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ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN HOXA2 EN PACIENTES CON ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAV). CASOS FAMILIARES

ILANTECEDENTES
DEFINICION

El Espectro Facio auriculo vertebral también llamado Sindrome de Goldenhar,
Sindrome del primero y segundo arcos branquiales, es un complejo de
malformaciones principalmente craneofaciales y vertebrales. Los primeros

reportes de los casos fueron realizados por Canton en 1861 y von Arlt en 1881."

La malformacion central de este complejo es la microtia®>. La microtia se define
como auricula pequena con o sin malformaciones, las cuales pueden ser minimas
o mayores>. La anotia es la ausencia completa de los componentes auriculares
y la poliotia, tipicamente vista como duplicaciéon de la auricula en imagen en
espejo, representan los extremos de los fenotipos auriculares®. La expresion

menor de la microtia son los apéndices preauriculares®
INCIDENCIA DE LA MICROTIA

Su incidencia es variable en diferentes regiones, y se considera de 1:500 hasta
1:3000 recién nacidos vivos (RNV). En México se ha reportado de 1:1500 RNV. Es

mas frecuente en varones, con una relacion 2:11
ANATOMIA DE LA OREJA

El hueso temporal que contiene al oido esta formado por cinco areas: el canal
auditivo externo 6seo, el proceso estiloides, la porcibn escamosa, la porcion
petrosa, y el proceso mastoideo. Las suturas de estas porciones son la fisura

petrotimpanica, la sutura petroescamosa, la sutura timpanoescamosa y la sutura
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timpanomastoidea. El proceso mastoideo no esta presente al nacimiento, lo que

condiciona que el nervio facial sea muy superficial.

El oido esta divido en tres compartimentos; externo, medio e interno.

OiDO EXTERNO

El oido externo comprende la auricula y el canal auditivo. La auricula
fibrocartilaginosa conduce las ondas sonoras por el canal auditivo hacia la
membrana timpanica, Esta estructura flexible en forma de concha enrollada no
solo tiene importancia funcional sino también estética. Desviaciones de la
normalidad o aberraciones en la posiciéon, forma, tamafo o en la arquitectura son

notables e indeseables.

La auricula es la parte externa del oido que protruye de la cara al nivel del hueso
temporal. Consiste de cartilago elastico cubierto de piel, la forma del cartilago es
muy importante, le confiere la forma a la auricula. La auricula tiene inclinacién
posterior, el eje longitudinal crea un angulo de aproximadamente 8° con la linea
retromandibular. La parte superior de la auricula esta localizada en el plano
vertical con la ceja. La proyeccion normal desde la mastoides es de
aproximadamente de 10 a 20 mm desde la mastoides hasta el borde libre del
hélix. La proyeccién normal varia entre razas, los asiaticos presentan la distancia
del hélix a la mastoides mas grande. En nifios la auricula es mas ancha y corta. La
relacion altura-anchura se incrementa conforme el oido crece, en los adultos es
de aproximadamente 7:4. Dependiendo de la posicion de la auricula, sus
superficies pueden describirse como anterior o lateral, y posterior o medial. En la

vista frontal el hélix debe ser visible a 2-5 mm lateralmente detras del antihélix.



SUPERFICIE AURICULAR ANTERIOR (LATERAL)

El contorno de la auricula esta formado por el hélix, un tubo de forma incompleta
doblado que crea un canal o fosa escafoidea a lo largo de la mayor parte de su
longitud. El hélix comienza en sentido anterior, que emerge de la cavidad o concha
como la cruz del hélix. En primer lugar es anterosuperior, a continuacion
posterosuperior, posteroinferior y anterosuperior, creando un arco suave Yy
redondeado. Un pequefo hoyuelo marca el punto en el que la cola del hélix se
funde con el l6bulo. A menudo, una pequefia protuberancia conocida como
tubérculo de Darwin, existe donde la hélice superior se encuentra con la parte

posterior del hélix.

Dentro del hélix se encuentra el antihélix, que forma parte del piso del pabellon
auricular y circunscribe a la concha. Por arriba, el antihélix tiene dos elevaciones o
pilares el superior y el inferior, entre los que se encuentra la fosa triangular.
Inferiormente, la cola del antihélix se une al antitrago en el surco auricular
posterior. Tanto el hélix como el antihélix son visibles en una vista frontal, pero el
antihélix sobresale mas a medida que pasa desde la parte superior a la inferior,
creando un angulo de aproximadamente 20° entre los planos del hélix y del

antihélix.

La rama inferior del antihélix estda mas orientada en sentido superior en las
personas mas altas con orejas mas largas. En las personas con orejas cortas y en
los nifos, la rama inferior tiene orientacion mas horizontal. La concha es una
cavidad incompleta que lleva al canal auditivo. ElI borde superior afilado de la
concha esta formado por la cruz inferior del antihélix, el borde inferior por los
bordes del trago y el antitrago, que sobresalen de la concha y hacen que parezca
mas pequena. Por el contrario, el borde lateral es liso y laminado y esta formado
por el antihélix. El trago se proyecta desde la cara para cubrir parcialmente la

parte anteroinferior de la concha, mientras que el antitrago se proyecta



superiormente desde el I6bulo para cubrir parte de la region inferior de la concha.

Existe una muesca prominente afilada se encuentra entre el trago y el antitrago.

El Iébulo es la unica parte de la auricula sin un marco cartilaginoso subyacente.
Alrededor de un tercio de su perimetro esta unido a la parte anterior de la mejilla, y
el resto colgando como un borde libre. Por encima, un canal antitragal o depresion

separa el I6bulo del antitrago.

La piel de la superficie auricular anterior esta estrechamente adherida al
pericondrio subyacente, con casi nada de grasa entre ellas. Se encuentran vasos
y nervios dentro de una fascia que separa la piel y el pericondrio. Las glandulas
sebaceas y sudoriparas estan presentes en la fosa triangular y alrededor del
meato auditivo externo, respectivamente. Glandulas de cerumen predominan en el
conducto auditivo. El tegumento de la superficie auricular anterior esta fuertemente
unido y libre de grasa. Por el contrario, la superficie posterior se caracteriza por
piel que puede arrugarse y deslizarse sobre el cartilago subyacente. Hay dos
capas de grasa que permiten esto, una capa superficial densa y una capa
profunda mas floja. Una capa de fascia entre la capa superficial y profunda de
tejido adiposo que envuelve a los nervios, vasos linfaticos, que suministran e
inervan la cara posterior de la auricula. También existe una red vascular
subdérmica mas superficial. Esta arquitectura subdérmica se extiende sobre el
margen del hélix al borde del hélix donde se produce la transicion de un tipo de
tegumento a otro. El I6bulo esta cubierto de pelos finos, contiene grasa trabecular
firme y una red subdérmica de vasos profundos. Sobre la cara inferior de la
auricula, la transicion de la piel que esta adherida a la que se desliza es menos
aguda, pero se produce desde el surco auricular posterior, el antitrago, trago, y el

surco auricular anterior.



Figura 1
SUPERFICIE AURICULAR POSTERIOR (MEDIAL)

La superficie auricular posterior esta oculta en su mayoria a la vista ya que la
auricula se proyecta solamente a 10 mm de la mastoides. La superficie esta
caracterizada por prominencias y surcos en un patron inverso a los que se ve en la
superficie auricular anterior. Las principales eminencias esta formadas por la fosa
escafoidea, la concha y la fosa triangular. La fosa del antihélix cae dentro de estas

prominencias

INERVACION

La auricula recibe inervacion de ramas del nervio auricular mayor, del nervio
occipital menor, del nervio auriculo temporal, del nervio facial y del nervio vago. La
mayoria de estos son sensoriales con algunas fibras vasomotoras y secretoras

derivadas del nervio facial
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Figura 2. La inervacion de la auricula por
el nervio auricular mayor (C3) y el nervio
occipital menor (C2), el nervio
auriculotemporal (V3) y las ramas
sensoriales del VIl y el X pares
craneales

IRRIGACION

El oido externo recibe irrigacion anteriormente a través de las ramas de la arteria
temporal superficial y posteriormente por la arteria auricular posterior. La arteria
superficial temporal surge de la glandula parotidea derivada de las ramas
anteriores de la arteria carotida externa. Esta emerge desde la capsula parotidea
y corre superiormente hacia el area temporal aproximadamente 1 cm por delante

de la oreja y debajo del musculo auricular anterior.®
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Figura 3

CANAL AUDITIVO

El canal auditivo externo mide aproximadamente 2.5 cm. El tercio externo es
cartilaginoso, y los dos tercios internos son 0seos. La piel de la parte 6sea es muy
delgada y no contiene glandulas, foliculos pilosos ni alguna otra estructura anexa.
Hay dos o tres fisuras en el canal auditivo externo cartilaginoso llamadas “Fisuras

de Santorini”. Estas fisuras proveen una ruta para las infecciones del oido externo
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al area parotidea o la fosa infratemporal. La trompa de Eustaquio o tuba auditiva
conecta el oido medio a la nasofaringe. El tercio posterior de la misma en el adulto
es hueso y cae dentro de la porcion petrosa del hueso temporal. Los dos tercios
anteriores son de cartilago. En los adultos la tuba cae dentro de un angulo de 45°
en relacién al plano horizontal, mientras que la inclinacion en nifios es de solo 10°,

y es mas larga en el adulto que en los nifios.

Las ondas sonoras son canalizadas por el pabelléon auricular (parte visible del
oido) al interior del canal auditivo hacia el timpano. El timpano transmite las
vibraciones a la cadena osicular — martillo, yunque y estribo- en el oido medio. El
estribo pasa las vibraciones al oido interno (canales semicirculares y a la coclea).
Las sensaciones auditivas son recogidas por la rama coclear o nervio vestibulo
coclear y transmitidas a la médula oblongada, el tdlamo y finalmente a la corteza

cerebral

El oido interno comprende la coclea y el laberinto. El laberinto consiste de tres
canales semicirculares (superior, posterior y lateral) y dos d6rganos otoliticos
(utriculo y saculo). La unién del ducto utricular y el ducto sacular forman el ducto

endolinfatico.

La céclea tiene tres compartimentos llenos de fluido: la rampa timpanica, la rampa

vestibular y la escala media, que contiene al 6rgano de Corti’
EMBRIOLOGIA DE CABEZA Y CUELLO
1. ARCOS FARINGEOS
Inician su desarrollo en la cuarta semana como resultado de la llegada de las
células de la cresta neural craneal que han migrado en direccidn ventrolateral y

contribuyen a la formacion de la cabeza y del cuello. Se desarrollan en pares,

como elevaciones superficiales a los lados de la faringe primitiva. Su
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diferenciacion craneocaudal depende de la expresion de los genes Hox y de
gradientes de concentracion de acido retinoico, con excepcidén del primer arco,
que es independiente de estos genes; por el contrario, para la formaciéon del

segundo y tercer arco es indispensable la expresion de Hoxa-2 y Hoxa-3

Cada arco faringeo tiene un nucleo de mesénquima recubierto por ectodermo en
su cara interna. Dicho mesénquima deriva del mesodermo paraaxial y lateral de
células de la cresta neural. Incluido en el mesénquima de cada arco faringeo
tenemos un vaso sanguineo o arco aortico, un cartilago, un primordio muscular y

un nervio.

El primer par o arco mandibular aparece aproximadamente a los 23 + 1 dia. Forma
dos prominencias a los lados del estomodeo: el proceso maxilar y el proceso
mandibular. Ambos procesos seran responsables del desarrollo del esqueleto
0seo del tercio medio e inferior de la cara y de los tejidos blandos de esas

porciones

El segundo par o arco hioideo, aparece aproximadamente a los 24 + 1 dia:
contribuye a la formacion del hueso hioides. El quinto par generalmente no se

forma en el humano, y el sexto es pequefio o rudimentario.

Durante la quinta semana, el mesénquima mixto de los arcos faringeos
(mesodermo y cresta neural) prolifera constantemente. EI mayor crecimiento es el
que presenta el segundo arco, que crece fundamentalmente en direcciéon caudal
superponiéndose al tercer y cuarto arcos y ocultandose por completo, dejando un
pequefio espacio denominado seno cervical, el cual finalmente desaparece al final
de la séptima semana cuando se fusiona el segundo arco con el tercero, cuarto y
sexto. Cuando ocurre el crecimiento caudal del segundo arco. Este expresa Shh,
FGF-8 y BMP-7, que aparentemente son los responsables de la proliferacion del
mesénquima subyacente. Ocasionalmente el seno cervical puede persistir en

forma parcial o total y da lugar a quistes, senos o fistulas laterales del cuello, que

13



por lo general se van a localizar sobre el trayecto del borde anterior del musculo

esternocleidomastoideo.
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‘ Cuadro 1. Estructuras derivadas de los arcos faringeos

Arco Derivados Derivados 6seos y Derivados Nervios de los arcos Gen Referencia
faringeo vasculares (arcos cartilaginosos musculares faringeos
aodrticos)
Primer paro  Arteria maxilar y Premaxilar, maxilar Musculos de la V par craneal EDN1 Clouthier *
arco parte de las superior, cigomaticos, masticacion (trigémino), que inerva (Regulador Sato®’
mandibular arterias  carétidas porciébn escamosa de (temporal, masetero la piel de la cara, es el corriente Parry32
231 dias externas los huesos temporales, vy pterigoideos nervio sensorial principal arriba de Fujita33
mandibula. medial y lateral), el de la cabezay el cuello, DIx5/6)
El cartilago del primer milohioideo, el y representa el nervio EDNRA
arco o de Meckel, dara vientre anterior del motor de los musculos EDN3
origen al martillo y al digastrico, el tensor de la masticacion; las GSC
yunque, al ligamento del timpano y el ramas sensitivas de este OTX2
anterior del martillo y tensor del velo del inervan también los DIx1/Dix2
al esfenomandibular. paladar. dientes y los musculos (parte dorsal
de la cavidad nasal y de del proceso
la cavidad oral maxilar)
DIx5/DIx6
(parte ventral
del  proceso
mandibular)
TCOF1
Hrt1
Hey1
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Segundo par
arco hioideo
24%1 dias

0 Arterias hioideasy EIl cartilago del

estapediales

segundo arco o
cartilago de
Reichert

origen al estribo,

dara

al proceso
estiloides del
temporal, al
ligamento

estilohioideo y la
parte superior y
astas menores del

hueso hioides.

El mdsculo del
segundo arco
dara origen a los
musculos de la
expresion  facial
(buccinador,

auricular, frontal,
cutaneo del
cuello, orbicular
de los labios vy

orbicular de los

parpados), el
musculo del
estribo, el

estilohioideo y el
vientre  posterior

del digastrico

El  nervio del
segundo arco es
el VIl par craneal

(facial)

HOXAZ2, Shh,
FGF-8y BMP7
TCOF1

Hrt1

Hey1

Fuijita
Sadler T.W°
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Tercer par

Arterias cardtidas
comunes Yy la
porcion  proximal
de las arterias

carétidas internas

El cartilago del
tercer arco
formara la mitad

inferior y las astas

mayores del
hueso hioides
(finalmente los
cartilagos del
cuarto y sexto
arcos se

fusionaran y daran
origen a los
cartilagos

laringeos, excepto

la epiglotis)

El musculo del
tercer arco
formara el
musculo

estilofaringeo.

El  nervio del
tercer arco el IX
par
(glosofaringeo),
que inerva
fundamentalmente
mucosas de la

lengua y laringe

HOXA2, Hoxb2

HOXAS3,
HOXD3
Hrt1
Hey1

Fujita
HOXB3 Sadler T.W°
Arteaga8
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Arco faringeo

Cuarto par

Derivados vasculares (arcos
adrticos)

Del izquierdo el segmento del
cayado aortico comprendido
entre la carotida primitiva
izquierda y la arteria subclavia
izquierda, del derecho el
segmento proximal de la

arteria subclavia derecha

Sexto par

Del izquierdo de su porcion
proximal se originara la parte
proximal de la arteria pulmonar
izquierda y de su porcion distal
el conducto arterioso el cual
se oblitera al nacimiento. Del
derecho porcién proximal se
formara la parte proximal de la

arteria pulmonar derecha

Derivados 6seos y
cartilaginosos
Cricotiroideo,
cartilago de la
laringe (tiroides,
cricoides,
aritenoides
corniculado y

cuneiforme

Derivados

musculares

Los musculos del
cuarto 'y sexto
arcos daran lugar al
cricotiroideo, el
elevador del velo
del paladar, los
constrictores de la
faringe, los
constrictores de la
laringe y la
musculatura

estriada del

esofago.

Nervios de los
arcos faringeos
El cuarto y sexto
arcos son
inervados por el
X par craneal
(vago); inerva la
mucosa de la

faringe

(e-1)]

Hrt1
Hey1

Referencia

Fuijita
Sadler T.W°
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2. BOLSAS FARINGEAS

Se desarrollan también en pares en el interior de la faringe primitiva, quedando
recubiertas por su endodermo. Los pares de bolsas se forman en secuencia
cefalocaudal entre los arcos, es decir, el primer par de bolsas se forma entre el
primero y segundo arcos, y asi sucesivamente. Hay cuatro pares de bolsas bien
marcadas y su recubrimiento endodérmico da lugar a érganos importantes de la

cabezay el cuello.

Cuadro 2.
Bolsa faringea Derivado
Primer bolsa Cavidad timpanica, el antro mastoideo, la tuba auditiva y

parte de la membrana timpanica

Segunda bolsa Amigdalas vy las fosas y criptas amigdalinas

Tercera bolsa Surge la mayor parte del timo (timo lll) y las paratiroides
inferiores (paratiroides lll)

Cuarta bolsa Se deriva una pequena porcion del timo (timo IV) y las

paratiroides superiores (paratiroides V)

3. SURCOS FARINGEOS

Los surcos faringeos separan por el exterior a los arcos aorticos. Se forman cuatro
surcos de cada lado. De estos, solo el primer surco contribuye a estructuras
adultas formando el conducto auditivo externo.

Del segundo al cuarto surcos faringeos quedan atrapados por el seno cervical.
Obliterandose junto con este a medida que se desarrolla el cuello (entre la quinta y

séptima semana)
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4. MEMBRANAS FARINGEAS

Se situan al fondo de los cuatro surcos faringeos, a cada lado del cuello del
embrion. Quedan interpuestos entre un surco y una bolsa faringea. Solo la primera
membrana faringea contribuye a estructuras del adulto, ya que junto con el

mesénquima de la capa intermedia forma parte de la membrana timpanica®

5. REGULACION GENICA DEL DESARROLLO FACIAL

Las células de la cresta neural provienen de células neuroepiteliales adyacentes al
ectodermo de superficie, situado a los largo de los bordes de los pliegues
neurales. La senalizacion de la proteina morfogénica 6sea (BMP) es importante
para establecer esta region del borde y por lo tanto, regula la expresién de WNT1
para que las células prospectivas de la cresta se transformen de epitelio a
mesénquima y comiencen su migracion hacia el mesénquima circundante. En el
rombencéfalo, las células de la cresta se originan en un patron especifico a partir
de segmentos llamados rombdmeros (figura 4). En el rombencéfalo hay ocho
segmentos de este tipo (R1-R8) y las células de la cresta neural que provienen
de segmentos especificos migran para poblar arcos faringeos especificos. Estas
células de la cresta migran siguiendo tres corrientes distintas: las células de R1y
R2 migran hasta el primer arco junto con las células de la cresta de la regidn
caudal del mesencéfalo; las células de la cresta de R4 migran hasta el segundo

arco, y las células de R6 y R7 migran a los arcos del cuarto al sexto (figura 4 ).
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Region del rombencéfalo
Region del \ R1 2 3
mesencéfalo 456 7 8

Region del
prosencéfalo
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Figura 4 Se muestran las
rutas de migracion de las células de la cresta neural que forman los pliegues

neurales en la cara y los arcos faringeos.

La separacion de estas tres corrientes se ve favorecida por el hecho de que en
los segmentos R3 y R5 se forman muy pocas células de la cresta, y aquellas que
se forman siguen las corrientes de células adyacentes para migrar. Es importante
que las tres corrientes estén diferenciadas, ya que proporcionan referencias
axonicas para guiar a los axones de los ganglios que se forman en la regién de la
cabeza y el cuello, como los ganglios trigeminal, geniculado, vestibuloacustico,
petroso y nodoso. Estos ganglios se forman a partir de una combinaciéon de
células de la cresta y células de las placodas de esta region. Los axones del
ganglio trigeminal entran en el rombencéfalo en R2, los del geniculado y el
vestibular en R4, y los del petroso y el neumogastrico en R6 y R7, lo cual
corresponde a tres corrientes de células de la cresta. Ningun axdn se proyecta
hacia R3 o R5.

Las células de la cresta neural que pueblan los arcos faringeos forman los
componentes esqueléticos caracteristicos de cada arco. En el pasado se pensaba
que las células de la cresta neural regulaban la estructuracion de estos elementos
esqueléticos, pero en la actualidad es evidente que este proceso esta controlado

por el endodermo de la bolsa faringea. La formacion de las bolsas faringeas
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ocurre antes de la migracion de la cresta neural y se produce incluso en ausencia
de las células de la cresta. Las bolsas se forman por la migracién lateral de células
endodérmicas y esta migracion es estimulada por factores de crecimiento de los
fibroblastos (FGF). A medida que se forman, las bolsas expresan un patréon de
genes muy caracteristico (figura 5)

BMP-7 se expresa en el endodermo posterior de cada bolsa, FGF 8 en el
endodermo anterior, y la expresion de PAX7 se limita al endodermo dorsal de
cada bolsa. Ademas, SHH se expresa en el endodermo posterior de la segunda y
tercera bolsa. Por lo tanto, estos patrones de expresion regulan la diferenciacion
y la estructuracion del mesénquima del arco faringeo en estructuras esqueléticas
especificas. Sin embargo, este proceso también depende del mesénquima vy
constituye otro ejemplo de interaccion entre el epitelio y el mesénquima. En este
caso, la respuesta del mesénquima a las sefiales endodérmicas depende de los
factores de transcripcidon expresados en este mesénquima. Estos factores de
transcripcion son los genes HOX y otros genes que son transportados por células
de la cresta neural hasta los arcos. La células de la cresta adquieren sus patrones
especificos de expresion génica, de los rombémeros donde se originan (figura 4).
El propio patrén de los rombomeros esta determinado por un codigo interno de la
expresion del gen HOX en el rombencéfalo, que las células de la cresta llevan
consigo cuando migran. El primer arco es HOX negativo, pero expresa OTX2, un
factor de transcripcion que contiene un homeodominio que se expresa en el
mesencéfalo; el segundo arco expresa HOXAZ2 y los arcos tercero y sexto
expresan miembros del tercer grupo parélogo de los genes HOX, HOXA3, HOXB3
y HOXD3 (figura 5). Los distintos patrones de expresién de estos factores de
transcripcion permiten que cada arco responda de forma diferente a las senales
que provienen del endodermo de las bolsas, ya que el primer arco forma los

maxilares superior e inferior, el segundo arco el hueso hioides, etc.
El resto del esqueleto de la cara, las regiones facial medial y superior, también

derivan de las células de la cresta neural que migran hacia la prominencia

frontonasal. En esta region, las sefiales que provienen del ectodermo de superficie
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y las zonas inferiores del neuroepitelio determinan el destino del mesénquima. De
nuevo parece que SHH y FGF-8 tienen una importancia destacada en la

estructuracion de esta area, pero se desconocen las interacciones genéticas

especifica’
~
e P1
0 ~
1.# hendidura
\ P2
\ P3
P4
B svP-7
B FGF-s Médula espinal
[ paxit
] sHH

EmBMP-7 [ OTX2
B FGF8  []HOXA2
/// SHH "] HOXAS3, B3, D3

Figura 5. Se muestran los patrones de expresion génica en el endodermo y el

mesénquima de los arcos faringeos.

EMBRIOLOGIA DEL DESARROLLO AURICULAR

Mucho de nuestro conocimiento del desarrollo auricular ha surgido de
observaciones descriptivas de cambios morfolégicos en los arcos branquiales (o
faringeos) en embriones humanos y de animales ademas de la interpretacion de
malformaciones vistas en la clinica y en modelos de animales. En los inicios de los
anos ochenta se describieron seis protuberancias, ahora conocidas como

“‘monticulos de His” en los arcos branquiales de los embriones humanos. Estos
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monticulos o tubérculos —tres en el primer arco y tres en el segundo- son los
primeros identificados durante la sexta semana de la embriogénesis rodeando la
hendidura del primer arco branquial, el cual es el espacio o surco entre el primero
y segundo arcos. Crecimiento y cambios morfolégicos dentro de estos arcos
ocurren hasta que la forma definitiva de la auricula es evidente entre la octava y la
novena semana del desarrollo (figura 6a). Durante los siguientes dos meses, la

forma asume su forma adulta (figura 6ay c).

Figura 6. Desarrollo de la auricula humana y de raton. (I) Los arcos branquiales
contribuyen al desarrollo auricular —el proceso mandibular del primer arco
branquial (rosa fuerte) y del segundo arco (naranja)- son evidentes durante la
quinta semana de gestacion. (Il) en la semana seis, los monticulos de his
aparecen. (lll) los monticulos coleasen. (V) el borde libre de la auricula aparece
caudal al segundo arco. (V) durante la novena semana, el primero y segundo arco
emergen para cerrar la hendidura branquial; el CAE se forma por invaginacion
dentro del primer arco branquial. La forma final aparece después de la 132
semana de gestacion. La primera hendidura branquial esta marcada en Il y Il con

un asterisco blanco. El CAE esta marcado en IV-VI con una flecha blanca.
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Del estudio de varios estadios embrionarios concluyeron que cada monticulo
contribuia a un componente de la oreja en tiempo preciso para su crecimiento y
diferenciacion. Sin embargo hay otros reportes donde no tienen importancia los
monticulos y sus derivados en la estructura auricular. Por ejemplo, unos afos
antes de las descripciones de His, Moldenhauer en 1877 report6 monticulos
similares, aunque en menor numero, en pollos con pérdida de los pabellones
auriculares. Schwalbe en 1891 también describié la presencia de tubérculos
branquiales en reptiles (no tienen orejas). Estos y otros estudios fueron muy bien
resumidos en una revision exhaustiva por Streeter en 1922, quien se comenzo6 a
cuestionar sobre el modelo del desarrollo de la oreja, El modelo del monticulo ha
prevalecido en la literatura con pequenas modificaciones. En la versiéon mas
frecuentemente reproducida, los monticulos del segundo arco forman la mayor
parte de la oreja, el primer arco forma el trago y al menos parte de la raiz, y de la
primera hendidura branquial el conducto auditivo externo

Mas consistente con los hallazgos anteriores, es el modelo en donde el tejido se
marco para identificar los monticulos que contribuian a algunas partes especificas
de la oreja, el tejido caudal de los monticulos del segundo arco dio origen al
pliegue auricular libre de donde el hélix y la fosa escafoidea derivan (Porter y Tan
2005). Nuevos datos en ratdon indican que de la primera hendidura branquial no se

origina el conducto auditivo externo'.
MICROTIAY ESPECTRO FACIO AURICULO VERTEBRAL

Hay muchos términos usados para este complejo indicando el amplio espectro de
alteraciones descritas y enfatizadas por varios autores. El complejo se ha
conocido como microsomia hemifacial, displasia oculo-auriculo vertebral, displasia
Facio-auriculo-vertebral, Sindrome de Goldenhar, Sindrome de Goldenhar-Gorlin,
Sindrome del primero y segundo arco branquial, displasia facial lateral,
microsomia craniofacial unilateral, disostosis mandibular, disostosis
mandibulofacial unilateral, necrosis facial intrauterina unilateral, displasia

branquiogénica-auricular y complejo malformativo facio-auriculo-vertebral®’
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Aunque algunos casos con microtia son hereditarios (2.9-33.8%), la mayoria son

esporadicos '™

Se ha encontrado que es mas frecuente en hombres, y la mayoria de los casos
son unilaterales, especialmente en el lado derecho (60%), con una expresion mas

severa en uno de los lados™"®

No hay consenso en la literatura en relacion a la terminologia usada para estas
malformaciones del oido externo. Algunos autores prefieren usar el término

4,16

‘microtia”™ °, mientras que otros usan “microtia-anotia®, que nos indican la

expresividad variable de la entidad™'®

HISTORIA DEL ESPECTRO FAV

En 1952 Goldenhar describié tres pacientes con dermoides epibulbares,
apéndices cutaneos preauriculares, asimetria mandibular y malformaciones de las
vértebras cervicales. Esta combinacion de malformaciones fue posteriormente
llamada sindrome de Goldenhar'®. En 1960 los Drs. Gorling y Pinborg definieron la
microsomia hemifacial como una condicion que afecta el desarrollo auditivo, oral y
mandibular. Notaron que las manifestaciones pueden ser desde leves a severas y
que la afectacion facial estaba limitada a un solo lado en muchos pero no en todos
los casos. Ellos consideraron el sindrome de Goldenhar como una variante de
este complejo. En 1963 Gorlin et.al sugirié el uso del término displasia oculo
auriculo vertebral para describir el sindrome caracterizado por dermoides
epibulbares y/o lipodermoides, apéndices auriculares, fistulas auriculares vy

anomalias vertebrales
En 1976 Gorlin et al. Concluyé que habia sobrelapamiento de las manifestaciones

clinicas de la microsomia hemifacial, el Sindrome de Goldenhar y la displasia

oculo auriculo vertebral ya que no se han realizado distinciones validas entre ellas.
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Casos clinicos con todas o algunas de las caracteristicas atribuidas a la
microsomia hemifacial y al sindrome de Goldenhar sugiere un espectro continuo
de entidades diagnodsticas. Heterogeneidad etioldgica y complejidad fue sugerida
para la gran variabilidad observada en los casos esporadicos y la ocurrencia de
casos familiares que aparenta un modelo de herencia mendeliana. Treinta afios

después esto no ha cambiado mucho en su valoracion
Subsecuentemente Gorlin et. al. ha usado el termino de espectro oculo auriculo

vertebral para describir este complejo. La condicion es ahora conocida por ser

extremadamente compleja y heterogénea. En el presente trabajo nosotros

ocupamos el término espectro facio-auriculo vertebral'®

CLASIFICACION DE LAS MICROTIAS

Para la realizacion del presente trabajo se utilizé la clasificaciéon de Hunter:

Microtia de primer grado: presencia de todos los componentes normales de la

oreja, pero con una longitud de mas de 2 DE por debajo de la media.

Microtia de segundo grado: longitud media de la oreja por debajo de 2 DE, con

la presencia de algunas pero no todas las partes de la oreja normal.

Microtia de tercer grado: presencia de algunas estructuras auriculares, pero no

se logran reconocer todos los componentes de la oreja.

Anotia: ausencia completa de la oreja®

ETIOLOGIA DEL ESPECTRO FAV

La etiologia de la microtia-anotia es pobremente comprendida. Mucho se ha

publicado acerca del tratamiento quirdrgico y sus resultados.
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La etiologia es heterogénea. Queda por determinar si todos o la mayoria de los
factores etiolégicos convergen en uno o pocos mecanismos para su desarrollo.
Una cosa que debe ser consistente es que deben existir algunos efectos en el
desarrollo de la regidn del embridn que dara lugar a las estructuras implicadas
durante la embriogénesis.

Los factores etiolégicos que se han descrito incluyen uso de medicamentos
(primidona, acido retinoico, talidomida), gestacion multiple, diabetes crénica o
gestacional. En la microsomia hemifacial también se ha reportado en otras
condiciones, sindromes mendelianos y distintas aberraciones cromosomicas
algunas de las cuales fueron mosaicos

Hay evidencia fuerte que soporta la importancia de las causas ambientales como
la altitud. Mas recientemente, la ingesta periconcepcional de acido folico que
contienen algunos suplementos fue asociado con riesgo disminuido de microtia-
anotia en mujeres no obesas.

Pocos estudios se han enfocado en las causas genéticas de la microtia-anotia.

GENES ASOCIADOS A ESPECTRO FAV

Se ha usado gran variedad de estudios genéticos para microtia, incluyendo
analisis de ligamiento, secuenciacién directa del DNA de pacientes afectados,
estudios de un solo gen, identificacion de rearreglos citogenéticos y modelos
animales.

Evidencia para contribucion genética significativa es con base en 1) alta
concordancia en gemelos monocigotos mas que en dicigotos; 38.5% y 4.5%
respectivamente; 2) casos familiares reportados con modos de herencia
autosOmica recesiva o dominante con expresividad variable y penetrancia
incompleta, 3) estimacién de casos familiares que va del 3-34% 4) mas de 18
sindromes diferentes asociados con microtia en los cuales se han reportado
alteraciones de un solo gen o aberraciones cromosémicas; y 5) modelos de
animales donde se demuestra que mutaciones en genes especificos ocasionan

microtia.
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Los modelos murinos son ampliamente usados para el desarrollo de mecanismos

involucrados en la formacién de la cabeza y cara. Los defectos en el desarrollo

del oido externo en ratones mutantes van desde hipomorfismos a la completa

ausencia de la oreja. La siguiente tabla incluye los modelos con alteraciones en la

estructura de la oreja %

Bmpb

Chuk(lkka)

Cyp26b1
DIx5/DIx6

Edn1

Ednra

Eyat

Fgf8

Fgf10

Frem?2
Gsc

Oido

normal

externo  pequeno/CAE

Anotia

Oido externo pequeno

Oido externo ausente, oido medio
severamente afectado

Oido externo muy pequeno/CAE
ausente/oido medio ausente

Oido externo pequeio

Anotia

Oido

/alteraciones de oido meido

externo pequeio

Oido externo pequeno

Anotia
Oido externo ligeramente
disminuido en tamano/CAE

ausente/alteraciones de oido

interno

Nr

Nr (MIM:613630-sin anomalias
en las orejas de los dos casos
reportados con mutaciones en
IKKA)

Nr

Nr

Nr

Nr

EYA1: 30% con alteraciones
del oido externo
(hiperplegado/deformado)

Nr
Nr

Nr
Nr
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Hfm locus

Hoxa1

Hoxa1/Hoxb1

Hoxa2
Hox2.2

Irfé
Pax8

Prrx/Prrx2

Prkra

Rar
Sall1

Six1/Six4

Tbx1

Tcfap2a

Tcof1

Whntb5a

Oido

pequefio/Anotia/Ausencia de

externo

CAE/Alteraciones de oido medio
Oido

pequefio/Alteraciones de

externo
oido
medio e interno

Anotia (sin auricula residual)
“Anotia”

pobremente definidas)

(protuberancias

Oido externo pequeio

Anotia
Anotia/Oido externo pequeno/
Alteraciones de oido interno y
medio
Oido externo

pequefio/Alteraciones de oido
medio e interno
Oido

Alteraciones de oido medio

externo pequefio  /
Oido externo pequefo/Anotia

Oidos no afectados

Anotia
Oido

pequefio/Anotia/Alteraciones de

externo

oido medio e interno
Anotia

Oidos en forma de
taza/Alteraciones de oido medio

Oido externo pequeno

Correlacion geénica no

identificada en humanos

Orejas deformadas (presente

en pocos casos)

Nr
Microtia I y 1I®

Nr (Humanos: HOXB6)
Nr
Nr

Nr (Humanos: PMX1)

Nr

Nr

Microtia tipos 1-11¥/ Apéndices
preauriculares

Nr

Microtia 1®)(infrecuente)

Nr

Microtia y atresia del canal
auditivo

Nr

30



Nr: no reportado

@De acuerdo a la clasificacion de Marx

GENES HOX

Los genes homeobox estan involucrados en el desarrollo de los arcos faringeos:.
Codifican para factores de transcripcion altamente conservados que controlan la
identidad de la posicién de las células (patron corporal) y la morfogénesis a lo
largo del desarrollo asi como también en forma de interruptor sobre cascadas de
otros genes. La familia de los genes Hox esta agrupada dentro del genoma y esta
ordenada en los cromosomas en la secuencia en la que se expresan durante el
desarrollo: este patron altamente ordenado de la expresion génico pude constituir
parte de un mecanismo por el cual las especificaciones morfogenéticas son
establecida. Inactivacion de Hoxal en ratones ocasiona oidos externos
hipoplasicos y alteraciones del oido medio e interno, mientras que mutantes
compuesto de Hoxa1/Hoxb1 se presentan con anotia completa®’. En contraste
Hoxa2, se requiere para la definicion del segundo arco faringeo y por lo tanto para
los pasos iniciales de la formacion de la oreja, se expresa fuertemente en la oreja
del ratéon. Consistente con esto, el ratdbn knockout HoxaZ2 presenta microtia,

122

descrita como “ una pequefa protuberancia sin forma reconocible”“ (Los ratones

deficientes en Hoxb6 y Hoxa7 presentan microtia en adicidon a ojos abiertos y
paladar hendido)®
HOXAZ2 se localiza en 7p15.2 en el humano, cuenta con 2 exones, tiene 2458 pb,

codifica para un proteina de 376 aminoacidos con peso molecular de 41002 Da
PAPEL DE HOXA2 EN LA MORFOGENESIS AURICULAR

Los modelos revisados de la morfogénesis auricular (fig 7a) han mostrado nuevos
hallazgos genéticos en ratones?®. Estas revisiones se extienden de sus estudios
previos mediante la caracterizaciéon de ratones deficientes de Hoxa2, que

presentaron como un modelo para anotia. HoxaZ2 cdifica un factor de transcripcién
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homeobox normalmente expresado en todo el mesénquima del segundo arco
branquial, tanto el ratobn como en humanos, los ratones deficientes de HoxaZ2 no
solo tienen ausencia de orejas, también tienen duplicado el CAE?®. Mutaciones en
la regidon codificante de HOXA2 también han sido encontradas en pacientes con
fenotipos con microtia. Alasti y cols (2008)%°, fueron los primeros en reportar una
mutacion de sentido equivocado (c.558C>A, p.Q186K) que ocasiona un cambio en
un amino acido altamente conservado en la posicién 186 de la proteina HOXA2,
en una familia irani consanguinea con microtia bilateral autosémica recesiva, con
hipoacusia mixta de severa a profunda, paladar hendido parcial, alteraciones del
canal auditivo, dicha mutacion no fue encontrada en 231 Iranies y 109 Belgas
como controles.

Brown y cols (2013) posteriormente describieron a una familia de tres
generaciones con microtia bilateral no sindromica e hipoacusia con herencia
autosdmica dominante en donde identificaron una mutacion sin sentido en HOXAZ2
(c.703C>T, p.Q235%*) que no fue encontrada en 218 controles.

Estos hallazgos también son consistentes con el efecto sensible a dosis de
HOXAZ2; ya que el fenotipo mas severo fue en la familia reportada por Alasti y cols
(2008) probablemente por estar relacionado con la perdida completa de la funcién

de HOXA2 en ambos alelos en la familia consanguinea.

Esta bien establecido que los genes homedticos, como es HoxaZ2, funcionan como
los primeros especificadores de la identidad axial (el también llamado cédigo Hox).
La pérdida de la funcion de los genes Hox, en un segmento del cuerpo, ocasiona
una transformacion homedtica del tejido que normalmente los expresa originando
estructuras vistas en el segmente anterior adyacente “duplicacion de imagen en
espejo”. Igualmente la expresidon erronea de los genes Hox en dominios
anteriores que normalmente no expresan el gen es tipicamente capaz de iniciar el
programa molecular de las estructuras posteriores; esta transformacion del tejido
es una duplicacion en imagen en espejo del segmento posterior. Esto implica que
HoxaZ2 se expresa en la cresta neural derivada del mesénquima del primer arco

branquial donde este normalmente no se expresa. Este ratdn presentaba
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sorprendentemente duplicaciones auriculares en imagen en espejo (fig 7 a-c),
soportando la conclusién que HoxaZ2 especifica la identidad del segundo arco. Los
ratones son un recurso valioso para la investigacion del programa genético
especificando la identidad de las estructuras de la oreja derivadas del segundo

arco.

Figura 7

Un hallazgo sorprendente de los estudios en ratones de Minoux fue que el CAE no
se deriva de la primera hendidura branquial, como se presume en modelos
actuales del desarrollo auricular. Estos investigadores encontraron que en adicion
a la ausencia de las orejas, los ratones con deficiencia de Hoxa2 mostraron
duplicacién del CAE asi como también del martillo y del yunque -huesecillos del
oido medio-, los dos ultimos ya se conocia que eran derivados del mesénquima
del primer arco branquial. Estas observaciones sugieren que el CAE deriva de
una invaginacion distinta dentro del tejido del primer arco branquial, que fue
posteriormente confirmado por estudios de mapeo asi como de la pérdida del

CAE en ratones transgénicos con duplicacion de estructuras auriculares

Mientras que los hallazgos de Minoux proporcionaron los datos definitivos del
origen del CAE, su interpretacion de que la oreja de raton deriva completamente
del segundo arco branquial es engainosa por el uso impreciso del término “pinna”.
Por definicién, la pinna comprende todas las estructuras externas del oido,

incluyendo el trago y la raiz. Pacientes con mutaciones en la region codificante de
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HOXA2 muestran microtia  que respeta estructuras como el trago, que
presumiblemente deriva del primer arco branquial (Alasti y cols 2008; Brown
2013).

Se cree que estructuras ortélogas al trago estan presentes en el oido del ratdon
adulto (figura 7), aunque estas son un poco dificil de reconocer en el periodo
prenatal. Después de la revision de Minoux de cortes histolégicos de la oreja de
embriones silvestres y de los embriones con mutaciones en HoxaZ2 con orejas
duplicadas, los monticulos del primer arco caracteristicos (vistos claramente en
cortes horizontales de embriones control en la Figura 8E, I, M del articulo de
Minoux y cols) no son evidentes en el mutante. En el raton mutante los
monticulos sufren una transformacion homedtica en las estructuras auriculares del
segundo arco. Por lo tanto sus estudios demuestran que Hoxa2 define los
derivados del segundo arco branquial que forman el “grueso” del tejido auricular,
como predijo otros modelos para el desarrollo auricular humano (fig 6a). Se
necesitan investigaciones morfologicas y estudios de mapeo de los derivados
del primer arco en embriones en estadios avanzados o estadios posnatales (si
estos ratones sobreviven pasando el nacimiento) pueden ser necesarios para
demostrar definitivamente que los derivados ortologos del primer arco como es
el trago existen en el raton. Consistente con esta visidon, pacientes con

duplicaciones de orejas en espejos similares no muestran evidencia de trago (7d).

PAPEL DE HOXA2 EN LOS APENDICES PREAURICULARES

Hay evidencia de que los apéndices preauriculares son resultados de expresion
ectdpica de un gen o genes que funcionan tempranamente en el programa
genético que normalmente presentaria el segundo arco branquial.

Se ha observado que la expresion ectépica de HoxaZ2 en ratones ocasiona
duplicacion de la oreja en imagen en espejo asi como apeéndices ectopicos
pequefios que se parecen a apéndices preauriculares (fig 2b y ¢ de Minoux 2003).

Minoux y cols reportaron que estos pequefios apéndices expresaban numerosos
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genes conocidos por estar corriente abajo de HoxaZ2, incluyendo Bmp4, Bmpb 'y
Tsg1. Ninguno de estos genes son especificadores de la identidad del segundo
arco branquial pero mas bien son requeridos para la proliferacién y diferenciacion
del cartilago auricular vy otros tipos celulares. Consistente con esto, cada uno de
estos genes cuando estan alterados en el raton dan origen a fenotipos simples de
microtia, como se ven en la mayoria de las formas sindromicas de microtia (como
son los sindromes LAMM, Miller, Treacher Collins, CHARGE y BOF). De estas
observaciones, Minoux y cols concluyeron que estos apéndices son estructuras
auriculares incompletamente desarrolladas. En la clinica, la mayoria de los
apéndices preauriculares, o alteraciones auriculares accesorias contienen
cartilago que apoya su origen debido a la activacion ectdpica del programa de

desarrollo auricular normal.

Se ha propuesto que la activacién ectopica del programa genético de HOXA2
(arco branquial 2) podria explicar la presencia de apéndices pre-auriculares, ya

sea en los sindromes mencionados o en casos esporadicos.

OTROS GENES

SALL1

Codifica uno de los cuatro genes homedticos spalt en humanos de la regién
especifica de Drosophila (Jurgens 1988; De Celis y Barrio 2009), se cree que
generalmente funciona como un supresor de la transcripcion. Spalt se identificd
primero debido a que su mutacion dio lugar a la transformacién homedética parcial
tanto del extremo de la cabeza y la cola de Drosophila. En los invertebrados, se
han encontrado que los genes spalt son miembros de los factores Homeobox
arquetipicos (Hox), pero también se ven involucrados en la regulacién de la
expresion de diversos genes homeobox, incluyendo tanto los genes homeobox
arquetipicos y huérfanos (COPF y cols 2006 ; Toker y cols 2003). Se requiere
especificar esta compleja red de regulaciéon de la identidad de los diferentes

segmentos del cuerpo de los invertebrados. Al menos en algunos tipos de células
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de mamiferos, es evidente una compleja relacion similar como con los genes
homeobox, por ejemplo SALL1/Sall1. En el esbozo de la extremidad del ratén la
expresion de Sall1 esta regulada por HOXA13 y Hoxd13 (Kawakami y cols 2009),
mientras que en las células madre embrionarias Sall1 aparece para reprimir
diversos genes Hox, incluyendo Hoxd13 y GSC (goosecoid) (Karantzali y cols.,
2011). Aunque no se sabe si Sall1 tiene una relacion regulatoria similar con Hoxa2
en los arcos branquiales, como lo hace con las proteinas Hox en otras partes del
cuerpo, se expresa en el mesénquima de la cabeza antes de la aparicion de los
arcos branquiales y luego se restringe sobre todo en la primera hendidura
branquial (Buck y cols., 2001) y en los limites se expresa Hoxa2 en el momento en

que aparecen los monticulos

GSC

Se expresa en el primer y segundo arcos branquiales y en ratones nulos de Gsc
muestran pequenas pinnas y ausencia del CAE (Yamada y cols, 1995). Por otra
parte, el hallazgo de que HoxaZ2 contribuye y mantiene la expresion de SGC en el
segundo arco branquial, pero no en el primer arco (Grammatopoulos y cols, 2000)
también es consistente con una relacion de regulacion para establecer la identidad

del arco™

Sixy Eya

En vertebrados, miembros de la familia génica homeobox SIX (SIX6) han sido
implicados en el desarrollo del oido externo (kawakami y cols 2000) . Los genes
SIX son homologos del gen sine oculis (six) en la mosca del vinagre. En
Drosophila melanogaster la funcion de SIX se ha visto conservada a través de la
evolucion, ranas, pollos y ratones deficientes de Six7 que presentan alteraciones
craneofaciales, mientras que la expresion alterada de Six2 ocasiona displasia
frontonasal en ratones. Los ratones Six1/Six4 presentan microtia, mientras que la

deficiencia de Six1 aislada esta asociada con oido externo y medio normales.

EYA1 es el homologo humano de Drosophila con ojos ausentes (Eya). EYA forma
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un complejo con SIX (EYA-SIX) para regular el desarrollo de muchos tejidos y
organos en vertebrados y moscas. Genes diana del complejo EYA-SIX incluye
SIX2 y SALL1. Estudios de expresion de Eya7 han mostrado un papel mayor en
el desarrollo de la oreja aparentemente relacionado con la formacion del cartilago:
el ratdbn knockout para Eyal presenta anotia. Sall1 esta presente en el tejido
craneofacial pero los animales knockout tienen oidos normales. Como para los
genes SIX, hay genes adicionales SALL en mamiferos (SALL2-4) que su funcién

puede ser controlar la presentacion fenotipica.

Recientemente Sip7171 (Shank-interacting protein-like 1) y Rbck1 (RBCC protein
interacting with PKC1) fueron identificadas como nuevas proteinas de interacciéon
con Eya-1. Sip11 y Rbck1 se expresan juntas con Eya?l en muchos tejidos en
ratones y en pez cebra para dirigir el desarrollo del oido interno y de los arcos
faringeos asi como de otros 6rganos. Sip71y Rbck1 actian como cofactores para

el complejo Eya-Six, pero se necesitan nuevos estudios que lo confirmen.

Tbx1

En ratones, mutaciones en Tbx7, un miembro de la familia T-box de factores de
transcripcion, ocasionan falla en el desarrollo del oido medio y externo y en
hipoplasia de los 6rganos sensoriales del oido interno. Un fenotipo similar fue
también visto seguido de inactivacion de Tbx71 exclusivamente en el endodermo
del arco faringeo, indicando un papel primario para este gen en la morfogénesis
del arco faringeo. De interés, la heterocigosidad de Thx7 esta asociada con otitis
media cronica, pero no con defectos morfogenéticos, y no interfiere con la

formacién de las estructuras del oido externo, medio e interno.

Irf6 y Chuk (lkka)
Ratones nulos homocigotos para Irf6 tienen pérdida del oido externo, piel
anormal, extremidades, hocicos y mandibulas cortas. Ademas de adhesiones

epidérmicas ectopicas en muchos sitios, incluyendo en la cavidad oral, en la cola,
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las extremidades traseras y el esdfago, aunque no especificamente reportadas
para el oido. Un fenotipo similar fue observado en el ratéon deficiente para Chuk
(también conocido como lkka). Los autores deducen, basados en la expresion
histolégica y génica, que las alteraciones en Irf6 y Chuk en raton son secundarias

a los defectos en la diferenciacion epidérmica de la proliferacion celular.

VIAS DE SENALIZACION

Vias de senalizacion involucrados en el desarrollo del oido externo incluye las
proteinas morfogenéticas de hueso (Bmps), Wringless/INT (Wnts), factores de
crecimiento fibroblastico (Fgfs) y del acido retinoico. Desregulaciéon de estas vias
de sefalizacibn son gatillos para factores genéticos o ambientales para las
malformaciones. Mientras las células de la cresta neural probablemente reciben
patrones de sefales durante la migracion, muchas de las sefializaciones para el
patron dentro de los arcos vienen de sefales recibidas después de que estas

llegan a los arcos.

Los genes Bmp, especialmente Bmp5 han sido considerados como genes
candidatos para microtia en humanos, estudios en ratones han mostrado que
Bmpb esta aparentemente mas relacionado con el crecimiento que con el patron
temprano de la diferenciacion y formacién del oido externo. El ratén mutante para
Bmp5 usualmente presenta oidos cortos atribuidos a defecto en el cartilago

auricular.

SENALIZACION FGF

Involucrando diferentes ligandos Fgf y sus receptores, Fgfr1-3, juegan un
importante papel en el desarrollo de la oreja como evidencia de fenotipos
mutantes especificos; ratones mutantes en Fgf8 y Fgf10 presentan oidos
externos pequefos y ratones homocigotos para el alelo hipomorfico  Fgfr1

presentan oidos muy pequefos y CAEs anormales. Aunque no es claro cuando
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estos componentes en la senalizacion son requeridos, no si estos ligandos y

receptores se expresan en la oreja durante la gestacion tardia,

VIA WNT

Miembros de la familia Wnt han sido implicados en la formacion y el desarrollo de
las células de la cresta neural, pero sus papeles independientes han sido dificiles
de determinar debido a la expresion sobrelapada y a la redundancia funcional. Se
ha mostrado que Wnt5 se expresa en el mesénquima del oido externo en
desarrollo en adicién el raton knockout de Wnt5 presenta oidos pequefios.

Aunque microtia no ha sido descrito en otros mutantes Wnt.

VIA DE LA ENDOTELINA

Ratones portadores de una mutacion en la endotelina o en los receptores de la
endotelina también presentan varias malformaciones de oido. La via de la
endotelina tienen un papel bien establecido en regular la migracion y proliferaciéon
de la cresta neural, por lo tanto es posible que mutaciones en esta via puede
estar involucrada en la microtia en humanos. El factor de transcripcion
Goosecoind (Gsc) se encuentra corriente abajo de la via de senalizacion de la
endotelina, se expresa en el mesénquima faringeo alrededor de la primera
hendidura faringea y ha sido implicado en el desarrollo del oido externo y medio

mediante analisis de mutaciones en pacientes.

ESTUDIOS GENETICOS EN HUMANOS

Microtia ha sido reportado en pacientes con trisomias autosémicas, como es la
trisomia 18, 21 y 22, asi como también las trisomias en mosaico del 13 y del 18; y
aneusomias, como es el de la delecion de 4p, 5p, 18p, 18q y 22q11.2.
Translocaciones que involucran la region 6p24 ha sido asociada con hendidura
orofacial y microtia bilateral. Muchos casos de reportes de mosaicos
46,X,der(Y)t(Y;1)(q12;921)/46,XY describe la presencia de microtia asociada con

anomalias como es cifoescoliosis, oligodactilia, contracturas articulares,
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malformaciones del sistema nervioso central, onfalocele, hernia diafragmatica,

defectos cardiacos y malformaciones urogenitales. Microtia ha sido asociada con

alteraciones en cada uno de los cromosomas confirmando la observacién de

Schinzel que las malformaciones confinadas a uno o0 a muy pocas aberraciones

cromosomicas son sospechosas para delecién de un solo gen, mientras que las

malformaciones frecuentemente en aberraciones cromosdmicas son causadas por

deficiencia de un paso en la organogénesis.

Microtia es un hallazgo clinico en muchas bien establecidos enfermedades

humanas de un solo gen. Por ejemplo mutaciones en SIX71 y EYA1 causa el

sindrome Braquio-6tico, mientras que mutaciones en SIX5 y EYA1 pueden causar

Sindrome Braquio-oto-renal, ambos estan asociados con microtia, ademas de

otros defectos craneofaciales. Otros casos

también han sido reportados

Bixler (Hendiduras-microtia- 100

hipertelorismo)

Bosley-Salih-Aloirany 33
Branquiooculofacial (BOF) 20
Branquiotico 80-90
Branquiotorenal 30-60
CHARGE Reportada

Hipoacusia congénita, agenesia 100

de oido interno, microtia,

microdontia

Microsomia craneofacial 65

Fraser Reportada
Kabuki 80
Klippel-Feil Reportada
Lacrimoauricukidentodigital 20
Disostosis mandibulofacial 100

HOXA1
TFAP2A
EYA1, SIX1

EYA1, SIX5
CHD7, SEMA3E

FGF3®

FRAS1, FREM2

MLL2
GFD6

FGFR2, FGFR3, FGF10

HOXD

familiares con microtia sindrémica
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Meier Gorlin (oido-patela-talla 100 ORC1, ORC4, ORC6, CDT1,

baja) CDC6
Microtia- hipoacusia y paladar 100 HOXA2
hendido

Miller 100 DHODH
Nager 80 --
Oculo-auricular 100 HMX1
Pallister Hall Reportada GLI3
Townes Brocks 20 SALL1
Treacher Collins 60-80 TCOF1
Willdervanck Reportada --

(Cervicooculoacustico)

®Hemicigoto: solo en alteraciones de oido interno

Pocos estudios se han enfocado en las causas genéticas de la microtia aislada,
Andlisis de secuenciacion de GSC en 121 individuos con microtia aislada revelo
un mutacién de sentido equivocado en el exon 3 en dos casos. En el mismo
estudio, el tamizaje de BMP5 revelo una mutacion de sentido equivocado en
cuatro pacientes. Ninguna de estas mutaciones fueron detectadas en sujetos
control, sugiriendo un papel en la etiologia. Individuos con datos clinicos
incompletos, cantidad de sangre inadecuada o analisis genético no satisfactorio

fueron excluidos, ademas de que el numero total de casos y controles no es claro.

Monks y cols no identificaron mutaciones en los exones de HOXA2 y SIX2, los
cuales actuan corriente abajo de HOXAZ2 durante el desarrollo, en 12 pacientes de
descendencia hispanica y africana con microtia aislada. En otro estudio, el estado
de metilacién del promotor del gen EYA1 fue analizado en 64 individuos con
microtia y 36 controles sanos. Los autores reportaron que los niveles de metilacion
en este locus eran significativamente mas bajo en individuos con microtia que en

los controles, sugiriendo que la hipometilacién podria estar relacionada con la
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patogénesis de esta condicién (Lin y cols 2009 ). Se necesitan futuros estudios

para validar estas conclusiones.

En resumen aunque algunos estudios han encontrado variantes genéticas
potencialmente asociadas con microtia, no se ha identificado mutaciéon genética

causal hasta la fecha.

HIPOTESIS ACTUALES PARA LA ETIOLOGIA Y PATOGENESIS

La microtia es etiologica y patogénicamente heterogénea. Mutaciones de un solo
gen estan asociadas con microtia en casos sindrémicos y familiares, mientras que
una causa poligénica o multifactorial (genética y ambiente) es probable en casos
esporadicos. Hipdtesis actuales a favor de una alteracion de las células de la
cresta neural (CCN) es probablemente la causa subyacente, aunque el
mecanismo exacto permanece sin conocerse. Aunque debido a la heterogeneidad
clinica, es posible que diferentes procesos patogénicos ocasionen los diferentes

tipos de microtia. Se discuten algunas hipétesis:

ALTERACIONES EN LAS CELULAS DE LA CRESTA NEURAL

Defectos en la funcién de las CCN han sido asociadas con numerosos sindromes
craneofaciales (Passos-Bueno y cols 2009). En el sindrome de Treacher Collins,
mutaciones en TCOF1 ocasionan haploinsuficiencia de la proteina Treacle
(codificada por TCOF1) disminuyendo la génesis de ribosomas, la proliferaciéon
celular e incrementando la apoptosis neuroepitelial. EI mecanismo propuesto es
que esto ocasiona disminucion de los precursores de las CCN con reduccién del
numero de células migrantes del primero y del segundo arcos faringeos
ocasionado el fenotipo craneofacial completo observado en el sindrome que

incluye microtia bilateral severa.

Fuerte evidencia del papel de las CCN en la ocurrencia de microtia deriva también
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de estudios recientes de varios teratbgenos con mecanismos causales de esta
condicion. Retinoides y embriopatia diabética han sido asociados con apoptosis
de las CCN antes de su migracién a los arcos faringeos y alteraciones en la
diferenciacion de las CCN después de arribar a los arcos faringeos. En diabetes,
la hiperglicemia ha sido recientemente asociada con regulacion a la baja de Pax3,
el cual codifica un factor de transcripcién critico para la sobrevida temprana vy
migracion de las CCN. Contrariamente la exposicion a retinoide parece alterar la
via se sefnalizacion de la endotelina, la cual en turno regula la expresion de genes
Hox. Se ha hipotetizado que los genes Hox dirigen la identidad posicional de las
CCN antes y durante la migracion desde los pliegues neurales. Mallo (2003.)
sugirié que las formas mas severas de microtia son resultado de la perdida de la
identidad del segundo arco, ya que la mayoria de la oreja definitiva deriva de los
monticulos de este arco. Esta conclusién se apoya en el fenotipo observado en el
ratbn mutante HoxaZ2. Los efectos de la talidomida pueden incluirse en la
regulacion a la baja de Fgf8 (Hansen y cols 2002) y la sefalizacion de Bmp (lto y
cols 2010), a través de efectos anti angiogénicos directos y estrés oxidativo, que

también son postulados como mecanismos independientes (lto y cols 2010).

Desde una perspectiva embriologia y de biologia del desarrollo, defectos o dafos
que afectan la delaminacién de las CCN, proliferacién, apoptosis o migracién, o
sus respectivas interacciones con el mesodermo, endodermo o las explicaciones
subyacentes para la alteracién en el crecimiento de los monticulos auriculares, el
reposicionamiento o el desarrollo del cartilago visto en pacientes con varias
formas de microtia. Con base en esto investigaciones sobre la patogénesis del
sindrome de delecién 22g11.2 inicialmente se enfocaron en las alteraciones
intrinsecas de las CCN. TBX1 es un gen localizado en la region tipica deletada en
esta condicion y es considerado un gen candidato para muchas malformaciones
de este sindrome. TBX17 codifica para un factor de transcripcién, que
presumiblemente afecta la expresion de moléculas de superficie celular; aunque
TBX1 parece no estar expresado por las CCN, pero son expresadas en todo el

mesénquima de la cresta no faringea y en regiones del endodermo faringeo.
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Individuos con Sindrome de delecion 22g11.1 frecuentemente tienen orejas
pequefias y hay reporte de algunos con microtia (Digilio y cols 2009). Por lo tanto
una interaccion indirecta entre el mesodermo de la cresta o endodermo y la cresta
neural pueden alterar el destino de las CCN y ocasionar malformaciones

craneofaciales que pueden incluir microtia'®.

MANIFESTACION CLINICA GENERAL DEL ESPECTRO FAV

Aunque no hay criterios minimos diagnésticos, el fenotipo facial es caracteristico,
cuando las manifestaciones suficientes estan presentes. En algunos casos, la
microtia ipsilateral o las alteraciones auriculares o preauriculares pueden ser la
manifestacion mas leve. A continuacion se presentan las manifestaciones

asociadas:

MALFORMACIONES DEL PABELLON AURICULAR Y AUDICION

Van desde la anotia (ausencia) pasando por una masa de tejido desplazada
anterior e inferiormente a un pabellones levemente dismorfico, los apéndices
preauriculares de piel y cartilago son extremadamente comunes y pueden ser uni
o bilaterales, se localizan desde el trago hasta la comisura labial. Hipoacusia
conductiva 75%, neurosensorial 10%, y mixta en el 10%. La etiologia de la
hipoacusia es diversa e incluye malformaciones del oido medio y externo,
hipoplasia o agenesia de la cadena osicular , trayecto del nervio facial aberrante,
malformaciones de la tuba de Eustaquio y de la base del craneo. Paciente con
hipoacusia unilateral tienen alto riesgo para presentar problemas en la escuela, el
25% de los nifos con hipoacusia unilateral repiten uno o mas afos, especialmente

si es severo o profunda y del lado derecho

CRECIMIENTO Y DESARROLLO
Déficit intelectual 5-15%, retraso mental es mas frecuente con microtia bilateral,
malformaciones encefalicas y microftalmia. Problemas del lenguaje debido a

malformaciones faringeas y laringeas, asimetria del paladar blando, mal oclusién,
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riesgo para problemas psicosociales y autoestima baja (Padwa, 1991), el

desorden del espectro autista parece ser frecuente.

CRANEOFACIAL

Incluye craneo bifido, microcefalia, dolicocefalia y plagiocefalia. Leve asimetria
facial es evidente en el 65%, y asimetria marcada en aproximadamente el 20% de
los casos. Del 10-20 % tienen afeccion bilateral. Por razones desconocidos el lado
derecho es mas severamente afectado que el lado izquierdo. La rama mandibular
y el coéndilo puedes ser aplasicos o hipoplasicos. Hipoplasia se encuentra
asociada con macrostomia leve y es mas frecuente de lado derecho. Labio
hendido/ paladar hendido uni o bilateral ocurre del 7-15%, macrostomia (hendidura
facial lateral) esta presente en al menos el 30% en algun grado, la mal oclusion

dental es extremadamente frecuente

MALFORMACIONES OCULARES
En el 72%: dermoides epibulbares, microftalmos, coloboma del iris, coloboma del
parpado superior, estrabismo, anoftalmia y proptosis, la mas frecuente es el

dermoide epibulbar 35%

NEUROLOGICO
Debilidad del nervio facial 20%, probablemente relacionada con malformacion del

canal facial

CARDIOVASCULAR
Las malformaciones cardiovasculares estan presentes en aproximadamente el
35%, los defectos ventriculoseptales y la Tetralogia de Fallot abarca el 50% de los

defectos estructurales, no hay una lesion cardiaca caracteristica

MUSCULOESQUELETICO
Fusiones de las vértebras cervicales en el 20-35%, la platibasia y la

occipitalizacién del atlas se han encontrado con la misma frecuencia , aunque una
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amplia variedad de malformaciones vertebrales han sido reportadas: inestabilidad
de C1-C2, espina bifida, hemivértebra, vértebras en mariposa, fusionadas o
hipoplasicas, anomalia de Klippel Feil, escoliosis, arcos costales malformados,
colectivamente presentes en aproximadamente el 30%. Pie equino varo aducto
congénito en el 20%, malformaciones radiales como hipoplasia, aplasia, pulgar

bifido o digitalizado se encuentran en aprox. 10%. (Figueroa y Friede, 1985)

MALFORMACIONES RENALES
Son frecuentes en el 18% de los casos e incluyen agenesia renal, doble uretero,

ectopia renal, malformaciones renovasculares, hidronefrosis e hidroureter.

MALFORMACIONES PULMONARES

Desde lobulacion incompleta a la hipoplasia o agenesia 5%

Il. JUSTIFICACION

En el Espectro facio auriculo vertebral en México se ha reportado una incidencia
de 1/5000 recién nacidos vivos y es mas frecuente en hombres en una relacion
2:1, es una entidad discapacitante y una de las principales causas de consulta en
el INR. Son pocas las publicaciones que revisan las caracteristicas fenotipicas y
etioldgicas del espectro en México.

Al ser el Instituto Nacional de Rehabilitacion un centro nacional de referencia para
problemas auditivos, se concentra gran cantidad de pacientes con microtia, por lo
que es importante analizar las caracteristicas de nuestros pacientes, ademas de
describir los factores etioldgicos mas importantes (ya que cuenta con
heterogeneidad genética) que se han relacionado. Del 1 de enero de 2008 hasta el
30 de junio de 2011 en el instituto han sido registrados 1043 casos nuevos. El gen
HOXA2 es un factor de transcripcibn normalmente expresado en todo el
mesénquima del segundo arco branquial, las formas mas severas de microtia son

resultado de la pérdida de la identidad del segundo arco, ya que la mayoria de la

46



oreja definitiva deriva de los monticulos de este arco este es un gen candidato que

se necesita seguir estudiando para poder dilucidar las causas del espectro.

l1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Espectro Facio Auriculo Vertebral es una alteracion relativamente frecuente, la
cual presenta gran heterogeneidad clinica y probablemente también genética y en
México ha sido poco estudiada. Es necesario realizar estudios con genes
candidatos involucrados en la formacion de la oreja para confirmar o descartar su

relacion con el EFAV
IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe alguna mutacion en el gen candidato HOXA2 que sea la causa del
Espectro facio-auriculo-vertebral en los casos familiares del Instituto Nacional de
Rehabilitacion?

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar estudio molecular al gen candidato HOXAZ2 en un grupo de pacientes de
casos familiares del EFAV del INR

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Buscar mutaciones en HOXAZ2 que puedan estar relacionadas como causa

del EFAV en nuestra poblacion.

» Determinar si existe alguna correlacion genotipo-fenotipo en la muestra
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OBJETIVOS SECUNDARIOS:

» Describir las caracteristicas clinicas de los casos familiares con Espectro
FAV

* Analizar la lateralidad y grado de microtia

* Determinar la edad y sexo de los pacientes afectados

» Busqueda de AHF relacionados con el Espectro FAV

* Malformaciones mas frecuentes asociadas a la microtia como malformacion
eje del espectro

» Descripcién de antecedentes perinatales y/o medioambientales
VI. MATERIAL Y METODOS
Durante el afo 2015 acudieron a consulta de Genética 78 pacientes con
diagnostico de Espectro facio-auriculo-vertebral, de los cuales 21 fueron casos
familiares. Solo se pudieron reclutar 6 familias (el paciente, sus padres y algunos
familiares  afectados). Todos firmaron el consentimiento informado
correspondiente, se tom6 muestra de sangre periférica para la extraccion de DNA
para realizar la amplificacion del gen candidato HOXA2.
VIl. DISENO
Se realizé un estudio prospectivo, transversal y descriptivo

VIIl. POBLACION

Pacientes incidentes y prevalentes del Instituto Nacional de Rehabilitacion del afo
2015

IX. CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Pacientes con diagnéstico de Espectro FAV familiar, realizado por el
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servicio de genética.

2. De cualquier sexo

3. De cualquier edad

4. Que ya sea ellos o sus padres en el caso de menores deseen participar y
firmen la carta de consentimiento informado. En caso de menores pero con
edad suficiente para leer y entender la carta se les presentara carta de
asentimiento informado

5. Que tanto el caso indice como sus padres aceptaran que se les realizara el
estudio

6. Que los casos indices contaran con TAC de oidos, ultrasonido renal y

radiografias de columna vertebral.

X. CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes en los que el diagndstico corresponda a otro sindrome genético

en el que caracteristicas similares al Espectro FAV sean parte del mismo

Xl. PROCEDIMIENTO

Se revisaron 21 expedientes de los casos familiares del servicio de genética con

diagnostico de microtia

Se logré contactar y reclutar a 6 familias que cumplian los criterios de inclusion y

exclusién. Se obtuvieron los siguientes datos asentados en la hoja de recoleccion:

* Nombre

» Consanguinidad
 Endogamia

+ Sexo

» Edad actual

 Fecha de nacimiento
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* Lugar de nacimiento
* Expediente
* Registro interno para la muestra de DNA
* Nombre de la madre
o Edad de la madre al nacimiento del caso indice
0 Registro interno para la muestra de DNA
*  Nombre del padre
o0 Edad del padre al nacimiento del caso indice
0 Registro interno para la muestra DNA
» Consanguinidad
* Antecedentes familiares y arbol genealégico
* Antecedentes perinatales
0 Exposicion a teratégenos (primer trimestre del embarazo
» Cuadro clinico y estudios (caso indice)
» Clasificacion de la microtia
o Grado de microtia
o0 Lateralidad
0 Longitud de los pabellones auriculares
o Caracteristicas del conducto auditivo externo
 TAC de oido
* Audicion
0 Audiometria
* Malformaciones asociadas
» Fotografias anteroposterior de cara y lateral de pabellén auricular derecho e

izquierdo

Se vaciaron los datos en una base

Se procedio a realizar la genotipificacion de HOXA2:

1. Se realiz6 la toma de muestra de sangre periférica con previa autorizacion
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y firma de consentimiento informado del paciente y sus padres.

2. Se realiz6 la PCR y secuenciacion automatizada de los dos exones y de las
regiones unidon exon-intron del gen HOXAZ2 para determinar la presencia o
no de variantes patogénicas en estado homocigoto o heterocigoto en los

casos indice:

Condiciones de la PCR (por reaccién o rxn) :
Oligos [10 pmol/ul]

Ex1 (M13F-F/R): 5 ul 0 50 pmol/rxn Ex2 (M13F-F/R): 5 ul 0 50 pmol/rxn
Reactivos comunes a ambas reacciones:
dNTPS X Fra (10 mM, 25% deaza-dGTP)
Buffer PCR

MgCl; [25 mM]

PCR Enh Solution Invitrogen [10X]

Taq Polimerasa [5Ul/ul]

DNA gendmico (dil. con H,0dd 1:5, ~100 ng)
H»0dd (cbp 30 ul/rxn)

Programa PCR comun a ambos exones:

94° C 5 min.

4° C 40 seq.

63-59° C (dism. 1° C /ciclo) 50 seg. 5 ciclos
68° C 1 min

94° C 40 segq.

58° C 50 segq. 30 ciclos
68° C 1 min 30 seg.

72° C 10 min

4° C indef.

3. En caso de que al caso indice se le encontrara alguna variante o0 mutacion
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se extenderia el estudio clinico, paraclinico y molecular a los padres.

SECUENCIACION

1.

Los productos fueron analizados mediante un protocolo de electroforesis
especifico de secuenciacidon en un secuenciador automatico Applied
Biosystems 3730xI DNA Analyzer.

Se compard la secuencia del gen en la base de datos de GeneBank
(NG_012078.1 RefSeqGene, NM _006735.3). Para determinar si habia
cambios descritos previamente como variantes o mutaciones, se
analizarian en las bases de datos dbSNP (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/snp),

Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), EXAC y Human

Mutation Database, asi como la evidencia en la literatura.

Si se encontraban variantes no descritas se realizaria un analisis in silico
usando los programas PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) y
SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html), para predecir si las
variantes encontradas eran patogénicas o no.

Y se buscarian de manera dirigida en 100 controles sanos étnicamente
relacionados y andnimos cuyas muestras de DNA se encontraran bajo el

resguardo del laboratorio.

XIIl. ANALISIS ESTADISTICO

En caso de encontrar variantes o mutaciones en HOXA2 se haria un analisis

descriptivo de sus frecuencias y se compararia con las descritas en la literatura.
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Xlll. RESULTADOS

DATOS DEMOGRAFICOS

Origen: tenemos reclutadas un total de 6 familias de las cuales hasta el momento
contamos con 11 individuos que cumplen los criterios de inclusion. De estos el

63.6 % son originarios del Estado de México y el resto de la Ciudad de México.

Edad: se observd un promedio de 16.7 afos, con un rango de 2 a 48 afos de
edad, con una moda de 4 anos (18.18%), el segundo grupo de edad con mayor
numero de pacientes fue el de 2 afos (18.18%). La mayoria de nuestra poblacién

es infantil (menores de 18 afos) y solo 4 adultos.

Sexo: se observé mayor frecuencia del sexo femenino con el 72.72% comparado

con el sexo masculino que obtuvo 27.27%

Endogamia: ninguno de los pacientes ha referido endogamia positiva. Esta se
consider6 para el presente estudio como poblaciones de menos de 5000
habitantes

Consanguinidad: tampoco fue referida

ANTECEDENTES PRENATALES

Se tomaron en cuenta los antecedentes interrogados en la historia clinica de
genética y reinterrogados como parte de la hoja de captacion del estudio

clasificandolas dentro de 7 grupos:

1. Sin antecedentes perinatales de importancia: 5 pacientes (29.4%)
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2. Toma de medicamentos durante el embarazo: 1 tomd nitrofurantoina para
tratamiento de IVU (5.8%), y otra mama que tomé medicamento para
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia no especificado durante el primer
mes de embarazo (5.8%)

3. Infeccion de vias aéreas superiores: 2 pacientes (11.7%)

4. Infecciodn de vias urinarias y/o vaginales: 1 paciente (5.8%)

5. Amenaza de aborto. Encontramos 1 paciente con amenaza de aborto
(5.8%) y 2 con amenaza de parto prematuro también aislados (11.7%)

6. Enfermedades maternas. no encontramos antecedente de epilepsia,
diabetes tipo Il, preeclampsia, alcoholismo o edad materna avanzada.

7. Otras. 1 presentd oligohidramnios (5.8%), se encontr6 2 con edad paterna
avanzada al momento de la concepcion (11.7%). Factores prenatales

adversos: 1 con sufrimiento fetal agudo 5.8%)

ANTECEDENTES FAMILIARES DE MICROTIA

A continuacion se describen los arboles genealégicos de las familias estudiadas

Familia 1
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Familia 6

De los casos familiares se analiz6 el grado de parentesco de los familiares
afectados y el numero de familiares, donde se encontré que tenemos un total de 6
casos indice, de un total de 18 afectados, familiares de primer grado se

encontraron 3 (25%), de segundo grado 2 (16%), y de tercero 6 (50%)

MICROTIA

Lateralidad: el 100% de los pacientes presentaron microtia unilareral, 10 derechas
y 1 izquierda.

Grado de microtia: 4 pacientes con microtia atresia grado Ill derecha (36.3%), 3
pacientes con microtia atresia grado Il derecha (27.2%), 2 pacientes con
reconstruccién y atresia (18.1%), 1 paciente con microtia grado Il con estenosis

del CAE izquierda (9%), y 1 paciente con apéndices (9%)

MALFORMACIONES ASOCIADAS
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Se clasificaron a los pacientes con respecto a si la microtia es aislada o esta
asociada a otras malformaciones De los primeros se contabilizé a 9 pacientes
(81.8%) vy de los segundos a 2 pacientes (18.18%). Las malformaciones
asociadas fue en una paciente se encontré un dermoide epibulbar en ojo izquierdo
y en otro paciente la ausencia de una costilla flotante.

Manifestaciones Faciales: microsomia hemifacial se encontré en 4 pacientes, no
se encontraron defectos de paladar

Malformaciones de oido detectadas por TAC: en 6 pacientes se encontro
alteraciones del oido medio que incluyen atresia 6sea completa y displasia de la
cadena osicular derecha, en una paciente se encontré malformacion de oido
interno (dilatacion del vestibulo y agenesia del canal semicircular derechos) en 3
pacientes se encontré trayecto aberrante del nervio facial derecho y en una
paciente se encontro displasia de cadena osicular bilateral aun cuando la microtia
es unilateral derecha.

Audicién: para el oido afectado se encontré que el 100% de los pacientes

presentaban hipoacusia conductiva del lado afectado
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VARIABLES DE LOS CASOS iNDICES
Edad

Familia =~ Caso Sexo
indice
1 1.4 M
2 V.5 M
3 1.6 F
4 V.2 F
5 1.5 M
6 1.2 F

14

Microtia

Microtia
grado Il con
estesosis del
CAE

Microtia
atresia
grado Il

Microtia
atresia
grado Il

Microtia
atresia
grado lll

Microtia
atresia

grado lll

Microtia
atresia

grado Il

Lateralidad

Izquierda

Derecha

Derecha

Derecha

Derecha

Derecha

Apéndices

preauriculares

No

No

No

No

No

No

Malformaciones

asociadas

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ausencia de
costilla flotante

derecha

Microsomia

hemifacial

Microsomia

hemifacial

Hipoacusia

Hipoacusia
conductiva
izquierda

Hipoacusia
conductiva

derecha

Hipoacusia

conductiva derecha

Hipoacusia
conductiva

derecha

Hipoacusia
conductiva

derecha

Hipoacusia
conductiva

derecha

TAC

No se realizo

Atresia 6sea completa
derecha con displasia de
cadena osicular y trayecto
aberrante del nervio facial

Atresia del CAE, con
dilatacién del vestibulo y
agenesia del canal
semicirular lateral

Atresia 6sea completa con
displasia de cadena
osicular y trayecto
aberrante del nervio facial
de forma bilateral

Atresia 6ésea completa
derecha con aplasia de
martillo y luxacion yunque-
estribo, trayecto aberrante
del nervio facial a
considerar hipoplasia o
agenesia

Atresia del  conducto
auditivo externo derecho,
mastoiditis crénica
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CARACTERISTICAS DE LAS FAMILIAS

Familia Caso Parentesco Sexo Edad en Malformacion auricular Malformaciones
afnos asociadas (sin
estudios

paraclinicos)

1 1.1 Prima paterna F 8 Desconocido
2 1.6 Tia abuela materna F 48 Microtia atresia grado lll derecha
VA1 Sobrino paterno en Il grado M 3 Apéndices preauriculares
3 1.4 Padre M 32 Reconstruccion con atresia derecha
1.9 Prima paterna F 4 Microtia atresia grado Ill derecha Microsomia
hemifacial
.11 Tio materno M 33 Desconocido
4 1.3 Mama F 31 Dos apéndices preauriculares derechos Dermoide epibulbar
1.1 Bisabuelo materno M Finado Apéndice
5 1.9 Tia materna en Il grado F Desconocido
.6 Primo materno en Il grado M Desconocido
.13 Tio materno en Il grado M Desconocido
6 1.3 Mama F 34 Reconstruccidn con atresia derecha Microsomia
hemifacial
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GENOTIPIFICACION

Amplificacion de HOXA2:

Resultados de la secuenciacion:

No se encontraron mutaciones ni variantes en el gen HOXA2

Caso HOXA2- HOXA2-EX2:

indice EX1:NM_006735.3:EX1 NM_006735.3:EX2 c.392-
c.1-c.391 mas bordes c.1131 mas bordes exén
5' UTR y exén-intrén intrén y 3' UTR (10 pb)

(10 pb)

EFAV-1 NL NL

EFAV-2 NL NL

EFAV-3 NL NL

EFAV-4 NL NL

EFAV-5 NL NL

EFAV-6 NL NL

NL=normal



Secuenciacion del exén 1 de HOXAZ2 del caso indice de la familia 1

File: st1 HE1-1 M13F.abl Run Ended: 2016/3/15 23:19:38 Sgnal G:113 A:122 C:176 T:151
Sample: st1 HE1-1 M13F Lane: 36 Base spacing: 15.108477 766 basesin 16605 scans

Page 1 of 2

62



Secuenciacion del exén 2 del aen HOXAZ2 del caso indice de la familia 1

macrogen
File: st10_HE2-2_M13F.abl Run Ended: 2016/3/15 23:19:38 Signal G:303 A:388 C:405 T:397 usa
Sample: st10_HE2-2_M13F Lane: 51 Base spacing: 15.259357 1001 bases in 16608 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
NNNNNNNNNN NNNN NNNNNCCN NNNNGGCOWTTTTGTTGCA GTTGATCTTTTCT GCTATATTTATTCTCCAGTGGAATAACCCCGCTCGGACCCCTCCACCTCCAACTGTGCGTGTGTCTCTTG

rcsonfiamd Wil lm e ,.uL_ e u,m_.x..ghlmm.mm

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
TTGGITTTCCCTTTCCGCAGAATCCCTGG TCGCCGATGGCAGCAGCGGGEEGATCGCGGCGCCTG AGAACTGC TTACACCAACACACAGCTTCTAGAGCTGG GAATTTCATTTCAACAAGT

310 330 340 350 360 370
CCTTTGC G CCCcCa GGGTGG G TTGC GCGCTGCTGGATTTGACTG AGAGAC GTGTGGTTTC GAACCGGAGGATG GAGGCAGACCCAGTGC
380 400 410 430 440 450 460 470 480 490 500
CAGCGAAGGG GCCTTGAGGACTCCGAG GT G GGAGGACGAGGAAGAGAAGACGCTCTTTGAGCAAGCCCTTAGCGTCTCTGGGGCCCTTCTGGAGAGGGAAGGC TACACT
510 520 530 560 570 590 600 620
TTTCAGC TGCCCTCTCTCAGCAGCAGGCTCCC TGG CAC TGGCG CTCCC GTTTCCCAGTCTCGCCTTTAACCAGC TCTG CATTTTCAGCACCAGTCACC

Ll M/\MMMMMMMM N\M\A
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XIV. DISCUSION

El espectro Facio Auriculo Vertebral se caracteriza por microtia como eje principal,
apéndices preuriculares, microsomia hemifacial, alteraciones oculares vy
vertebrales. La mayoria de los casos reportados son esporadicos, encontramos
antecedentes familiares de microtia en el 26.9 % de nuestra muestra, como fue
previamente informado en México por Mufioz y col (2013)" con casi el 25% de los
casos y por Llano-Rivas y cols (INP)™ con el 34% (1999), datos que son muy
diferentes a los informados en otras poblaciones; en Japén 2.5 a 3.5%, en
Alemania 9.4%, en el estado de Massachusetts 9.4%, en China 9.85%*, asi como
en otras publicaciones internacionales donde el rango de antecedentes familiares
varia entre el 3 y el 15%>° solo en Finlandia se encontré una frecuencia del 20%°>°,
lo que puede sugerir una particularidad de la poblacion mexicana, que puede
orientarnos entre otras situaciones, a pensar como probable tipo de herencia la

autosdmica dominante con penetrancia reducida.

Se estudiaron 6 casos familiares con un total de 11 individuos afectados, Ila
mayoria de nuestros casos son originarios del Estado de México y de la Ciudad de
México, por tener facil acceso geografico. La edad promedio fue de 16.7 afnos y la
moda de 4, sospechamos que es debido a que el INR es un hospital de referencia

para hipoacusia, misma que debe ser tratada a corta edad.

En nuestra poblacion el sexo que predominé fue el femenino, (relacion 2.5 a 1),
en el estudio mexicano de Mufioz y cols también se encontrdé que la mayoria de
los afectados eran mujeres, a diferencia de lo descrito en la mayoria de las
poblaciones, en las que predomina el sexo masculino (3:2), e incluso en el estudio
del INP se reportaron mayor numero de hombres afectados (relacion
hombre:mujer 1.5:1)'°%"% Observamos que no hubo el antecedente de
endogamia y consanguinidad, en el estudio de Muhoz y col se encontrd

endogamia positiva en 14/149 pacientes y consanguinidad en un solo caso.
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Llano-Rivas y cols reportaron que el 27.7% de sus casos presentaban
caracteristicas de patrones de herencia autosdmica dominante y autosdémica
recesiva en el 5.5%, similar a lo que encontramos en nuestra muestra. No parece
a lo que ha sido descrito por otros autores, en los que el patron de herencia mas

frecuente parece corresponder mas a herencia recesiva®®*

, Sin embargo no
descartamos otras posibilidades hereditarias, es muy proibable que en el EFAV
exista heterogeneidad genética, como ya ha sido propuesto por varios

autores**142,

Kaye et al report6 como muy probable el que sus pacientes (familias de 74
probandos) presentaran EFAV secundario a la herencia autosémica dominante.
En 1963 Saraux y cols describié un caso similar. Tres afios mas tarde la misma
condicion fue reportada en un hijo y una hija de padres consanguineos, donde el
padre también estaba afectado. Recientemente Tasse y cols describieron la
transmision del EFAV de una madre a su hija, similar a nuestras familias

ndmeros 3, 4 y 6*.

Por otro lado Ellwod y cols reportaron el modo de herencia autosomica recesiva en
una familia de Arabia presentandose con anotia bilateral y atresia del CAE y en
una familia judia que presentd microtia unilateral y atresia del CAE**, al igual que
Strisciuglio y cols, en una familia con una amplia variabilidad de expresion; esta
familia tenia dos hermanos con microtia unilateral derecha y atresia del CAE
bilateral, la hermana presentd apéndice preauricular izquierdo con ausencia de
otras alteraciones, la ausencia de anomalias en los oidos de los padres sugirid

herencia autosémica recesiva*

Por otra parte el 100% de los pacientes estudiados en el INR, presentaron microtia
unilateral y el tipo de microtia mas frecuentemente encontrado fue la microtia
atresia grado Il derecha (36.3%), dato similar que fue por primera vez reportado
en pacientes mexicanos por Mufioz P y col'. En cuanto a la lateralidad, Mufioz y

cols encontraron que la microtia fue unilateral en el 65.7% y de estos el lado
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derecho (76/98) fue el mas frecuentemente encontrado, en el estudio del INP™
fue microtia unilateral en el 75% de los casos , y el lado derecho fue el mas
frecuentemente afectado en el 69%, Okajima H y cols, también encontraron que
el 64% presentaba la afeccién del lado derecho™®, en nuestro estudio fue del 90%.
Aunque Tasse y cols 2007 hacen hincapié que en familias con herencia
autosdmica dominante muestran alta frecuencia de involucro bilateral y la
afeccion unilateral es el indicador mas preciso de enfermedad esporadica (valor
predictivo negativo 73%)*.

Algunos factores prenatales han sido implicados como factores de riesgo, en
nuestro estudio se destacod que el 29.4% no tenian antecedentes perinatales de
importancia, seguido por la amenaza de aborto y parto prematuro, que se presento
en el 17.5%; antecedente que ha sido referido en otras publicaciones (Muioz y col
19.6%)’

Wu y cols mencionan que encontraron microtia aislada en el 56.2% y en el 43.48%
asociada a otras malformaciones>®. Mufioz P y col encontraron microtia aislada en
el 61.74% y aquellos con malformaciones asociadas 38.25% , en los casos del
INP se encontré microtia aislada en el 60%, en nuestro estudio de casos familiares

encontramos microtia aislada en el 81.8% y asociada en el 18.8%'

La unica manifestacion asociada fue en una paciente que presenté un dermoide
epibulbar que es similar a lo reportado por Mufioz y col donde la encontraron en el
14.7% de los casos, el INP no lo reporto , resultados que no coincide con la alta
frecuencia de este hallazgo a nivel mundial de hasta el 72% que fue reportado por
Stromland en el 2007 que esta en relacion con lo encontrado por Tasse y cols en
el 2005 donde los dermoides también fueron los hallazgos oculares mas

frecuentes, otro dato que quizas sea propio de nuestra poblacion*’“2.

La hipoacusia conductiva se ha reportado en la literatura con frecuencia alrededor

del 50% en casos esporadicos’, en el INP 123/145 pacientes se reporto
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hipoacusia conductiva’ y hasta del 75% por Carvalho y cols en 1999*, en

nuestro estudio correspondi6 con el 100% de los casos.

La frecuencia promedio de microsomia hemifacial una de las manifestaciones mas
frecuentemente encontradas se ha reportado en promedio en el 83% de los casos
esporadicos, Beleza y cols en el 2015 la reportaron en el 90% de sus pacientes,
en el estudio del INP la encontraron en el 55.1%, nosotros la encontramos menos

frecuentemente con el 36%°.

La literatura informa que la mayoria de los pacientes con microtia tienen el oido
interno normal®"*?, pero la combinacion de microtia con malformaciones de oido
interno también ha sido reportada en un estudio en Bélgica en el que 8%
(13/1666) de los pacientes con microtia presentaron alteraciones del oido interno
que fueron visibles por TAC o IRM°'. Una familia japonesa se reportd con
malformacién del canal semicircular vy alteraciones del oido externo e interno®.
Cabe destacar que de los casos indice que estudiamos, encontramos que una
paciente presentd dilatacion del vestibulo y agenesia del canal semicircular; esto
apoya la base genética para la combinacidn de alteraciones en el oido interno , el

oido medio y el externo.

El modelo donde mas se ha estudiado la microtia es el ratdén, existen multiples
modelos que apoyan que HOXAZ2 es determinante para la adecuada formacién del
pabellon auricular. Gavalas y cols en 1997 reportaron embriones Hoxa-2"~ con los
rombomeros 2 y 3 molecular y anatomicamente alterados. El analisis celular
realizado por marcaje con tincion retrograda mostré que los axones motores
trigeminales de r2 y r3 rodeaban caudalmente y salian del rombencéfalo desde el
punto de salida del nervio facial de r4 y no de su sitio normal de salida en el r2.
Ademas el patrén dorsal r2-r3 estaba afectado, con pérdida del nucleo coclear y
dilatacion de la parte lateral del cerebelo. Estos resultados ponen de manifiesto
que Hoxa-2 controla el patréon axonal motor de r2-r3 y también sugiere que su
ausencia puede ocasionar cambios homeoéticos en las placas alares de estos

rombomeros®*
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Al realizar el estudio molecular al gen HOXAZ2 a todos los casos indices no se
encontré ninguna mutacion o variante que pudieran ser la causa del espectro FAV
en las familias aqui reportadas, Alasti (2008)>° fue el primero en reportar una
mutacion de sentido equivocado, resultado de una sustitucion de una Glutamina
altamente conservada por una Lisina en la posicion 186 de HOXAZ2 que segregaba
de manera autosdmica recesiva, en una familia Irani consanguinea con microtia
bilateral. Brown et al (2013) posteriormente describié a una familia con microtia
bilateral no sindrémica con herencia autosémica dominante en donde identificd
una mutacién sin sentido en HOXAZ2. Las caracteristicas auriculares de ambas
familias fueron similares, aunque los individuos afectados en la familia Irani
presentaron una microtia mas severa, alteraciones del canal auditivo, hipoacusia
mixta profunda, asi como paladar hendido parcial, similar a lo visto en el ratén

deficiente de HoxaZ2, confirmando la relevancia clinica de este modelo®®.

En adicion a los hallazgos encontrados por Brown y cols (2013) Piceci y cols
(2016) reportaron una segunda familia de 5 generaciones afectadas con microtia
bilateral aislada con segregacidon autosomica dominante, se determiné una
variante heterocigota no reportada en HOXAZ2 (c.670G>T, p.(Q224%)), que
introduce un codon de paro prematuro en la posicion del aminoacido 224 y
ocasiona la produccidon de una proteina trunca de 153 aminoacidos , el aminoacido
mutado esta dentro de una regidn altamente conservada durante la evolucién, que

concluyeron tiene un papel muy probablemente patogénico en esta familia®’.

Nuestras familias presentan gran variabilidad lo que pudiera hacer sospechar en
distinta etiologia. En la literatura solo una minoria de microtia/anctia aislada se ha
definido secundaria a patrén mendeliano®®, en relacién con esto Monks (2010)*°
llevé a cabo un analisis mutacional de HOXAZ2 y SIX2 en una poblacién del Bronx
de descendencia Hispanica y Africana con microtia aislada (S/IX2 otro gen
candidato que actua corriente abajo de HOXA2 durante el desarrollo) y no
identificaron mutaciones en la region codificante de ambos genes, pero si cuatro

nuevas variantes de un solo nucledtido. Estas variantes se encontraban dentro del
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intron y en los extremos 3’° UTR de HOXAZ2 y los extremos 5’ y 3’ UTRs de SIX2.
Las cuatro variantes estaban presentes en mas del 5% de una muestra control con

la misma ancestria, excluyendo estas variantes como patogénicas.

Por otro lado para evaluar la posible herencia multifactorial en el origen de la
microtia/anotia aislada, Paput (2011)°® comparé el nimero de familiares afectados
de primer grado relacionados con casos indices con el numero de afectados de
primer grado esperados con base en el modelo del umbral de la base de datos de
vigilancia de casos y controles de anomalias congénitas de Hungria de 1980 a
1996 y encontré que el numero de afectados de primer grado y el numero
esperado no mostraron diferencia estadisticamente significativa (p=0-47). Algunos
otros hallazgos (mayor numero de hombres afectados que mujeres y factores
ambientales pivote con predisposicion poligénica) confirmaron su hipotesis de que
la herencia multifactorial puede ser la explicacion para el origen de esta

malformacion aunque el numero de casos familiares fue pequefio en ese estudio.

La etiologia del espectro FAV es aun pobremente comprendida, y para su estudio
se han utilizado diferentes modelos: los estudios de un solo gen que nos podrian
dar respuestas a muchas de nuestras interrogantes (genes candidatos) como el
presente trabajo, que presentd la desventaja de ser una muestra pequena. El
porcentaje de casos familiares reportados en este instituto y en el INP es alto
como ya se menciona, donde el patrdn posible de herencia autosémica dominante
resalta entre otros modos de herencia sin poder descartar el multifactorial. El
porcentaje bajo de antecedentes familiares en otras poblaciones podria deberse a
gue no se realizé extensivamente el estudio clinico de los casos para descartar
manifestaciones menores de la microtia, lo que hace evidente la heterogeneidad

genética del espectro y la necesidad de continuar su estudio.
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