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ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN TCOF1 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES
MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO FACIO-
AURICULO-VERTEBRAL (EFAV)

RESUMEN

La microtia es una malformacion del pabellén auricular cuya etiologia es muy heterogénea. Se
puede presentar en forma aislada o sindromatica. La microtia es considerada por algunos
autores como una expresion minima del Espectro-Facio-Auriculo-Vertebral (EFAV), una entidad
gue ademas de cursar con anomalias a nivel auricular cursa con malformaciones a nivel ocular,
facial, vertebral, cardiaco y renal. Se ha documentado que los hispanos tienen un mayor riesgo

de presentar microtia con respecto a otras poblaciones.

Uno de los genes candidatos de estudio es TCOF1 (treacle ribosome biogenesis factor 1), el
cual se expresa principalmente en las estructuras que se derivan del primer y segundo arcos
faringeos durante la embriogénesis, es el principal gen asociado al desarrollo del sindrome de
Treacher Collins (TCS) y existe evidencia de modelos de embriones murinos KO (knock-out)

para el gen tcofl que desarrollaron un fenotipo semejante a dicho sindrome en humanos.

Dado que no existen estudios genéticos en México en pacientes con microtia/EFAV se realizd
el andlisis del gen TCOF1 para determinar la frecuencia de variantes génicas mediante
secuenciacion de siguiente generacion en 49 casos, Unicos o familiares, con diagnostico de

microtia /EFAV del Instituto Nacional de Pediatria.

En este estudio se identificaron 6 variantes no sinébnimas en estado heterocigoto en el gen
TCOF1, cinco de ellas benignas y una probablemente benigna, por lo que no se consideran
causales de microtia en humanos. Asi mismo, se identificaron 4 variantes sindnimas en nuestros
pacientes y en el analisis de asociacion se observo una diferencia estadisticamente significativa
en la variante sinénima p. (Gly587=), ya que su frecuencia alélica (FA) fue mayor en el grupo
de referencia, lo cual sugiere que sea un factor protector de microtia/EFAV en la poblacion
mexicana. No se observaron variantes patogeénicas, probablemente patogénicas o variantes de

significado incierto (VUS) en este gen.

Los resultados de este trabajo permiten concluir que aungue en nuestra poblacién de estudio el

gen TCOF1 parece no tener un papel causal de microtia /[EFAV se debe resaltar la importancia
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del estudio de las variantes sindbnimas pues se identificO una variante que pudiera conferir
proteccion. Por otro lado, seria importante expandir el nimero de genes de estudio o considerar
exoma en nuestros pacientes con microtia/EFAV para generar mayor conocimiento ya que la

mayoria de los pacientes con microtia/EFAV permanecen sin una etiologia identificable.



ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN TCOF1 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES
MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO FACIO-
AURICULO-VERTEBRAL (EFAV)

MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

La microtia es una malformacion del pabellén auricular y del oido externo y medio, que se origina
por una alteracion en la embriogénesis del primer y segundo arcos faringeos, durante las 52 y
62 semanas de gestacion (Cox et al, 2014). A nivel mundial la microtia tiene una incidencia de
1 en 500 a 1 en 3,000 recién nacidos vivos, y una prevalencia de 0.83 a 17.44 en 10,000
nacimientos (Suutarla et al, 2007; Luquetti et al, 2012). Se ha documentado que tiene una alta
incidencia en poblacion hispana y asiatica, la cual es 6.5 veces mayor en hispanos que en no
hispanos (Shaw et al, 2004). En México, el Unico registro que reporta una prevalencia de
microtia es el Programa de Vigilancia de Defectos Congénitos del Departamento de Genética y
Defectos Congénitos de la Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn, como participante en el
reporte anual (2014) de The Centre of the International Clearinghouse for Birth Defects
Surveillance and Research (ICBDSR), el cual refiere una cifra de 0.42/10,000 recién nacidos
vivos, con base en el 86% de los recién nacidos en 28 instituciones del estado. La distribucion
epidemioldgica de la microtia comprende una predileccion por el sexo masculino (relacion 2:1),

siendo mas frecuente la forma unilateral (79-93%) derecha (60%) (Alasti et al, 2009).

La microtia puede ser aislada o sindromética, es decir, puede acompafiarse o no de otras
alteraciones por lo que deben buscarse intencionadamente (Suuturla et al, 2007). A la presencia
de microtia junto con alteraciones faciales como la microsomia hemifacial, oculares, vertebrales,
cardiacas y renales, entre otras, se le denomina Espectro Facio-Auriculo-Vertebral (EFAV, por
sus siglas) (Singhal et al, 2023) y por ello algunos autores consideran a la microtia como una
expresion minima del EFAV (Luquetti et al 2012; Cox et al, 2014).

La etiologia de la microtia es muy heterogénea, los casos sindromaticos pueden ser de causa
cromosomica, mendeliana, teratogénica o multifactorial y con relacion a los aislados, la mayoria

de los casos suelen ser considerados esporadicos. Con respecto a los casos familiares se sabe



gue el patron de herencia puede ser monogénico autosémico dominante o recesivo, asi como
multifactorial (Alasti et al, 2009; Mufioz-Pedroza et al, 2013; Estandia-Ortega et al, 2022).

Ademas de los factores genéticos, se han identificado factores ambientales asociados a
microtia/EFAV: diabetes mellitus materna (Zhang et al, 2009) y la exposicion a teratégenos
durante la vida intrauterina, como: alcohol, retinoides (Lammer et al, 1985), talidomida y mofetil
micofenolato (Merlob et al, 2009), principalmente.

De acuerdo a la embriogénesis humana y estudios experimentales in vitro e in vivo, uno de los
genes candidatos a ser estudiado en pacientes con microtia es el gen TCOF1 (treacle ribosome
biogenesis factor 1) (Valdez et al, 2004; Gendron et al., 2006).

TCOF1

(HGNC: 11654, Entrez Gene 6949, Ensembl: ENSG00000070814, OMIM: 606847, UniProtKB:
Q13428, NG_011341.1 RefSeqGene, NM_000356.3 isoforma B).

a. Estructura del gen

El gen TCOF1, también conocido como gen del factor de biogénesis ribosomal, se localiza en
el locus 5932-g33.1, y estd conformado por 42,670 bases y 26 exones. Los exones 1 a 25
codifican un marco de lectura abierto de 4233 pb (Figura 1).

exon 1 exon 6A exon 26
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Figura 1 .Estructura del gen TCOF1 y de la isoforma mayor de
“treacle” (imagen tomada de Grzanka et al., 2021).




b. Transcritos

Se han documentado 15 transcritos por splicing alternativo, sin embargo, sélo 10 de ellos
codifican para una proteina llamada “treacle” o melaza. El transcrito TCOF1-201
(ENSMUST00000163446.9) codifica para la isoforma 1, que resulta ser la mas frecuente. Esta
variante carece del exén 7 pero mantiene los mismos residuos C- y N- terminal. Otras isoformas
resultantes del splicing alternativo incluyen el exén 6A (una secuencia de 231 pb entre los
exones 6y 7) y el exdn 16A (el cual es una secuencia de 108 pb que se localiza entre los exones
16y 17) en el ARNm de TCOF1 (Dai et al, 2016).

c. Proteina

El gen codifica para una proteina nucleolar de baja complejidad de ~1488 aminoacidos, rica en
serina y alanina, cuya region C-terminal codificada en los exones 23 y 24 es de suma
importancia para la localizacion de la misma en el nucléolo. También cuenta con un dominio
homdlogo con la proteina LIS 1 (Lissencephaly type-1-like homology motif), que contribuye a la
regulacion de la dinamica de los microtubulos al favorecer su dimerizacién o mediante la unién
directa a la cadena pesada de la dineina citoplasmatica o a los microtubulos (Grzanka et al,
2021).

Esta proteina llamada “treacle”, esta involucrada en la biogénesis ribosomal mediante su
interaccion con el factor de unién corriente-arriba UBF (Upstream Binding Factor) y en el
transporte nucleolo-citoplasma. “Treacle” parece tener también un rol importante en la
metilacion del ARNr a través de sus interacciones con pNop56, el cual es un componente del
complejo proteina-ribonucleolo que metila el pre-ARNr. Por lo tanto, la haploinsuficiencia de
“treacle” puede inhibir la produccion del ARNr maduro, ademas de inhibir la transcripcion del
ADNr (Dai et al, 2016).

Se sabe que esta proteina se expresa durante la embriogénesis temprana principalmente en
las estructuras que son derivadas del primer y segundo arcos faringeos. La haploinsuficiencia
de esta proteina ocasiona la inhibicion de la produccién de RNA ribosomal maduro, asi como la
proliferacion y diferenciacion inadecuada de las células embridnicas, detencion del ciclo celular
y altos niveles de apoptosis celular, lo que culmina en un desarrollo anormal de la regién

craneofacial en modelos murinos (Dixon et al, 2006).



d. Regulacion del gen

La regulacién del gen TCOF1 consiste en reprimir su activacion constitutiva para mantener el
nivel adecuado de la proteina melaza o “treacle” para el desarrollo craneofacial en el embrion
murino. Secuencias altamente conservadas localizadas rio arriba del gen contribuyen al
mantenimiento de la represion, mientras que un fragmento de 296 pares de bases que incluye
dos sitios de union altamente conservadas, CCAAT y Zfp 161 (zinc finger protein), son
responsables de la activacion constitutiva. A la fecha no se conoce qué genes son encargados
de regular directamente a TCOF1 (Shows et al, 2008).

e. Modelos murinos

Se ha observado en el modelo de embrién murino que el gen ortélogo tcofl se expresa en el
neuroepitelio en la edad gestacional E8.5, y en el mesénquima frontonasal y de los arcos
faringeos en E9.5 Aquellos embriones con una mutacion constitutiva en un alelo del gen
ortdlogo de tcofl mostraron caracteristicas similares a las de las personas con sindrome de
Treacher Collins (TCS) (Dixon, et al. 2006)

f. Microtia en humanos

TCOF1 es el principal gen asociado al desarrollo del TCS, también conocido como disostosis
mandibulofacial, el cual es una entidad autosomica dominante que tiene una prevalencia de 1
en 50,000 recién nacidos vivos. Dentro de las manifestaciones clinicas descritas en este
sindrome, se presentan malformaciones de oido externo y medio e hipoacusia conductiva, asi
como alteraciones craneofaciales. Se han reportado variantes patogénicas en el gen TCOF1 en
el 93% de los pacientes estudiados (Dai et al, 2016), de los cuales el 60% son casos de novo
porque no cuentan con antecedentes familiares y en los casos familiares las variantes suelen
ser privadas (exclusivas de cada familia) con excepcién de una delecion de 5 pb en el exén 24.
El espectro mutacional del gen es muy amplio: la mayoria (57%) son microdeleciones y
microduplicaciones (1-41 pares de bases), que causan corrimiento del marco de lectura, lo que
resulta en una proteina trunca por codones de paro prematuros; 23% variantes génicas sin
sentido, 16% afectan el splicing y el 4% de sentido erroneo, sumando mas de 130 variantes

patogénicas familia-especificas identificadas hasta la fecha. Las variantes génicas, tanto



patogénicas como benignas, se pueden encontrar a lo largo de los 26 exones codificantes del
gen. Los exones 10, 15, 16, 23 y 24 se consideran los principales puntos calientes o “hot spots”
de mutacién, ya que son responsables de aproximadamente el 50% de las variantes
patogénicas actualmente descritas en varias poblaciones. No existe una correlacion genotipo-
fenotipo clara, ya que no hay evidencia de asociacién entre la severidad de la enfermedad y la
presentacion (de novo o familiar), con el origen parental y/o el tipo de variante patogénica (Dai
et al, 2016).

g. Variantes génicas patogénicas

En pacientes con fenotipo de EFAV (n=4) se analiz6 el gen TCOF1 y se identificé una variante
de sentido erroneo en el exén 9 (c.1084G>A, p.Ala362Thr) en un caso con fenotipo
caracteristico (microtia y atresia del conducto auditivo externo izquierdo, hipoplasia maxilar y
mandibular ipsilateral, quiste dermoide epibulbar y espina bifida C5-C7); esta variante se definio
como de novo y no se identificd en 114 controles lo que apoyo su patogenicidad (Su et al,
2007).

h. Variantes génicas benignas

En 4 pacientes con EFAV y un paciente con TCS se reportaron en el gen TCOF1: variantes
benignas en los exones 10 (p.P449P), 11 (p.G510G), 12 (p.P588A), 16 (p.A810V), 21
(p-R1099P), 22 (p.D1149D) y 23 (p.V1313A) previamente descritas y presentes en 51 controles
de Taiwan, y cuatro no descritas con anterioridad en los exones 9 (p.E419E), 17 (p.P881P), y
22 (p.A1168Q). de TCOF1 (Su et al, 2007).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La microtia, considerada como una expresion minima del EFAV, es una malformacion congénita
cuya incidencia es alta en la poblacion hispana y representa una causa de discapacidad,
principalmente auditiva con impacto en la calidad de vida del paciente. Como otras alteraciones
gue se presentan al nacimiento, la microtia requiere de un manejo multidisciplinario a largo
plazo. A pesar de ser una malformacion frecuente, se desconocen los factores genéticos que la

favorecen y no existen estudios que los analicen en poblacion hispana.



Uno de los genes candidatos relacionados a microtia es TCOF1, ya que se ha demostrado que
se expresa principalmente en las estructuras que se derivan del primer y segundo arcos
faringeos durante la embriogénesis y codifica para una proteina que ejerce un efecto directo
sobre la reproduccion celular. Asi mismo, TCOFL1 es el principal gen asociado al desarrollo al
TCS, también conocido como disostosis mandibulofacial, en el cual se presentan

malformaciones de oido externo y medio, asi como hipoacusia conductiva.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cuadl es la frecuencia de variantes génicas en el gen TCOF1 en una muestra de pacientes

mexicanos con microtia como expresion minima de EFAV?

JUSTIFICACION

En nuestro pais, una de las principales causas de mortalidad y discapacidad en la infancia son
las malformaciones congénitas, razon por la cual se consideran una linea de investigacion
prioritaria en el Sector Salud. En México, el Unico registro que reporta una prevalencia de
microtia es el Programa de Vigilancia de Defectos Congénitos del Departamento de Genética y
Defectos Congénitos de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, como participante en el
reporte anual (2014) de The Centre of ICBDSR. Este refiere una cifra de 0.42 casos por cada
10,000 recién nacidos vivos. Ademas, la microtia, al igual que muchos otros defectos al
nacimiento, tiene un gran impacto en la calidad de vida del paciente y requiere de un manejo
multidisciplinario a largo plazo, ya que ocasiona problemas relacionados con la audicion,
lenguaje, el aspecto emocional y psicosocial. Uno de los genes que podrian contribuir a la
etiologia de microtia es TCOF1, el cual participa en el desarrollo craneofacial que involucra al
pabellén auricular. Variantes génicas en este gen podrian ser causales o predisponer a la
presencia de microtia, como se ha evidenciado en otras malformaciones congénitas como en la
disostosis mandibulofacial presente en el TCS. Asi mismo, existe evidencia de modelos de
embriones murinos KO (knock-out) para el gen tcofl que desarrollaron un fenotipo semejante a
dicho sindrome en humanos.

En México, no existen estudios sobre el analisis sobre variantes génicas en pacientes con

microtia/EFAV, por lo que consideramos importante realizar el estudio molecular de TCOF1 en



poblacién mexicana con esta entidad. Conocer mejor la etiologia de la microtia podria permitir

un asesoramiento genético mas certero en las familias.

OBJETIVO
Determinar la frecuencia de variantes génicas en el gen TCOF1 en una muestra de pacientes

mexicanos con microtia como expresiéon minima de EFAV.

HIPOTESIS

El estudio molecular del gen TCOF1 permitira determinar la frecuencia de variantes génicas en

una muestra de pacientes mexicanos con microtia como expresion minima de EFAV.

MATERIAL Y METODO
POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes mexicanos de cualquier género y en una edad de 0-18 afios con datos clinicos de
microtia/EFAV (foseta o apéndice preauricular, microtia, anotia y/o microsomia hemifacial) con
alteraciones estructurales en oido medio, columna vertebral y/o rilones, compatibles con esta

entidad que acudieron a la consulta de Genética del Instituto Nacional de Pediatria.

TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de muestra se determind a conveniencia con un minimo de 50 pacientes con base
en el nimero de pacientes con microtia aislada que ingresan cada afio y los que estan en
seguimiento en Genética en el Instituto Nacional de Pediatria. No se pudo calcular el tamafio
de la muestra con base a la frecuencia de las variantes encontradas en el gen candidato en

pacientes con microtia, dada la poca evidencia en la literatura.

CRITERIOS DE INCLUSION

- Pacientes no relacionados con diagnaostico clinico de microtia/EFAV con:



a) Exploracién fisica completa realizada por un genetista
b) Tomografia axial computarizada (TAC) de oido

c) Evaluacion audiolégica (audiometria, PEACT)

d) Ortopantomografia

e) Radiografia de columna vertebral completa

f) Ultrasonido renal

- Cualquier sexo

- Cualquier edad

- Casos unicos o familiares

- Carta de consentimiento y/o asentimiento informado firmada

CRITERIOS DE EXCLUSION
a) Pacientes con una transfusion sanguinea en un periodo menor a tres meses.

b) Pacientes con microtia/EFAV, y otra malformacion congénita (diferente a alteraciones
vertebrales y/o renales), alteracion en el crecimiento somatico (talla baja o alta) o discapacidad

intelectual.

c) Pacientes con antecedente de exposicion a teratbgenos especificos asociados a

microtia/EFAV (alcohol, retinoides y diabetes materna).

d) Pacientes con una muestra de ADN insuficiente y sin autorizacién para realizar una nueva

toma de la misma (criterio de eliminacion).
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CAPTACION DE PACIENTES

Los pacientes diagnosticados con microtia/EFAV que cumplieron con los criterios de inclusiéon
fueron ingresados en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria,

posterior a la firma de consentimiento informado.

ESTUDIO MOLECULAR

Se realiz6 secuenciacion de siguiente generacion (Next-Generation Sequencing, NGS) del gen
TCOF1 a partir del ADN de una muestra de sangre periférica o de células de descamacion oral
de los pacientes. Las librerias para la SNG se prepararon con un kit de sondas de captura para
el gen TCOF1 (IDT xGen™) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se secuencié en una
plataforma Illumina MiSeq 2x150 (San Diego, CA, USA) a través de Admera Health Company
(South Plainfield, NJ, USA). Posteriormente, se realizé el analisis bioinformatico en nuestro
laboratorio el cual incluyo la evaluacion de la calidad y la eliminacion de lecturas de baja calidad,
el alineamiento con la secuencia de referencia humana GRCh38 y el llamado de variantes de
nucledtido unico (del inglés Single Nucleotide Variant, SNV) y pequefias inserciones-deleciones.
Para llevar a cabo la anotacion y el filtrado de las variantes se utilizaron los paquetes
bioinformaticos GATK Toolkit (McKenna et al., 2010) y Alamut Batch, Focus and Visual
(Interactive Biosoftware, Rouen, France).

CLASIFICACION DE LAS VARIANTES GENICAS

Las variantes génicas identificadas se clasificaron de acuerdo a los criterios del American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology
(ACMG/AMP) a través de una herramienta en linea

(https://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant_Interpretation_Tool1.html/) para

determinar si eran patogénicas, probablemente patogénicas, benignas, probablemente
benignas y/o variante de significado incierto (variant of uncertain significance, VUS) (Richards
et al., 2015).
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Inicialmente se realizo la busqueda de las variantes en las bases de datos de poblaciones sanas
de diferente origen étnico como dbSNP, Exome Variant Server, GnomAD y Proyecto de los
1000 Genomas para identificar su frecuencia alélica en estado heterocigoto y/u homocigoto.
Posteriormente, se revisaron las bases de datos de pacientes (Human Gene Mutation
Database, LOVD y Clinvar) para conocer si la variante de interés se habia reportado
previamente en casos con microtia/EFAV. Para las variantes génicas de sentido erréneo
descritas 0 no descritas se realizé un analisis in silico usando los programas PolyPhen, SIFT,
HOPE y Mutation Taster para predecir un posible efecto deletéreo en la proteina. Se realizé una
busqueda dirigida mediante secuenciacion de tipo Sanger en aquellos padres cuyos hijos
presentaron una variante génica de sentido errébneo de baja frecuencia para definir si ésta se

encontraba presente en alguno de ellos o era de novo.

ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas de las variantes génicas identificadas en el gen TCOF1 se obtuvieron
a partir del método de conteo alélico. Se determiné si se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg utilizando la prueba exacta de Fisher de dos colas con la finalidad de conocer si la
distribucion de los genotipos era la esperada en nuestra poblacion. Ademas se realizé un
analisis de asociacién para comparar las frecuencias genotipicas con las reportadas para estas

variantes en poblacion mexicana de Los Angeles (Proyecto de los 1000 Genomas).

RESULTADOS

Se incluyeron 49 pacientes no relacionados (31 hombres, 18 mujeres; en un rango de edad de
0-18 afnos) del Instituto Nacional de Pediatria con diagndstico de microtia/EFAV. Con base en
la genealogia de la historia clinica 25 casos fueron clasificados como familiares y 24 como
esporadicos. Dentro de los casos familiares el patron de herencia predominante fue el

mutifactorial seguido del mendeliano.

Los resultados clinicos de la poblacion de estudio estan acordes a la literatura en su mayoria y

ya se encuentran publicados (Estandia-Ortega et al, 2022).
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Se identificaron 6 variantes no sinébnimas en estado heterocigoto en el gen TCOF1 (Tabla 1).
Cuatro de estas \variantes, p.(Ala588Pro)/rs2071240, p.(Val810Ala)/rs7713638),
p.(Pro1099Arg)/rs1136103y p.(Alal313Val)/rs15251, tienen una frecuencia alélica (FA) de >5%
en el Proyecto de 1000 Genomas y GnomAD (criterio BA1), por lo que fueron clasificadas como
variantes benignas de acuerdo a los criterios del ACMG/AMP. Ademas son variantes puntuales
de sentido erréneo en un gen para el cual se sabe que principalmente las variantes sin sentido
causan la enfermedad (criterio BP1), la evidencia computacional del analisis in silico predice
gue no hay impacto en la proteina que produce el gen (criterio BP4) e informacién reciente de
fuentes confiables como las diferentes bases de datos (HGMD, LOVD, ClinVar) las reportan

como benignas (criterio BP6).

Tabla 1 .Comparacidn de las frecuencias alélicas (FA )de las seis variantes no sindnimas identificadas en el gen TCOF1 en nuestra poblacidn con las
reportadas en el grupo de referencia (Mexicanos residentes en Los Angeles, Proyecto de los 1000 Genomas). Modificado de Estandia-Ortega et al, 2022.
Casos en nuestro estudio Grupo de referencia
n cDNA Proteina SNP HoRA Hetero HoMA FA HoRA Hetero HolMA FA Valor de p
1 c.503C>T p.(Thri68Met) | rs181203524 48 1 ] 0.01 63 ] ] ] 0.99
4 c.1762G>C | p.|Ala588Pro) rs2071240 45 4 o 0.96 65 1 1 0.98 0.47
6 €.2429T=C p.[Val810Ala) rs7713638 43 6 o 0.94 57 9 1 0.92 0.55
4 €.3296C>G | p.[Prol099Arg) rs1136103 45 3 1 0.95 51 16 ] 0.88 0.07
21 c.3938C>T | p.(Alal313val) rs15251 28 20 1 0.78 38 22 7 0.73 0.45
1 c.4061G>C | p.|Glyl3544Ala) rs45491898 48 1 o 0.99 63 ] 0 1 0.25
Abreviaturas: HoRA: homocigoto para el alelo de referencia, Hetero: heterocigoto, HoMA: hemocigoto para el alelo menor, FA: frecuencia alélica

La variante p.(Gly1354Ala)/rs45491898, reportada en un solo paciente, si bien no presenta una
frecuencia alélica mayor al 5% en el Proyecto de 1000 Genomas ni GnomAD, presenta una
frecuencia alélica mayor a la esperada para la enfermedad (criterio BS1) y ha sido observada
en adultos sin el fenotipo de estudio, es decir, microtia/EFAV (criterio BS2). Ademas es una
variante puntual de sentido erréneo en un gen para el cual se sabe que principalmente las
variantes sin sentido causan la enfermedad (criterio BP1), la evidencia computacional del
andlisis in silico predice que no hay impacto en la proteina (criterio BP4) e informacion reciente

de fuentes confiables como las diferentes bases de datos (HGMD, LOVD, ClinVar) la reportan
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como benigna (criterio BP6). Por lo tanto con estos criterios del ACMG/AMP, se clasific6 como

benigna.

Finalmente, la variante p.(Thr168Met)/rs181203524, se clasific6 como probablemente benigna,
ya que cumple también con los criterios BS1, BS2, BP1, BP4 y BP6 del ACMG/AMP,
mencionados anteriormente. Sin embargo, en el grupo de referencia no se cuenta con la

frecuencia alélica.

Se compararon las frecuencias de las seis variantes no sinénimas identificadas en nuestra
poblacién con el grupo de referencia (proyecto de los 1000 genomas), sin embargo, en este
estudio de asociacion, no se observé una diferencia estadisticamente significativa en ninguna

de las seis variantes (valor de p >0.05) (Tablal).

En cuanto a las variantes sindnimas, se reportaron 4 en nuestros pacientes estudiados (Tabla
2).

Tabla 2 . Variantes sin6nimas identificadas en nuestra poblaciéon. Modificado de Estandia-Ortega et al, 2022.

Casos en nuestro estudio Grupo de referencia
n CADN Proteina SNP HORA | Hetero | HOMA | FA | HoRA | Hetero | HOMA | FA Va";r de
1 C.630A>G | p.(Thr210=) | rs765654624 48 1 0 0.99 NR NR NR NR NR
5 c.1578C>T | p.(Pro526=) rs2071238 44 5 0 0.95 54 9 1 0.91 0.32
1 c.1761G>T | p.(Gly587=) rs7701163 48 1 0 0.99 56 8 0 0.94 0.04
5 C.1842A>G | p.(Ser614=) rs2071239 44 5 0 0.95 54 9 1 0.9| 0.32

Abreviaturas: HoRA: homocigoto para el alelo de referencia, Hetero: heterocigoto, HOMA: homocigoto para el alelo menor, FA: frecuencia alélica,
NR: no reportado

En el estudio de asociacion se identificé que la FA de la variante p.(Gly587=)/rs7701163, al
compararla con la FA del grupo de referencia (individuos mexicanos de Los Angeles del
Proyecto 1000 Genomas), presenta una diferencia estadisticamente significativa con base en
el valor de p (0.04), lo cual no se evidencio en las otras variantes.

En la secuenciacion del gen TCOF1 no se observaron variantes patogénicas, probablemente
patogénicas ni VUS.
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DISCUSION

La etiologia de la microtia no se ha comprendido por completo. Se sabe que tanto factores
genéticos y no genéticos contribuyen a la presencia de microtia/EFAV (Gendron et al., 2016).
Por lo anterior, en este estudio, no se incluyeron a los pacientes con exposicion prenatal a
teratbgenos como alcohol, retinoides o diabetes materna, ya que estos factores ambientales se
han considerado como causales de esta entidad (Foroud et al., 2012; Gendron et al., 2016;

Berenger et al., 2018).

Con relacion a los factores genéticos relacionados con la microtia existen algunos estudios en
la literatura que los abordan (Tingaud-Sequeira et al., 2021). Sin embargo, es relevante estudiar
a pacientes de origen latinoamericano debido a la alta frecuencia de microtia reportada (Shaw

et al, 2004) y a la escasa informacion que existe sobre su etiologia (Estandia-Ortega et al, 2022).

TCOF1 se seleccion6 como un gen candidato porque se ha demostrado que se expresa en las
estructuras derivadas del primero y segundo arcos faringeos durante la embriogénesis (Vitelli
et al., 2003; Dixon et al., 2006; Cox et al., 2014), existe un modelo murino knock-out para el gen
ortdlogo (tcofl) que genera microtia (Valdez et al, 2004; Dai et al, 2016; Gendron et al., 2016) y
variantes patogeénicas en este gen son causales de TCS (Luquetti et al., 2012; Gendron et al.,
2016).

Dado lo anterior el presente estudio tuvo como objetivo la identificacién de variantes génicas en
TCOF1 en pacientes mexicanos con microtia como expresion minima del EFAV, con el fin de
contribuir al conocimiento sobre la etiologia de la microtia y con ello brindar un asesoramiento

genético de certeza a las familias.

En los pacientes estudiados se reportaron 6 variantes no sinénimas en el gen TCOF1 de los 49
pacientes estudiados. Cinco de estas variantes fueron clasificadas como benignas y una como
probablemente benigna, por lo que se considera que su presencia no se considera causal del

fenotipo de microtia /EFAV.

En el andlisis de asociacion de la FA de las variantes no sinénimas identificadas en nuestra
poblacién considerando la FA reportada en individuos mexicanos de Los Angeles (Proyecto
1000 Genomas), no se observo una diferencia estadisticamente significativa en ninguna

variante, por lo tanto no se relacionan con riesgo o proteccion para microtia/EFAV.
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También se identificaron 4 variantes sinénimas en las cuales existe un cambio de una base
nitrogenada por otra pero que conservan la misma estructura de aminoacidos. Al comparar sus
FA con las del grupo de referencia, se mostré una diferencia estadisticamente significativa (p
<0.05) so6lo en la variante p.(Gly587=) en TCOF1. La FA para esta variante fue mayor en el
grupo de referencia, lo cual sugiere que puede considerarse un factor protector para
microtia/EFAV en lugar de riesgo en la poblacion mexicana, como se ha reportado para

variantes en otros genes asociadas a otras malformaciones (Lupo et al., 2019).

Las variantes sindnimas, se sabe que pueden tener consecuencias funcionales a pesar de que
el cambio no altere la secuencia de aminoacidos de la proteina. Las variantes sinbnimas pueden
afectar la union del factor de transcripcion, splicing del pre-ARNm, la estabilidad y estructura
secundaria del ARNm y, el doblamiento cotranslacional, por lo que pueden alterar la estructura
y por lo tanto la funcion de la proteina (Pagani et al, 2005; Plotkin et al, 2011; Stergachis et al,
2013; Pechmann et al, 2013; Presnyak et al, 2015).

Existe un reporte en la literatura sobre una variante sindnima novel en el gen TCOF1 c.3612A>C
gue se considero causal de TCS. Se realizé RT-PCR de los exones 21-23 de TCOF1, en donde
el paciente tuvo un producto de 110 pb, en contraste con el producto de 291 pb del control. La
secuenciacion del producto del RT-PCR mas corto mostré pérdida del exén 22, la cual predice
un cambio en el marco de lectura con un codén de paro prematuro en el exén 23. En ninguna
de las isoformas resultantes del splicing de TCOF1 que se han reportado se observa la pérdida
de este exon. La traduccion del transcrito aberrante genera una proteina con ausencia de 320
aminoacidos C-terminal, lo que corresponde a aproximadamente 21% de la proteina “treacle”.
Este reporte resalta la importancia del estudio de las variantes sinGnimas, en este geny en otros

genes candidatos de microtia (Macaya et al., 2009).

En nuestra poblacion de estudio no se observaron variantes patogénicas, probablemente
patogénicas o VUS en este gen por lo que seria importante expandir el nUmero de genes de
estudio o considerar exoma (Xue et al., 2015), para tratar de comprender la etiologia de esta

entidad pues en la mayoria de los casos de microtia/EFAV no ha sido identificada.
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