencia mundial de 1/1000 nacidos vivos. La etiologia de las
formas sindrémicas del pie zambo es variada, y las causas del pie
zambo idiopatico no se conocen bien. Los avances modernos en
genética han permitido a los investigadores comenzar a identificar
la compleja etiologia del pie zambo. Varios estudios genéticos
recientes han identificado una via clave de desarrollo, la via
transcripcional PITX1-TBX4, en la etiologia del pie zambo. Ambos
PITX1 y TBX4 se expresan de forma tinica en el miembro inferior,
lo cual ayuda a explicar el fenotipo del pie visto con mutaciones
en estos factores de transcripcion. Sin embargo en otros estudios
también se identific6 una microduplicacion de 2,2 Mb (Mega
bases nitrogenadas: 1 milléon de pares de bases nitrogendas)
en el cromosoma 17923.1g23.2 que incluye T-box 4 (TBX4), y
otros 16 genes en 3 de 66 familias reportadas como pie zambo
no sindromico; donde se encontr6é evidencia minima para una
asociacion entre TBX4 y pie zambo y no se identificaron variantes
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de secuencia patogénica en los dos elementos potenciadores de
miembro inferior TBX4 conocidos. En conjunto, estos resultados
demuestran que la variacion en y alrededor del gen TBX4 y la
microduplicacion 17q23.1q23.2 no son una causa frecuente de este
defecto congénito ortopédico comuin y estrecha la asociacion de la
region 17q23.1q23.2 con los pies zambos no sindrémicos.

Palgbras clave: ) PIE ZAMBO - SINDROMICO -
IDIOPATICO - GENETICA - MICRODUPLICACION - VIA
TRANSCRIPCIONAL.

The clubfoot is one of the most common serious congenital
deformities of the musculoskeletal system and presents an
incidence of 1/1000 live births. The etiology of the syndromic
forms of clubfoot is varied and the causes of isolated clubfoot are
not well understood. Modern advances in genetics have allowed
researchers to begin to identify the complex etiology of clubfoot.
Several recent genetic studies have identified a key developmental
pathway, the PITX1-TBX4 transcriptional pathway, in the etiology
of clubfoot. Both PITX1 and TBX4 are uniquely expressed in the
hindlimb, which helps explain the phenotype of the foot seen
with mutations in these transcription factors. However, other
studies also identified a 2.2 Mb microduplication on chromosome
17q23.1q23.2 which includes T-box 4 (TBX4), and another 16 genes
in 3 of 66 families reported as non-syndromic clubfoot; Where
minimal evidence was found for an association between TBX4 and
clubfoot and no pathogen sequence variants were identified in the
two known TBX4 hindlimb enhancer elements. Altogether, these
results demonstrate that variation in and around the TBX4 gene
and the 17q23.1q23.2 microduplication are not a frequent cause of
this common orthopedic birth defect and narrows the 17q23.1q23.2
nonsyndromic clubfoot-associated region.

Key words: CLUBFOOT - SYNDROMIC - ISOLATED -
GENETIC - MICRODUPLICATION - TRANSCRIPTIONAL
PATHWAY
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Introduccion

El pie zambo es una deformidad severa que afecta todos
los complejos articulares del pie, y ocurre separada de otras
malformaciones dseas y articulares. Es caracterizado por ser un
pie con cuatro componentes: equino (flexion plantar del tobillo),
varo (aduccién del talén), cavo en el mediopié y aducto en el
antepié.

Presenta una incidencia a nivel mundial de 1/1000 nacidos
vivos, y es la sétima deformidad mas frecuente al nacer. En el
mundo, el pie zambo no tratado representa la causa mas frecuente
de discapacidad fisica debido a malformaciéon del hueso y la
articulacién. (Calderén & Sanabria, 2016, Cosma, & Vasilescu
2014; Sanabria, Ruiz, & Alvarez, 2010; Staheli, 2009.) El pie zambo
puede ser sindromico, resultante de causas cromosomicas,
mendelianas genéticas y no genéticas, pero mas comtinmente se
presenta como un defecto de nacimiento idiopatico. En el 20% de
los casos, el pie zambo es de tipo sindrémico, siendo asociado a
artrogriposis, distrofia muscular congénita, mielomeningocele,
bridas amnioticas u otros sindromes genéticos como lo son la
trisomia 18 o el sindrome de delecion del cromosoma 22q11, con
una etiologia muy variada; mientras que el resto de los casos se
presenta como una deformidad aislada cuya etiologia ain no se
conoce bien. (Dobbs & Gurnett, 2012; Lu et al, 2012).

Muchas teorias sobre la patogénesis del pie zambo como
las causas neurologicas, inmovilidad intrauterina, vasculares
y fibrosis del tejido conectivo han sido propuestas basadas en
anormalidades anatémicas especificas; sin embargo, estudios
recientes evidencian la importancia de las vias de desarrollo
temprano del miembro inferior en su patogénesis.

Los avances en genética han permitido a los investigadores
comenzar a identificar la compleja etiologia del pie zambo, y
se ha hecho cada vez mas evidente que este tiene un patréon de
trastornos heterogéneos con un umbral poligénico que explica
sus patrones de herencia. En estudios poblacionales y familiares,
los analisis de segregacion sugieren una etiologia multifactorial
con factores genéticos y ambientales que juegan un papel en la
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génesis del pie zambo. El tabaquismo es el factor ambiental mas
asociado, presentando un aumento de 2 veces en la prevalencia
de pie zambo en nifios nacidos de madres que fuman durante el
embarazo. Fumar en presencia de una historia familiar positiva
de pie zambo aumenta el riesgo veinte veces, apoyando el papel
de los genes en el pie zambo. (Dobbs & Gurnett, 2012; Ester,
Tyerman, Wise, Blanton & Hecht, 2007; Lu et al, 2012).

Antecedentes

La incidencia del pie zambo varia ampliamente con
respecto a la etnia y el género, y aumenta con el nimero de
parientes afectados, lo que sugiere que la etiologia esta al menos
parcialmente influenciada por factores genéticos. La incidencia
entre diferentes etnias oscila entre 0,39/1000 entre la poblacién
china,1,2/1000 entre los caucasicos y6,8/1000 entre los polinesios
(principalmente en Hawaii y Maori). También se ha reportado
una relacion hombre: mujer de 2,5: 1. (Cummings, Davidson,
Armstrong, & Lehman, 2002; Lu et al, 2012).

Los hermanos de los individuos afectados tienen un aumento
hasta de 30 veces en riesgo de padecer deformidad de pie zambo.
El pie zambo afecta a ambos hermanos en el 32,5% de los gemelos
monocigotos, pero solo 2,9% de los gemelos dicigotos. También se
ha reportado (Lochmiller, Johnston, Scott, Risman & Hecht, 1998)
que el 24,4% de los individuos afectados tienen antecedentes de
historia familiar positiva por pie equino varo idiopatico.

Hasta la fecha, los estudios de asociacion genética han sugerido
que los genes apoptoticos, homeobox Ay D (HOXAy HOXD) y de
contraccién muscular contribuyen a la responsabilidad genética
subyacente. Varios estudios genéticos recientes identificaron una
via de desarrollo clave, la via transcripcional de PITX1-TBX4.
Ambos, PITX1 (Factor de transcripcion homeodominio 1) y TBX4
(factor de transcripcién con caja T) se expresan tnicamente en el
miembro inferior, lo cual explica el fenotipo del pie visto con las
mutaciones en estos factores de transcripcion. (Cummings et al,
2002; Lu et al, 2012).
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Genética

Basado en complejos patrones de herencia, es poco probable
que el pie zambo idiopatico se deba a mutaciones dentro de un
solo gen, sino que es multifactorial y/o poligénico en la naturaleza.
Un argumento en contra de un sélo gen como causa de pie zambo
idiopatico es el hecho de que hay una discrepancia sexual, los
varones son mas comunmente afectados que las mujeres, en
ausencia de la herencia relacionada con el sexo. Un modelo de
herencia poligénico con un umbral de sexo dimoérfico para el
fenotipo afectado explicaria esta discrepancia.

El apoyo a este modelo de umbral poligénico para la herencia
del pie zambo se ha demostrado mediante el efecto Carter: los
individuos del sexo menos comunmente afectado tienen una
mayor carga genéticay por lo tanto son mas propensos a transmitir
la enfermedad a sus hijos. La causa fisiologica de este dimorfismo
sexual, en el que los hombres tienen el doble de probabilidades
de ser afectados que las mujeres, es actualmente desconocida.
(Dobbs & Gurnett, 2012).

Existe alguna evidencia que sugiere que la hipotesis
enfermedad comun - variante comun se aplica a pie zambo, en
el que la herencia de las variantes genéticas comunes (es decir,
polimorfismos de un sdlo nucledtido presentes en una frecuencia
de alelo > 5%), cada uno con un pequefio aumento en riesgo,
contribuye a la susceptibilidad del pie zambo. Se ha informado
que las variantes genéticas comunes (polimorfismos) cerca de
los genes HOX homeobox, el factor de crecimiento similar a la
insulina de union a la proteina 3 (IGFBP3), y genes caspasa (los
cuales son mediadores esenciales de los procesos de apoptosis de
especial relevancia en los procesos morfogenéticos del desarrollo
embrionario, como en el caso del gen Caspl0 asociado a la
morfogénesis de los miembros) se han asociado con pie zambo
idiopatico. Sin embargo, estas variantes genéticas son de efecto
relativamente pequefio y necesitan ser replicadas en cohortes mas
grandes para confirmar su importancia en la susceptibilidad del
pie zambo. (Dobbs & Gurnett, 2012; Ester et al, 2007).
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Una alternativa a la hipoétesis de la enfermedad comun -
variante comun es que el pie zambo puede explicarse mejor
por la hipdtesis enfermedad comuin — variante rara en la que
las variantes genéticas raras (con frecuencias de alelos < 5%)
confieren un riesgo moderado con mayor penetrancia. Estudios
recientes que respaldan esta hipdtesis han identificado una via de
desarrollo clave importante en la etiologia del pie zambo, la via
transcripcional PITX1-TBX4, responsable del desarrollo temprano
de las extremidades. Una mutacion sin sentido en PITX1, un factor
de transcripcion de homeodominio relacionados con bicoides
(primera proteina demostrada en actuar como un morfégeno), se
identifico en una gran familia multigeneracional con predominio
de pie zambo idiopatico segregando con penetracion reducida.
Dado que el gen PITX1 se expresa predominantemente en el
miembro inferior y no en el antebrazo, este es el primer gen
implicado en el pie zambo para explicar la implicacion especifica
del pie. (Dobbs & Gurnett, 2012).

Aunque las mutaciones en PITX1 no son una causa comuin de
pie zambo aislado, las variantes recurrentes del ntimero de copias
del cromosoma 17q23 que implican el factor de transcripcion T-box
TBX4, un objetivo transcripcional de PITX1, son responsables de
aproximadamente el 5% de todos los pacientes con enfermedad
familiar de pie zambo idiopatico. Tanto las duplicaciones como las
deleciones de la region del cromosoma 17923 dan como resultado
el pie zambo, resaltando la importancia critica de la dosificacion
del gen TBX4. Similar a PITX1, TBX4 se expresa tinicamente en el
miembro inferior, explicando el fenotipo pie. El estudio genético
de los microarrays (chips) cromosémicos (CMA) puede detectar
las variantes del niimero de copias del cromosoma 1723, que son
clinicamente significativas para su posible asociacion con casos
severos, refractarios al tratamiento y displasia de cadera.

La implicacién de los genes involucrados especificamente en
el desarrollo de los miembros inferiores en la etiologia del pie
zambo hace que otros genes comunmente hipotetizados para el
pie zambo, como los genes contractiles musculares involucrados
en la artrogriposis distal, sean menos probables, ya que las
mutaciones en estos genes causan afectacion de extremidades
superiores e inferiores y no han sido identificadas en pacientes
con pie zambo idiopatico. (Cummings et al, 2002).
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Se han realizado estudios con el fin de evaluar si la variacion
del numero de copias y/o la variacion alrededor de TBX4
desempefian un papel en el pie zambo, para lo cual se tomo
como muestra el conjunto de datos basado en la familia, que
estaba compuesto por 605 familias (148 familias multiplexadas
(presencia de pie zambo en varios miembros de la familia): 112
no hispanas blancas [NHW] y 36 hispanas, 457 familias simples
(presencia del pie zambo en un solo miembro de la familia): 211
NHW vy 246 hispanos). Las familias fueron reclutadas, después
del consentimiento informado de las clinicas de los pies zambo,
en los Hospitales Shriners para Nifios de Houston, Los Angeles
y Shreveport, Texas Hospital Escocés Rite para Nifios de Dallas
y la Universidad de Columbia Britanica. Se realizaron examenes
clinicos y radiograficos en probandos (individuos con pie zambo)
y miembros de la familia en todos los centros para excluir las
causas sindrémicas del pie zambo. La etnicidad se basd en
auto-reporte, y los participantes hispanos eran de ascendencia
mexicana. Después de obtener el consentimiento informado, se
recogieron muestras de sangre y/o saliva de individuos afectados
y miembros de la familia. El ADN se extrajo utilizando el kit de
aislamiento de ADN de Roche para sangre de mamifero (Roche,
Suiza) o purificador de Oragene para saliva (ADN Genotek, Inc.
Ottawa, Ontario, Canada), siguiendo el protocolo del fabricante.

Enesteestudioseidentificounamicroduplicacién17q23.1q23.2
enun probante de origen blanco no hispano de 148 casos familiares
(0,68%); la microduplicaciéon no estaba presente en ninguno de los
457 probandos simplex. Este probando era de una familia grande
con el pie zambo segregado a través de seis generaciones en un
patrén autosémico dominante con la expresividad variable. El pie
zambo estuvo presente en 12 individuos que estaban relacionados
a través de otros que tenian anormalidades de pies cortos- anchos
con anomalias en los dedos del pie. Suponiendo que todos los
individuos con anomalias de los pies en esta familia llevan la
duplicacion, el pie zambo bilateral fue la anomalia presentada en
16/25 individuos con la duplicaciéon, mientras que las 9 restantes
con la duplicacion tuvieron anomalias en los pies. Los fenotipos
encontrados van desde pie zambo severo a pies cortos- anchos
con dedos anormales cortos. Las manos eran normales en todos
los individuos con la microduplicacién (ganancia en el nimero de
copias del cromosoma 17q23.1q23.2).

ACTA ACADEMICA, 60, pp. 119-130: 2017 ISSN 1017-7507 125



Genética del pie zambo

También, el ADN de dos familiares fueron sometidos a
analisis de microarrays cromosdmicos para definir los limites de la
duplicacion, donde se mostré una ganancia de nimero de copias
de la banda cromosémica 17q23.2, que abarca entre 0.319 Mb y
0.348 Mb en tamafio, e incluye duplicaciones completas de TBX4
y NACA2 (subunidad alfa 2 asociada al polipéptido naciente) y
exones 15 a 20 de BRIP1 (BRCA1 proteina interactiva C-Terminal
Helicasa 1). La regién delineada para la ganancia del nimero de
copias esta cubierta por 53 sondas oligonucleotidicas. (Lu et al,
2012).

En otro estudio, se identific6 una microduplicaciéon de 2,2
Mb del cromosoma 17q23.1q23.2 en 3 de 66 familias de etnia
desconocida con pie zambo idiopatico. Una familia adicional de
pie zambo tenia una supresion que implicaba la misma region.
Aunque esta region contiene 17 genes, TBX4 fue de particular
interés, por su expresion especifica en miembro inferior. (Alvarado
et al, 2010).

Para identificar los genes responsables del pie zambo aislado,
se identificaron 66 probandos del pie zambo idiopatico con al
menos un pariente afectado de primer grado. Se considerd que los
individuos tenian pie zambo idiopatico aislado sdlo en ausencia de
anomalias congénitas adicionales (por ejemplo, defecto cardiaco,
hipospadias, retraso del desarrollo) o etiologia subyacente
conocida (por ejemplo, artrogriposis, mielomeningocele,
miopatia).

La microduplicacion del cromosoma 17q23.1g23.2 es
segregada de manera autosdmica dominante en las tres familias,
pero con penetrancia reducida. La baja estatura leve fue frecuente
y una mujer tuvo displasia de cadera en el desarrollo. Ninguno de
los individuos afectados tuvo defectos cardiacos, dismorfismos
faciales o anomalias cognitivas y de comportamiento que se
asocian comunmente con la microdelecion del cromosoma
17q23.1q23.2.

La region del cromosoma 17q23.1q23.2 contiene el factor
de transcripcion T-box TBX4, un blanco probable del factor
de transcripcion relacionado con bicoides PITX1 previamente
implicado en la etiologia del pie zambo. El resultado sugiere
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que la microduplicacion de este cromosoma 17g23.1q23.2 es una
causa relativamente comun del pie zambo idiopatico familiar y
proporciona una fuerte evidencia que vincula la etiologia del pie
zambo con el desarrollo anormal de miembros tempranos.

En resumen, se demostr6 que cuatro de los 66 probandos con
pie zambo familiar aislados llevan una variante en el numero
de copias del cromosoma 17q23.1q23.2, tres microduplicaciones
y una microdelecidn, que segrega con pie zambo en las cuatro
familias. Esto representa una de las pocas variantes en el niumero
de copias de cromosomas que se asocian con un defecto congénito
aislado y amplia el papel de las variantes en el nimero de copias
recurrentes en la etiologia de la enfermedad humana.

El gen TBX4 es importante en la especificacion del tejido
conectivo requerido para el modelado de musculos y tendones.
Se trata de un objetivo transcripcional del homeodominio
pareado 1 (PITX1), y se cree que la iniciacién de los miembros se
produce a través de la activacion de la cascada de sefalizacion
Wnt / FGF (Wingless e Int/Factor de crecimiento fibroblastico).
Las mutaciones de pérdida de funcion heterocigoéticas en TBX4
causan sindrome de pequefia patela, también conocido como
displasia isquiopatelar o sindrome de Scott-Taor. Ademas de las
pequenas rotulas, hay ausencia, retraso u osificacion irregular de
las uniones isquioptibicas y aumento del espacio entre el primer
y segundo dedo y el cuarto y quinto rayos del pie con pie plano.
Las deleciones de 17q23.1q23.2 estan bien caracterizadas y causan
una constelacion de anomalias incluyendo defectos cardiacos y
anomalias en los miembros, que no incluyen el pie zambo. Por el
contrario, la microduplicacion de la misma region del cromosoma
17 se asocia con el pie zambo y otras anomalias esqueléticas.
Dichos estudios indican que la microduplicacién de 17q23.1q23.2
puede causar un espectro de anomalias en los pies que van desde
pies largos y anchos hasta pie zambo.

El tamafo variable de la delecién, que va desde 2,2 Mb
en las familias de Alvarado et al. (2010) a 350 kb en las otras
familias pueden determinar la extension de otras anomalias. Es
importante destacar que las familias de microduplicaciéon de
Alvarado tuvieron anomalias esqueléticas adicionales en la pelvis,
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epifisis tibial calcanea y distal. Ademas, los genes modificadores
probablemente influyen en la gravedad de las anomalias del pie.
En las otras familias, la microduplicacion implica la ganancia
de nimero de copias de TBX4 y NACA2 (Subunidad alfa 2 del
complejo polipéptido naciente) y duplicacién parcial de BRIP1
(BRCAL1 proteina interactiva C-Terminal Helicasa 1), reduciendo
asi significativamente la region critica para el pie zambo. (Alvarado
et al, 2010; Lu et al, 2012).

Conclusiones

El gen TBX4 desempena un papel en la especificacion de la
formacion de miembros inferiores; sin embargo, no esta claro
como la sobreexpresion de TBX4 contribuye a las anomalias del
pie observadas en las familias estudiadas. La pérdida de TBX4
durante el desarrollo del miembro humano afecta los elementos
esqueléticos, y las mutaciones en TBX4 causan un patrén de
anormalidades esqueléticas. Recientemente, se ha demostrado
que PITX1 también juega un papel importante en la formacién de
miembros inferiores. La aparicién de al menos anomalias menores
en los pies en todos los portadores de duplicacion sugiere que
la sobreexpresion de TBX4 estd causando perturbacion en el
desarrollo del pie.

Las familias descritas en ambos estudios con la
microduplicacion 17q23.1g23.2 son multiplex, es decir que hay
mas de un miembro de la familia afectado. La microduplicacién
no estuvo presente en ninguno de los casos simples ni en mas
del 99% de los casos familiares, y se caracteriza por expresividad
variable y penetrancia incompleta.

Por lo tanto, la microduplicacidn es una causa rara de pie de
zambo aislado y se puede segregar como un fenotipo autosémico
dominante. Es importante destacar que en los trabajos revisados,
tanto de Alvarado (2010) como de Lu (2012), se reduce la region
critica para la ganancia de nimero de copias de los 2,2 Mb
previamente informados, a aproximadamente 350 kb (kilo bases:
mil pares de bases nitrogenadas) y solo tres genes.
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De estos tres genes, TBX4 parece ser el mas probable
responsable del espectro de las anomalias del pie. Por otra
parte, no hay pruebas convincentes en nuestro conjunto de
datos para una asociacidn entre el pie zambo idiopatico y TBX4;
tampoco existian variaciones significativas presentes en los
dos potenciadores de extremidades inferiores TBX4 conocidos
secuenciados en 95 pacientes de familias simplex. Por lo tanto,
todos los casos familiares de pie zambo deben ser estudiados por
esta duplicacion cromosomica, pero se necesita realizar estudios
adicionales, tales como la resecuenciacion de TBX4 en todos los
probandos de pie zambo, para descubrir la causa del pie zambo
idiopatico.

Aunque TBX4 sigue siendo el gen candidato para el pie
zambo congénito que involucra duplicaciones de 17q23.1-q23.2,
la explicacion para la expresividad y penetrancia variables es
desconocida.
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