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RESUMEN

La microtia es una de las malformaciones congénitas mas frecuentes (1/3000 nacimientos), sin embargo,
cuando se presenta de manera aislada, en la mayoria de los casos unicos su etiologia suele ser desconocida,
mientras que en los casos familiares puede ser monogénica y en menor frecuencia multifactorial.

Uno de los genes involucrados en la embriogénesis del pabellon auricular es HOXA2 por lo que variantes
patogénicas o benignas en este podrian ser causales o predisponer a la presencia de microtia. Se considerd
importante realizar el presente trabajo de investigacion ya que a pesar de ser una malformacion frecuente, a
nivel internacional se conoce poco sobre su etiologia ya que, con excepcion del gen HOXA2, no hay estudios
que hayan identificado variantes en otros genes que sean causales de la microtia y en México no existen
reportes al respecto.

Cuanto la microtia se presenta asociada a otras malformaciones como vertebrales y/o renales se establece el
diagndstico de espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV). Sin embargo, a pesar de que la microtia se conoce
como una entidad con amplia expresividad clinica, no existe un consenso que establezca exactamente qué
estudios deben solicitarse para determinar expresion minima en los padres y/o familiares.

Es un estudio observacional, descriptivo, transversal y prospectivo en el que se incluyeron, previa firma de
consentimiento y/o asentimiento informado, casos Ginicos o familiares con microtia como expresion minima
de EFAV, de cualquier sexo y edad, de la consulta de Genética del Instituto Nacional de Pediatria. El tamafio
de muestra se consider6é a conveniencia con un minimo de 100 pacientes, ya que se esperaba identificar
variantes génicas con una frecuencia alélica igual o mayor a 0.05. Se realiz6 historia clinica con genealogia y
exploracion fisica, asi como tomografia axial computarizada (TAC) de oido, ortopantomografia, radiografia
de columna vertebral completa, ultrasonido renal y estudios audiologicos. Se incluyeron a los padres de los
pacientes en quienes se realizé el mismo abordaje clinico y estudios de gabinete (excepto TAC de oido y
estudios audioldgicos) para descartar expresion minima. Se tomd una muestra de sangre y/o de células de
descamacion de mucosa oral para la extraccion de DNA. Se realiz6 PCR y secuenciacion automatizada tipo
Sanger de los exones codificantes y regiones union exon-intron del gen HOXAZ2 para identificar variantes
génicas en estado homocigoto o heterocigoto. En caso de identificar una variante génica en el caso indice, ésta
se buscaria de manera dirigida en los padres y otros familiares. Las variantes génicas no descritas serian
sometidas a evaluacion in silico mediante programas que predicen un efecto dafiino sobre la proteina
resultante y/o durante splicing, y ademas se aplicaria el puntaje para interpretacion del efecto biologico de
variantes génicas recomendado por el Colegio Americano de Genética Médica y GenOmica y de la
Asociacion de Patologia Molecular en: patogénicas, probablemente patogénicas, probablemente benignas,
benignas y de significado incierto.

Se captaron 22 pacientes (13 varones, 9 mujeres) con diagndstico de microtia como expresion minima de
EFAV. Acorde a lo descrito en la literatura la mayoria de los casos fueron tnicos (59%). Con relacion al
modo de herencia de los casos familiares de esta muestra, en la mayoria (66%) se sugiri6 una herencia

multifactorial y en el 33% una herencia mendeliana (autosémica dominante o recesiva), contrario a lo descrito



previamente en poblacion mexicana (n=145) en la que el 66% de los casos se considerd esporadico, el 28.3%
autosomico dominante y el 5.5% autosoémico recesivo. Los pacientes analizados presentaron caracteristicas
clinicas similares a las reportadas en la literatura con relacion a la microtia. Dentro de las malformaciones
asociadas se observaron: displasia de la cadena osicular (72%), microsomia hemifacial (38%), alteracion en
oido interno (4%) y alteraciones costales/vertebrales (4%); pero no se identificaron alteraciones a nivel renal,
las cuales se han observado en el 5-23% de los pacientes con EFAV en otras poblaciones. Con base en estos
hallazgos se sugiere que el abordaje clinico de pacientes con microtia como expresion minima de EFAV se
realice mediante exploracion fisica completa, TAC de oidos, ortopantomografia y radiografia completa de
columna vertebral, excepto ultrasonido renal. En las 22 madres y 16 padres incluidos, considerados individuos
sanos antes de los estudios con excepcion de 1 padre con apéndice preauricular derecho, se identificaron
manifestaciones clinicas tales como microsomia hemifacial (~21%) y alteraciones vertebrales (~5%) las
cuales sugieren expresividad minima en la familia. Por lo anterior, la realizacion de la ortopantomografia y la
radiografia de columna vertebral completa en los padres modifico la clasificacion de algunos casos de unicos
a familiares, el modo de herencia y el asesoramiento genético como ocurrié en un caso (EFAV-57) que no
contaba con antecedentes heredofamiliares en la genealogia y que después de la realizacion de los estudios de
gabinete en los padres se reclasificd de unico a familiar con herencia autosémico dominante dado que el padre
present6 alteracion a nivel vertebral y renal.

En la secuencia codificante del gen HOXA2 no se identificaron variantes génicas patogénicas (VGP) ni
benignas (VPB) en la poblacion de estudio. El no haber observado variantes génicas patogénicas podria
explicarse porque el 59% de nuestros casos no fueron familiares con un modo de herencia definido a
diferencia de los tres casos publicados de microtia, de origen irani y caucasico, 1 con una variante
probablemente patogénica y 2 con una variante patogénica en HOXA2. También podria explicarse por el
reducido tamafio de muestra o a que variantes patogénicas en este gen sean una causa de microtia poco
frecuente en poblaciones de origen hispano como la nuestra. Tampoco se identificaron variantes génicas
benignas lo cual puede deberse a: a) la frecuencia alélica reportada de <0.01% para las variantes en HOXA2
registradas en las principales bases de datos genotipicos, b) la variabilidad que puede existir en la frecuencia
de estas variantes entre poblaciones y c) al reducido tamafio de la muestra.

El incremento en el tamafio de muestra y un abordaje por secuenciacion de nueva generacion de un panel de
otros genes candidato (por ejem. TCOF1, SALLI, EYAI y TBXI) podria ampliar la posibilidad de identificar

VGP o VGB asociadas a la microtia en nuestra poblacion.



ABSTRACT

Microtia is one of the most frequent congenital anomalies (1/3000 births). When it occur as an isolated birth
defect is often a sporadic trait, although it may occasionally segregate following autosomal dominant or
recessive inheritance patterns and in most of the single cases its etiology is usually unknown whereas in the
familial cases it may be monogenic and in lower frequency multifactorial.

One of the genes involved in the embryogenesis of the external ear (auricle) is HOXA2, so that pathogenic or
benign variants in it could be causal or predispose to the presence of microtia. It was considered important to
carry out the present research work since microtia is a frequent malformation and little is known about its
etiology, with the exception of the HOXA2 gene, there are no international studies that have identified causal
variants in other genes and in Mexico there are no reports on this.

When microtia is associated with vertebral and / or renal malformations, the diagnosis of oculo-auriculo-
vertebral spectrum (OAVS) is established. Since microtia is known as an entity with wide clinical
expressivity, there is no consense that establishes exactly what exams should be indicated to determine
minimal expression in parents and / or siblings.

This is an observational, descriptive, cross-sectional and prospective study in which single or familial cases
with microtia as a minimum expression of OAVS, of any gender or age and with written informed consent,
were included at the Department of Genetics of the National Institute of Pediatrics. The sample size was
considered at convenience with a minimum of 100 patients, since it was expected to identify genetic variants
with an allelic frequency equal to or greater than 0.05. Clinical history with genealogy and physical
examination, as well as computed axial tomography (CT) of the ear, orthopantomography, complete spine
radiography, renal ultrasound and audiological studies were performed. We included the parents of patients in
whom the same clinical approach and cabinet studies (except ear CT and audiological studies) were
performed to rule out minimal expression of microtia. A blood and / or oral mucosal desquamation cells
sample were taken for DNA extraction. We performed PCR and automated Sanger sequencing of coding
exons and exon-intron junction regions of the HOXA2 gene to identify genetic variants in homozygous or
heterozygous state. In the case of identifying a genetic variant in the index case, it would be searched in a
directed way in the parents and other relatives. The non-described genetic variants would be subjected to in
silico evaluation by programs that predict a deleterious effect on the resulting protein and / or during splicing,
and would also apply the score for interpretation of the biological effect of genetic variants recommended by
the American College of Medical Genetics and Genomics in pathogenic, likely pathogenic, uncertain
significance, likely benign and benign.

Our study population was comprised of 22 unrelated probands (13 males, 9 females) with microtia as a
minimal expression of OAVS. According to the literature, most cases were single (59%). Regarding the mode
of inheritance of the familial cases of this sample, a majority of the cases (66%) suggested a multifactorial

inheritance and a Mendelian inheritance (autosomal dominant or recessive) in 33%, contrary to what was



previously described in the Mexican population (n = 145) in which 66% of the cases were considered
sporadic, 28.3% autosomal dominant and 5.5% autosomal recessive.

The analyzed patients presented clinical characteristics similar to those reported in the literature in relation to
the microtia. Among the associated malformations were: ossicular chain dysplasia (72%), hemifacial
microsomia (38%), alteration in the inner ear (4%) and costal / vertebral alterations (4%); but no alterations
were identified at the renal level, which have been observed in 5-23% of patients with OAVS in other
populations.

Based on these findings, it is suggested that the clinical approach of patients with microtia as a minimal
expression of OAVS is performed by complete physical examination, axial computed tomography,
orthopantomography and complete spine radiography, except renal ultrasound. Clinical manifestations such as
hemifacial microsomia (~ 21%) and vertebral alterations (~ 5%) were identified in some of the included
mothers (n=22) and fathers (n=16), considered as healthy individuals before the studies with the exception of
1 father with a right preauricular appendix suggesting expressivity minimum in the family. Because of the
above, the performance of orthopantomography and complete spine radiography in the parents modified the
classification of some cases from single to familial, mode of inheritance and genetic counseling as happened
in one case (EFAV-57) that did not had a family history of microtia in the genealogy and that after the
completion of the studies of cabinet in the parents was reclassified from single to familial with autosomal
dominant inheritance given that the father presented vertebral and renal anomalies.

In the coding sequence of the HOXA2 gene no pathogenic or benign genetic variants were identified in the
study population. Failure to observe pathogenic genetic variants (PGV) could be explained by the fact that
59% of our cases were not familial with a defined mode of inheritance unlike the three published cases of
microtia, of Iranian and Caucasian origin, 1 with a likely pathogenic variant and 2 with a pathogenic variant
in HOXA2. This could also be explained by the reduced sample size or to which pathogenic variants in this
gene are an unfrequent cause of microtia in hispanic populations as ours. Neither benign genetic variants
(BGV) were identified, which may be due to: a) the reported allele frequency of <0.01% for the variants in
HOXA?2 recorded in the main genotypic databases, b) the variability that may exist in the frequency of these
variants between populations and c) the small sample size.

The increase in sample size and a new generation sequencing approach of a panel of other candidate genes (eg
TCOFI, SALLI, EYAI and TBXI) could raise the possibility of identifying PGV or BGV associated with

microtia in our population.



ESTUDIO MOLECULAR DEL GEN CANDIDATO HOXA2 EN UNA MUESTRA DE PACIENTES
MEXICANOS CON ESPECTRO FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

ANTECEDENTES

Aspectos epidemiologicos

La microtia (del /atin [pequefia orejal) es una malformacionn congénita del pabellon auricular y del
conducto auditivo externo que se origina por una alteracion en la embriogénesis del mesénquima del primero
y segundo arcos branquiales entre las semanas 5 y 6 de gestacion (Carey et al., 2006; Cox et al., 2014). A
nivel mundial la microtia tiene una incidencia de 1/500-1/3,000 recién nacidos vivos y una prevalencia de
0.83-17.44/10,000 nacimientos; sin embargo, estas varian segun el origen étnico. Se ha documentado un
mayor riesgo en los individuos originarios de Asia, Islas del Pacifico, Chile, Ecuador e hispanos y un menor
riesgo en caucdsicos y afroamericanos (Suutarla et al., 2007; Luquetti et al., 2012). En México, el tnico
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 Autéonoma 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

(http://www.icbdsr.org/filebank/documents/ar2005/Report2014).

Caracteristicas fenotipicas

La microtia predomina en el sexo masculino (2:1), es mas comun que sea unilateral (~79-93%) y del lado
derecho (~60%), mientras que los casos bilaterales suelen acompaflarse con mayor frecuencia de otras
alteraciones (Alasti y Van Camp, 2009). La microtia considerada como una expresion minima del espectro
facio-auriculo-vertebral (EFAV), presenta gran variabilidad fenotipica por lo que el desarrollo de un sistema
de clasificacion clinica ideal ha sido un reto. Se han sugerido diferentes clasificaciones para la microtia a
través del tiempo (Marx, 1926; Tanzer, 1978; Weerda, 1988). Una de las mas utilizadas es la descrita por
Hunter, la cual se considera sencilla y util para la practica diaria y en la cual se describen cuatro grados: I:
estructura normal y disminucion en la longitud de -2 desviaciones estandar (DE), es decir, una longitud
aproximada de 3-5 cm con base a la edad cronolodgica (0 meses a 18 afios), II: algunas estructuras normales y
longitud de -2 DE, III: ninguna estructura normal y longitud de -2 DE y IV: anotia o ausencia total del
pabellon auricular (Feingold y Bossert, 1974; Hunter et al., 2009) (Figura 1).



Grado I Grado II Grado III Grado IV

Figura 1. Clasificacion clinica de la microtia
Hunter et al. (2009). Am J Med Genet A, 149A(1), 40-60.

Ademas, la microtia puede acompaiarse de microsomia hemifacial y alteraciones oculares, vertebrales,
cardiacas, renales, entre otras. En el 85-90% de los casos se identifica hipoacusia conductiva por atresia o
estenosis del conducto auditivo externo (CAE) y en el 3-9% hipoacusia neurosensorial (Suutarla et al., 2007).
Cuando se presentan malformaciones asociadas a la microtia como vertebrales y/o renales se establece el
diagnostico de espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV). En la literatura existe controversia sobre el abordaje
de la microtia como una entidad diferente al EFAV, sin embargo varios autores indican que la microtia es una
expresion minima del EFAV y lo consideran una misma patologia (Luquetti et al., 2012; Cox et al., 2014). Por
otro lado, no existe un consenso sobre cuales son los estudios de gabinete (e.g, ortopantomografia, radiografia
de columna completa, ultrasonido renal) que se deben solicitar a los padres y a los familiares de los pacientes
con EFAV como parte de un abordaje clinico integral para descartar expresividad minima y poder clasificar
adecuadamente a los casos Unicos vs familiares y con base en esto brindar un asesoramiento genético de

certeza.

Etiologia de la microtia

La microtia tiene una etiologia muy heterogénea por lo que con base en la informacion obtenida durante el
interrogatorio y la exploracion fisica del paciente se debe determinar si es una alteracion aislada o forma parte
de una entidad sindromatica, acompafiada de otras malformaciones y/o alteraciones en crecimiento somatico
y/o retraso en el neurodesarrollo, siendo la forma sindromatica mas frecuente el EFAV. Los casos de microtia
que son sindromaticos pueden tener una etiologia cromosomica, mendeliana o teratogénica. Al realizar la
genealogia e interrogar los antecedentes heredo-familiares (AHF), se puede definir si el caso de microtia
(EFAV) es unico (si solo el probando esta afectado) o es familiar (si otros miembros de la familia tienen la
misma entidad) e incluso se puede evidenciar algin modo de herencia. En el 50-85% de las ocasiones la
microtia (EFAV) se presenta en forma aislada y la etiologia mas frecuente en los casos Unicos suele ser
desconocida por lo que se consideran esporadicos, mientras que en los casos familiares la causa puede ser
monogénica autosomica dominante (AD) o autosomica recesiva (AR) e incluso se ha observado, en un menor
numero de casos, herencia multifactorial (Llano-Rivas et al., 1999; Alasti y Van Camp, 2009; Mufioz-Pedroza

y Arenas-Sordo, 2013).



Factores ambientales

En la herencia multifactorial participan factores genéticos (variantes génicas) y factores ambientales de los
cuales ya se han identificado algunos. En la literatura existen estudios de casos y controles sobre la asociacion
de exposicion a ciertos factores ambientales durante el embarazo y mayor riesgo de microtia en el recién
nacido. Algunos de estos factores de riesgo son: enfermedades maternas como la diabetes mellitus
preconcepcional [OR 8.7 (IC:1.2-96.4) (Mastroiacovo et al., 1995), OR 3.75 (IC:1.04-13.51) (Correa et al.,
2008)] y el consumo de teratdogenos durante el embarazo como el alcohol [OR 4.065 (IC:1.764-9.212, p 0.01)
(Lee et al., 2012)], retinoides [OR 25.6 (IC:11.4-57.5) (Lammer et al., 1985)] y mofetil-micofenolato [11/12
pacientes (Merlob et al., 2009) y 12/14 pacientes (Anderka et al., 2009)]. Por otro lado, la ingesta
periconcepcional de suplementos vitaminicos con acido folico se ha asociado con un riesgo reducido de
microtia en mujeres no-obesas [OR 0.63 (IC:0.44-0.91) (Ma et al., 2010)]. Sin embargo, los factores genéticos

que contribuyen a la presencia de microtia atiin no se han definido con certeza (Llano-Rivas et al., 1999).

Factores genéticos

La evidencia de la participacion del genoma en el desarrollo de la microtia incluye: a) identificacion de
familias con herencia AD, AR y multifactorial (Llano-Rivas et al., 1999), b) mayor concordancia entre
gemelos monocigéticos contra dicigéticos (38.5% vs 4.5%) (Artunduaga et al., 2009), c) diferencia en la
prevalencia de microtia segiin el origen étnico [hispanos RR 6.5 (3.5[12.1), asiaticos RR 3.2 (1.4(7.4) (Shaw
et al., 2004), originarios de las islas del Pacifico RR 2.26 (1.24-4.32) y filipinos RR 2.34 (1.2304.64)
(Forrester y Merz, 2005)], d) modelos animales (en particular murinos) con variantes génicas patogénicas en
ciertos genes ortologos (Hoxa2, homeobox 2A4; Tcofl, treacle ribosome biogénesis factor 1; Eyal, eyes
absent; Tbx1,T-box 1) (Luquetti et al., 2012; Minoux et al., 2013) que conducen al desarrollo de microtia
como en el ser humano (HOXA2, TCOF1, EYAI y TBXI) (Alasti et al., 2008; Brown et al., 2013; Luquetti et
al., 2012; Piceci et al,, 2017), d) descripcion de mas de 50 sindromes genéticos (cromosomicos y

monogénicos) que cursan con microtia (Luquetti et al., 2012).

Estudios genéticos

Se han realizado diversos estudios sobre genes con probable participacion en la ocurrencia de microtia tanto
en modelos animales, como en sindromes genéticos en humanos (Luquetti et al., 2012; Cox et al, 2014;
Gendron et al, 2016) (Tabla 1).



Gen (es) Sindrome en humanos

FGF3 Aplasia del laberinto, microtia y microdontia
PLCB4, GNAI3 Auriculo-condilar

SIX 1% EYAI* Braquio-o6tico

SIX 5% EYAI* Braquio-oto-renal

CHD7 CHARGE

EFTUD2 Disostosis mandibulofacial con microcefalia
HMXI* Espectro facio-auriculo- vertebral

FRASI, FREM2*, GRIPI Fraser

MLL2, KDM6A4 Kabuki

GDF6 Klippel-Feil

FGFR2, FGRF3, FGF10*

Lacrimo-auriculo-dental-digital

ORCI, ORC4, ORC6, CDT1, CDC6

Meier-Gorlin (Ear-patella-short stature)

GSC* Microsomia craniofacial

HOXA2* Microtia, hipoacusia y paladar hendido
DHODH Miller

SF3B4 Nager

SALLI* Townes-Brocks

TCOF1* POLIRC, POLIRD Treacher Collins

TBX1* Velo-cardio-facial

*También en modelos animales

A continuacion se comenta la evidencia de la participacion de los genes TCOFI, SALLI, EYAl y TBXI en la
presencia de microtia.
e TCOFI

En humanos, mutaciones en el gen TCOFI han sido asociadas con el sindrome de Treacher Collins
Franceschetti (TCS; OMIM#154500), que cursa con malformaciones de oido externo y medio, asi como
hipoacusia conductiva (Isaac et al., 2000). El modelo murino del sindrome de Treacher Collins (Tcofl'")
muestra una penetrancia y expresividad de este sindrome similar a lo observado en humanos (Dixon et al.,
2004). En 2007 se publicé un estudio de busqueda de variantes génicas patogénicas en el gen TCOFI en
pacientes con fenotipo de EFAV (n=4). Se identific6 una mutaciéon en un caso con cuadro clinico
caracteristico (microtia y atresia de CAE izquierdo, hipoplasia maxilar y mandibular ipsilateral, dermoide
epibulbar y espina bifida C5-C7), de sentido erréneo en el exo6n 9 (c.1084G>A o p.Ala362Thr), definiendo su
patogenicidad por ser una variante génica de sentido erroneo de novo y no identificada en 114 controles y dos
variantes génicas sinonimas en los exones 10 y 23; en los otros 3 pacientes no se detectaron variantes génicas
(Su et al., 2007). A la fecha es el tinico caso en el que se reporta una variante génica patogénica en el gen
TCOFI en pacientes con cuadro clinico de EFAV y sin caracteristicas clinicas tipicas del sindrome de

Treacher Collins.



o FEYAI
En modelos murinos, se ha observado que los homocigotos para una mutacion nula en el gen Eyal, presentan
malformaciones o ausencia de los canales semicirculares y la coclea, mientras que los heterocigotos cursan
con alteraciones moderadas o leves en las estructuras del oido (Zou et al., 2008). Dado que EYA! participa en
la formacion del oido externo y medio en los humanos y es el gen causal de una entidad sindromatica
(Branquio-oto-renal (BOR) (OMIM *113650) y Branquio-6tico (BOS1) (OMIM *602588)) que cursa con
alteraciones auriculares, se ha sugerido que pueda estar implicado en casos de microtia aislada. Sin embargo,
en tres familias con fenotipo de sindrome de Goldenhar con transmision familiar AD no se identificaron
variantes génicas en EYA! (Goodin et al., 2009).

o SALLI
En el modelo murino se demostr6 que la delecion homocigota en Salll, resulta en la falla del crecimiento de
la yema ureteral con apoptosis del mesénquima lo que ocasiona displasia renal o agenesia completa
(Nishinakamura et al., 2001), mas no se identificaron alteraciones auriculares. Mutaciones en SALLI en
humanos condicionan el sindrome de Townes-Brocks (TBS, OMIM#107480) caracterizado por pabellones
auriculares malformados, apéndices preauriculares e hipoacusia neurosensorial, entre otras malformaciones.
En algunos de los pacientes en los que se sobrelapa el cuadro clinico de TBS y EFAV se han identificado
variantes génicas patogénicas y benignas en SALLI. En el primer caso se identificod en una paciente con
fenotipo de EFAV la variante génica patogénica c.1277-1278del en el gen SALLI (Gabrielli et al., 1993), en
otro grupo de investigacion en 4/ 8 casos se identificé la variante génica patogénica sin sentido ¢.826C>T en
dicho gen (Keegan et al., 2001) y finalmente en una familia en la que la hermana mayor presentaba fenotipo
de TBS, la hermana menor un fenotipo compatible con sindrome de Goldenhar y la madre displasia auricular,
se identifico una mutacion sin sentido en estado heterocigoto en ambas hermanas c.256T>A (Leu419%*)
(Kosaki et al., 2007).

e TBXI
Los ratones Thx]” presentan ausencia de oido externo y medio, oido interno con malformaciones que se
caracterizan por ausencia de coclea y/o del sistema vestibular. Los mutantes Thx/ " presentan alteraciones en
oido medio asi como otitis media cronica, infiltracion de células inflamatorias, engrosamiento submucoso y
sordera asociada (Liao et al., 2004). Dado que el gen TBXI participa en la formacién del oido y su
haploinsuficiencia ocurre en el sindrome Velo-cardio-facial por la microdelecion 22ql1.2, es factible que
puedan existir variantes génicas en pacientes con microtia aislada, sin embargo a la fecha no existen estudios

en la literatura que lo evidencien.

Con base en la embriogénesis humana y los reportes en la literatura se selecciondé a HOXA2 como uno de los
primeros genes candidatos a ser estudiados en pacientes con microtia como expresion minima de EFAV, ya

que se expresa en el segundo arco branquial para la formacion del oido externo durante la etapa embrionaria y



se sugiere que una deficiencia en su expresion podria originar malformaciones auriculares (Minoux et al.,

2013; Cox et al., 2014).

HOXA2
(HGNC: 5103, Entrez Gene: 3199, Ensembl: ENSG00000105996, OMIM: 604685, UniProtKB: 043364,
NG_012078.1 RefSeqGene, NM_006735.3).

A. ESTRUCTURA DEL GEN
Es un gen homedtico localizado en 7p15.2 y esta conformado por 2,458 pb distribuidos en 2 exones y un

intrén (Figura 2).

B.TRANSCRITOS
HOXA?2 da lugar a dos transcritos por splicing alternativo: HOXA2-001 de 1814 pb que es traducido a una
proteina de 376 aminoacidos (NM_006735.3), isoforma 1, la cual es la unica codificante y HOXA2-002 de

1993 pb el cual retiene al intrén y no se traduce.

C. PROTEINA

La proteina codifica un factor de transcripcion constituido por 376 aminoacidos que contiene un dominio de
unién al DNA (homeodominio) entre los aminoacidos 146 y 202 (Figura 1). En el modelo murino, mediante
analisis funcionales y moleculares se ha observado que Hoxa?2 controla la formacion del pabellon auricular a
través de la via de sefalizacion de Bmp (bone morphogenetic protein) al regular la expresion de Bmp5 (bone
morphogenetic protein 5), de Bmp4 (bone morphogenetic protein 4) y de Tsg (twisted gastrulation). Hoxa2 se
une a la region no codificante de Bmp4 y Bmp5 lo que sugiere que son blancos directos; sin embargo, aunque
estos genes no se expresan especificamente en el segundo arco branquial se requieren para la proliferacion y
diferenciacion del cartilago auricular y de otras células (Minoux et al., 2013). Se ha observado que la
inactivacion de Bmp5 resulta en microtia (Kingsley et al., 1992) y la de Bmp4 impide parcialmente el
desarrollo auricular (Minoux et al., 2010). Ademas, Hoxa2 también regula la expresion de Eyal el cual es un
coactivador transcripcional y fosfatasa que contribuye a regular la transcripcion durante la organogénesis por
lo que se requiere para el desarrollo embrionario normal de las estructuras craniofaciales como los pabellones
auriculares. Por lo anterior, se considera a Hoxa2 un regulador transcripcional fundamental en la coordinacion
de la morfogénesis de las estructuras auriculares (Minoux et al., 2013). Por otro lado, en un estudio con
modelos murinos obtuvieron resultados mediante secuenciacion masiva en paralelo con inmunoprecipitacion
de cromatina que sugieren que Hoxa2 tiene una amplia cobertura gendmica y es un potencial regulador de
diversos genes, que incluye aquellos que participan en la via de sefializacion Wnt involucrada en la formacion

del pabellon auricular (Donaldson et al., 2012).
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D. EXPRESION DIFERENCIAL
Durante el periodo embrionario el gen HOXAZ2 se expresa en el sistema nervioso (cerebro y tubo neural), asi
como en el mesénquima de la region craneofacial (sistema musculoesquelético) y crestas neurales del 2°, 3°,

4°y 6° arcos branquiales (www.genecards.org).

SVmR 1

GENE -,
I
I

1un m

PROTEIN | Exon 1 Exon 2 |

Figura 2. Representacién esquematica del gen HOXA2 y su proteina.
El 4rea verde corresponde ala secuencia del homeodominio o

sitio de unién al DNA de este factor de transcripcién
(Piceci et al., 2017).

E. REGULACION DEL GEN

Algunos de los genes que se expresan durante el desarrollo del pabellon auricular y que se han asociado a
sindromes con microtia, como son SIX! (homeobox 1, sindrome Braquio-6tico o BO), SIX5 (homeobox 5,
sindrome Braquio-oto-renal o BOR), EYAI (eyes absent, sindtome BO o BOR) y SALLI (spalt like
transcription factor 1, sindrome Townes Brocks), es posible que puedan estar involucrados en la regulacion
de la expresion de HOXA2 en el segundo arco branquial. Sin embargo, la via que regula a este gen atin no esta
bien descrita (Cox et al., 2014).

Por otro lado, un grupo de investigacion abordé el analisis sobre los mecanismos reguladores que subyacen a
la expresion especifica de Hoxa?2 en las células de la cresta neural craneal y demostré en un modelo murino
embrionario transgénico que los miembros de la familia de factores de transcripcion AP-2 participan en la
activacion del enhancer de Hoxa?2 (Krox20) mediante su union a una secuencia conocida como NC4 ubicada

hacia 3 del mismo (Maconochie et al., 1999).

F. MODELOS MURINOS

Se ha observado en el embrion murino con expresion ectopica de Hoxa?2 (es decir en el mesénquima del
primer arco branquial, donde no se expresa normalmente) la presencia de duplicacion "en espejo" de las
estructuras auriculares, asi como pequefios remanentes ectopicos de apéndices preauriculares (Minoux et al.,

2013; Cox et al., 2014).

G. VARIANTES GENICAS DE HOXA2 ASOCIADAS A MICROTIA EN HUMANOS
Existen tres reportes en la literatura en humanos con microtia causada por una variante génica patogénica en
el gen HOXA2 (OMIM *604685). El primero reporta una familia irani consanguinea con cuatro mujeres con

microtia bilateral grado II, hipoacusia mixta y paladar hendido incompleto, con un patréon de herencia AR
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(Alasti et al., 2008). En esta familia se realiz6 el abordaje molecular mediante analisis de ligamiento amplio
del genoma con 500 marcadores polimorficos (simple tandem repeat polymorphisms, STRP) y se delimito la
region del gen responsable en 7p14.3-7p15.3 (contiene 100 genes). Posteriormente se selecciond a través de
marcadores STRP a HOXA como el clister de mayor interés en esta region (11 genes) y cuya secuenciacion
automatizada del gen HOXA?2 identific6 una variante génica puntual de sentido erréneo en estado homocigoto
(c.556C>A o p.GIn186Lys) en los individuos afectados. Esta variante génica es probablemente patogénica
dado que ocasiona la sustitucion de un residuo altamente conservado en la region del homeodominio de la
proteina, los familiares heterocigotos eran sanos y no se identificd en controles (231 iranies y 109 belgas).
Ademas se identifico en los individuos afectados de la familia un haplotipo de riesgo para la enfermedad en
ambos alelos (Alasti et al., 2008).

El segundo reporte describe una familia europea con siete miembros afectados con microtia bilateral, con/sin
hipoacusia mixta (neurosensorial y conductiva) de herencia AD. Esta familia se estudid mediante exoma en
cuatro de los individuos afectados y se identifico una variante génica puntual sin sentido en estado
heterocigoto (c.703C>T o p.GIn235%*). Esta variante sin sentido no fue encontrada en individuos sanos por lo
que se considero patogénica, aunque tras secuenciar todo el gen HOXA2 no fue identificada como responsable
de microtia en 119 casos provenientes de Colombia y Ecuador, paises con las mayores prevalencias mundiales
de microtia (Brown et al., 2013).

En el tercer reporte se describe una familia de origen italiano de cinco generaciones (seis afectados) con
microtia bilateral de herencia AD. En tres de los miembros afectados de esta familia se realizé secuenciacion
tipo Sanger de la region codificante y de los bordes exon-intron del gen HOXA2. Se identifico una variante
génica (c.670G>T o p.Glu224*) en estado heterocigoto en el exon 2. Esta variante génica genera una proteina
trunca, lo que sustenta que se trata de una variante patogénica (Piceci et al., 2017). En este articulo, se discute
que se requieren mas casos de familias con EFAV que presenten alguna variante génica patogénica en HOXA2

para poder establecer una correlacion genotipo-fenotipo mas precisa (Figura 3).

H.VARIANTES GENICAS BENIGNAS
En una poblacion de ocho pacientes con microtia aislada, siete de descendencia hispana y uno de

descendencia africana del Bronx, Nueva York, se identificaron mediante secuenciacion Sanger, 2 variantes de
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nucleodtido unico o SNPs (del inglés, single nucleotide polymorphism) no descritos previamente en HOXA2:
391+241G>C y *108G>A en estado heterocigoto en el mismo paciente. Estas variantes estuvieron presentes
en el 8% de su grupo control de individuos hispanos (Monks et al., 2010). Por otro lado, en China se realizd
un estudio de 196 casos Unicos con microtia aislada y 100 controles sanos en el que también a través de
secuenciacion Sanger se identificaron 2 variantes nuevas en HOXA2: g 90G>A y g.114A>C en la region
5"UTR, en estado heterocigoto, cada una en solo un paciente. Estos cambios se consideraron no codificantes y
no se encontraron en el grupo control (Hao et al., 2017). Actualmente, en la base de datos dbSNP/dbVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) existen aproximadamente 424 variantes en el gen HOXA2 (186
localizadas en las regiones codificantes) en poblacion asiatica, europea, africana y americana. Por otro lado,
en el Exome Aggregation Consortium (ExAC Browser, http://exac.broadinstitute.org/) se reporta un niimero
de 173 variantes observadas en este gen (58 sinénimas, 113 de sentido erréneo y 2 sin sentido) en poblacion
asiatica, europea, africana y latina y en el Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) se
reportan de 30-35 variantes (26 en region codificante) sélo en poblacion europea-americana y africana-
americana. En todas estas bases de datos las frecuencias alélicas de las variantes de HOXA2 son <0.01% en

las poblaciones mencionadas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Cuadl es la frecuencia de variantes génicas (patogénicas y benignas) en el gen HOXA2, en una muestra de

pacientes mexicanos con microtia como expresion minima de EFAV?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La microtia, considerada una expresion minima del EFAV, es una malformacion congénita cuya incidencia es
alta en la poblacion hispana y 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 dado que ocasiona
problemas relacionados con la audicion, el aspecto emocional y psicosocial. A pesar de ser una malformacion
frecuente, a la fecha son pocos los estudios a nivel nacional e internacional que han buscado e identificado
factores genéticos que la favorecen por ello, es de gran relevancia estudiar los genes que puedan estar
implicados en la formacion del oido externo con el fin de entender mejor la etiologia de algunos casos de
microtia. Asi mismo, en la literatura no existe un consenso sobre cuales son los estudios de gabinete y
moleculares que se deben solicitar a los padres y los familiares de los pacientes con EFAV para descartar
expresividad minima y no penetrancia lo cual permitiria clasificar adecuadamente a los casos Unicos vs

familiares y con base en ello brindar un asesoramiento genético mas certero.

JUSTIFICACION
En nuestro pais, una de las causas de mortalidad y discapacidad en la infancia es el grupo de las
malformaciones congénitas, razon por la cual se consideran una linea de investigacion prioritaria en el Sector

Salud. En México, el tnico registro que reporta una prevalencia de microtia es el Programa de Vigilancia de
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Defectos Congénitos del Departamento de Genética y Defectos Congénitos de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leoén, como participante en el reporte anual (2014) de The Centre of ICBDSR. En este registro se
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, con una incidencia de 1:1,500 recién nacidos vivos en la poblacién mexicana. Uno de
los genes que podria contribuir a la presencia de microtia es HOXA2 ya que participa en el desarrollo
craneofacial que involucra al pabellon auricular documentado a través de modelos murinos y a la descripcion
de formas monogénicas de microtia en humanos atribuibles a variantes patogénicas en dicho gen. Variantes
génicas patogénicas o benignas en este gen podrian ser causales o predisponer a la presencia de microtia,
como se ha evidenciado en otras malformaciones congénitas como defectos de cierre de tubo neural asociados
a la variante c.677C>T en el gen MTHFR (Tsang et al., 2015) y labio y paladar hendido asociado a variantes
en el gen IRF6 (Velazquez-Aragon et al., 2012). En México, no existen estudios sobre el analisis de variantes
génicas en pacientes con microtia considerada una expresion minima de EFAV. Por lo anterior, consideramos
importante realizar el presente trabajo con la finalidad de conocer la frecuencia de variantes génicas en
HOXA2 en poblacion mexicana con EFAV y determinar su contribucion en la etiologia de esta entidad. Asi
mismo en la literatura no existe un consenso sobre cuales son los estudios de gabinete que se deben solicitar a
los padres y los familiares de los pacientes con EFAV para descartar expresividad minima por lo que se espera
que los resultados obtenidos arrojen argumentos para proponer un abordaje clinico de estos pacientes y sus
familias. El conocer mejor la etiologia de esta alteracion y la identificacion de casos con no penetrancia y/o

expresividad minima podria permitir brindar un asesoramiento genético mas certero a las familias.

El presente trabajo de investigacion forma parte del proyecto intitulado "Estudio molecular de genes
candidatos en una muestra de pacientes mexicanos con microtia como expresion minima del espectro
facio-auriculo-vertebral (EFAV)", el cual esta aprobado por el Comité de Investigacién, de Etica en

Investigacion y de Bioseguridad del Instituto Nacional de Pediatria con nimero de registro 004/2017.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia de variantes génicas (patogénicas y benignas) en el gen HOXA2 en una muestra de
pacientes mexicanos con microtia como expresion minima de EFAV.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir las caracteristicas clinicas de los casos indices a nivel facial, vertebral y renal.
2. Identificar en los padres expresividad minima mediante su valoracion clinica y estudios de gabinete.
3. Sugerir los estudios de gabinete a realizar en los familiares de primer grado para identificar
expresividad minima.
4. Determinar la frecuencia de variantes génicas patogénicas en el gen HOXA2 en un grupo de pacientes
diagnosticados clinicamente como microtia como expresion minima de EFAV (casos Unicos y

familiares).
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5. Realizar el estudio molecular a los familiares de los pacientes con una variante génica patogénica

identificada en HOXA?2 para identificar casos de no penetrancia o expresividad minima y brindar un

asesoramiento genético de certeza.

6. Describir el modo de herencia identificado en los casos familiares de EFAV que resulten con una

variante génica patogénica en el gen HOXA2.

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

Estudio observacional, descriptivo, transversal y prospectivo.

POBLACION ELEGIBLE

Pacientes mexicanos de cualquier género y edad que presenten datos clinicos (hoyuelo o apéndice

preauricular, microtia, anotia y/o microsomia hemifacial) y radioldgicos (alteraciones estructurales en oido

medio, columna vertebral y/o rifiones) compatibles con el espectro facio-auriculo-vertebral y que asistan a la

consulta de Genética del Instituto Nacional de Pediatria.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

Pacientes no relacionados con diagnoéstico clinico de EFAV que cuenten con exploracion fisica
completa, tomografia axial computarizada (TAC) de oido interno, estudios audioldgicos,
ortopantomografia, radiografia de columna vertebral completa y ultrasonido renal.

Padres de pacientes que cuenten con exploracion fisica completa, ortopantomografia, radiografia
de columna vertebral completa y ultrasonido renal. Si después de realizar el estudio molecular de
HOXA2 alguno de los padres presenta la variante génica patogénica encontrada en el paciente
debera contar con TAC de oido interno y estudios audioldgicos.

Hermanos u otros familiares afectados que después del estudio molecular de HOXA2 presenten la
variante génica patogénica encontrada en el paciente y cuenten con exploracion fisica completa,
TAC de oido interno, estudios audioldgicos, ortopantomografia, radiografia de columna vertebral
completa y ultrasonido renal.

Cualquier sexo.

Cualquier edad.

Casos unicos o familiares.

Firma de carta de consentimiento y/o asentimiento informado.

Criterios de exclusion

Pacientes con una transfusion sanguinea en un periodo menor a tres meses.
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e Pacientes que a pesar de cumplir los criterios clinicos de EFAV, presenten alguna otra
malformacion congénita (diferente a alteraciones en columna vertebral y/o rifiones), alteracion en
el crecimiento somatico (talla baja o alta) o discapacidad intelectual.

e Pacientes en los cuales se identifique, mediante el interrogatorio, exposicion a teratdgenos
especificos que se han asociado a la presencia de microtia como expresion minima de EFAV

como: alcohol, retinoides, diabetes materna.

e Pacientes con una muestra de DNA insuficiente y que no se autorice una nueva toma de la misma

se eliminaran del estudio.

METODOLOGIA

Descripcion general del estudio
a)Captacion de pacientes, padres y hermanos u otros familiares. Los pacientes con diagnostico de EFAV
que cumplieron con los criterios de inclusion, se captaron a través de la Consulta Externa de Genética del
Instituto Nacional de Pediatria. Se les invit6 a participar en el estudio y posterior a la aceptacion mediante la
firma de la carta de consentimiento (Anexos 2, 3, 5 y 6) y/o asentimiento informado (Anexos 4 y 7), se llend

la hoja de captacion sobre antecedentes heredofamiliares y valoracion clinica (Anexo 1).

b)Valoracion clinica del caso indice. Se describieron las caracteristicas de la microtia: lateralidad, grado de
acuerdo a la clasificacion de Hunter et al. (2009), presencia o no de estenosis o atresia del conducto auditivo
externo y se midio la longitud del pabellon auricular en el lado no afectado desde el borde superior del hélix
hasta el borde inferior del 16bulo mediante una cinta métrica (Bozkir et al., 2006). Se consider6 microtia si la
longitud del pabellon auricular estaba por debajo de la percentila 3 con base en la grafica de Feingold y
Bossert (1974). Las mediciones de los pabellones auriculares de los pacientes se llevaron a cabo inicamente
por la Dra. Bernardette Estandia Ortega, médico especialista en Genética Médica, para evitar sesgo inter-
observador. Se determind si existian malformaciones en el oido medio e interno mediante la TAC de oido e
hipoacusia conductiva y neurosensorial a través de los estudios audioldgicos. Para interpretar la
ortopantomografia y definir si existia microsomia hemifacial se traz6 una linea media vertical que pasaba por
el hueso nasal y entre los incisivos superiores e inferiores, una linea horizontal que se localizaba en el borde
superior de los condilos y una linea horizontal que se ubicaba en el plano de oclusion entre los dientes
superiores e inferiores (Pruzansky, 1969). Se midid y compar6 la longitud de ambos condilos y ramas
mandibulares (cm) que iba desde el borde superior del condilo hasta el borde inferior del maxilar con base en
el método de Habets et al. (1988) modificado y se consider6 microsomia hemifacial si existia una diferencia
de 0.4 cm entre ambos lados con base en lo observado por Balaji, (2010). La interpretacion de la
ortopantomografia se realiz inicamente por la Dra. Liliana Ferndndez Herndndez, médico especialista en

Genética Médica, para evitar sesgo inter-observador. Mediante la valoracion de la radiografia de columna
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vertebral completa y ultrasonido renal se descartaron malformaciones asociadas en estos niveles. En una sola
ocasion se tomaron fotografias de la cara y los pabellones auriculares (de frente y laterales), esto con la
finalidad de tener un registro de la estructura de los pabellones auriculares y la cara para que en caso de

encontrarse una variante génica tratar de establecer una correlacion genotipo-fenotipo posteriormente.

c)Valoracion clinica de los padres. Se midio la longitud de los pabellones auriculares desde el borde
superior del hélix hasta el borde inferior del 16bulo mediante una cinta métrica (Bozkir et al., 2006) y se
considerd microtia si la longitud del pabellon auricular estaba por debajo de la percentila 3 con base en la
grafica de Feingold y Bossert (1974). Las mediciones de los pabellones auriculares de los familiares se
llevaron a cabo Unicamente por la Dra. Bernardette Estandia Ortega, médico especialista en Genética Médica,
para evitar sesgo inter-observador. En los padres que presentaron microtia se describieron sus caracteristicas
(lateralidad, grado de acuerdo a la clasificacion de Hunter et al. (2009), presencia o no de estenosis o atresia
del conducto auditivo externo). Para interpretar la ortopantomografia y definir si existia microsomia
hemifacial como expresividad minima se siguié la misma metodologia y las mediciones de referencia
mencionadas anteriomente para el caso indice. Mediante la valoracion de la radiografia de columna vertebral
completa y ultrasonido renal se descartd la presencia de malformaciones asociadas en estos niveles para
identificar casos con expresion minima. En una sola ocasion se tomaron fotografias de la cara y los pabellones
auriculares (de frente y laterales), esto con la finalidad de tener un registro de la estructura de los pabellones
auriculares y la cara para que en caso de encontrarse una variante génica tratar de establecer una correlacion

genotipo-fenotipo posteriormente.

d)Banco de DNA. Se tom6 una muestra de sangre periférica en tubo con EDTA (5 ml) y/o células de
descamacion de mucosa bucal mediante raspado con cepillo en un tubo Falcon con 3ml de solucion de lisis
celular para la posterior extraccion de DNA mediante columna de silica en el Laboratorio de Biologia
Molecular del INP. La muestra fue codificada por los investigadores responsables del proyecto con una clave
que no incluia nombre ni datos clinicos del paciente, quienes tras la extraccion de DNA la almacenaron en un
refrigerador a -4°C dentro del Laboratorio de Biologia Molecular en su contenedor correspondiente para su

posterior estudio.

e)Genotipificacion.

1. Se realizo la PCR y secuenciacion automatizada de los dos exones y de las regiones unioén exén-intron del
gen HOXA2 para determinar la presencia o no de variantes génicas patogénicas en estado homocigoto o
heterocigoto. El disefio de los oligonucledtidos (Anexo 8) se realizd mediante herramientas en linea

(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Los amplicones se obtuvieron mediante un programa de

PCR de 35 ciclos, con temperaturas de alineacion entre los 60°C y 63°C con 1-1.5 mmol de cloruro de

magnesio.
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2. La calidad y tamafio de los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa al
2% tefiido con gel Star y visualizados y fotografiados bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador.

3. Se realizd secuenciacion automatizada de ambas hebras de los productos de PCR para lo cual fueron
enviados en placa de 96 pozos para su purificacion y posteriormente para ser sometidos a la reaccion BygDye
Terminator a través de wun servicio ofrecido por la compafila Macrogen USA Corp.
(https://www.macrogenusa.com/)

4. Las secuencias obtenidas se alinearon con las secuencias genomica (NG _012078.1 RefSeqGene) y del
transcrito (NM_006735.3) de referencia del gen HOXA2 depositadas en el GeneBank. En el caso de observar
cambios descritos previamente como variantes génicas patogénicas o benignas se analizarian las bases de
datos dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/),
ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/) y Human Mutation Database
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), asi como la evidencia en la literatura.

5. Para el caso de las variantes génicas de sentido erroneo no descritas se realizaria un analisis in silico usando
los programas PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT
(http://sift.jevi.org/www/SIFT enst submit.html) y Mutation Taster (http:/www.mutationtaster.org) para

predecir un posible efecto deletéreo del cambio. En tanto, para las variantes nuevas que afectaran a los sitios
de union exon-intréon o las regiones cercanas a éstos, se evaluarian mediante los programas ESE Finder
(rulai.cshl.edu/), MaxEnt Scan (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html), NN
Splice (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html), GeneSplicer
(http://www.cs.jhu.edu/~genomics/GeneSplicer/), y el Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/).

6. Asi mismo, las variantes génicas de sentido erroneo o que afectaran sitios de union exdn-intréon no
reportadas, se buscarian de manera dirigida en 100 controles mexicanos sanos étnicamente relacionados cuyas
muestras de DNA se encuentran bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular codificadas como

andnimas.

f) Recoleccion de datos. Toda la informacion clinica, audioldgica y radiologica obtenida en la hoja de

captacion (Anexo 1) y en el estudio molecular se almacenoé en una base de datos.

g) Clasificacion de variantes génicas. Las variantes génicas identificadas se interpretarian de acuerdo a las
recomendaciones del Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica y de la Asociacion de Patologia
Molecular en: patogénicas, probablemente patogénicas, probablemente benignas, benignas y de significado

incierto (Richards et al., 2015).

h)Asesoramiento genético. Se brindd asesoramiento genético a las familias con base en los resultados
obtenidos mediante la valoracion clinica (no penetrancia y/o expresividad minima) y el estudio molecular de

HOXA2.
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TAMANO DE LA MUESTRA
El tamafio de muestra se habia considerado a conveniencia con un minimo de 100 pacientes, con este nimero

de individuos se esperaba identificar variantes génicas con una frecuencia alélica igual o mayor a 0.05.

VARIABLES: CLASIFICACION Y DEFINICIONES OPERACIONALES

Variable dependiente. Microtia como expresion minima de EFAV

Variable independiente. Variantes génicas patogénicas, probablemente patogénicas, probablemente
benignas, benignas y variantes de significado incierto en el gen HOXA2.

Otras variables. Edad, género, antecedentes heredofamiliares, exposicion a teratdgenos (fisicos, quimicos,
bioldgicos) y/o enfermedades maternas durante el embarazo, expresion minima (hoyuelos y/o apéndices
preauriculares), malformaciones asociadas (microsomia hemifacial, quiste dermoide epibulbar, alteraciones en

oido medio (cadena osicular), vertebrales y/o renales) y audicion (Tabla 2).
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Nombre de la
variable
Alteraciones en
oido medio (cadena
osicular)

Alteraciones renales

Alteraciones
vertebrales

Antecedentes
heredo-familiares
Apéndice
preauricular

Audicion

Edad

Enfermedades
maternas durante el
embarazo
Espectro facio-
auriculo-vertebral
(EFAV)
Exposicion a
teratogenos.

Expresion minima
Género

Hoyuelo auricular

Malformaciones

asociadas

Microsomia
hemifacial

Microtia
No penetrancia
Quiste dermoide

epibulbar

Variante génica
benigna

Variante génica de
significado incierto

Variante génica
patogénica

Variante génica
probablemente
benigna

Variante génica
probablemente
patogénica

Variantes génicas
en el gen HOXA2

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Caracteristicas
Categorica ~ Nominal

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Numérica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica
Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Discreta

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Dicotémica: 0=Ausente

1=Presente

Dicotémica: 0=Ausent

Definiciéon

Ausencia, hipoplasia o malformacion de los huesecillos que
conforman la cadena osicular (martillo, yunque y/o estribo).

1=Presente
Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente
Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente
Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Se medira en meses o
afios a partir de la fecha

o agenesia renal, quistes renales, vejiga lobulada,
megauretero y/o doble sistema colector.

1

Agenesia vertebral, fusion vertebral y/o hemivértebras a nivel
cervical, toracico o lumbar y/o fusion costal.

Historia de familiares afectados con la misma entidad que el
probando.

Malformacion congénita caracterizada por un nédulo localizado
en la region adyacente al pabellon auricular. Expresion minima
de la microtia.

Conjunto de procesos psicofisiologicos que proporcionan al ser
humano la capacidad de percibir un sonido a través del oido.

Numero de meses o afios vividos por una persona desde su
nacimiento.

Di 0 0=Au
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotémica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente
Dicotomica: 0=Ausente

1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente
Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Condici que no estan das dir por el
embarazo pero que pueden ser un potencial riesgo para el
desarrollo fetal, como la diabetes mellitus pregestacional.

Entidad que se caracteriza por presentar microtia asociada a
otras anomalias que pueden variar en severidad y cuya etiologia
es incierta.

Contacto durante la embriogénesis con un agente biologico,
quimico, bioquimico o fisico que produce malformaciones
congénitas o incrementa su incidencia.

Rasgo o caracteristica observable con un grado de severidad muy
leve.

Categoria taxondmica que sirve para clasificar el sexo de una
persona en femenino o segn sus caracteristica
fenotipicas.

Malformacion congénita caracterizada por un hoyuelo
localizado en un sitio adyacente al oido externo. Expresion
minima de la microtia.

Alteraciones en la formacion de diversos drganos y/o sistemas
que suelen presentarse junto con la microtia y contribuyen a la
integracion del diagnostico de EFAV.

Alteracion en el desarrollo de los tejidos blando y/u 6seo de un
lado de la cara que afecta principalmente las areas auditiva, oral
y mandibular y resulta en asimetria facial.
Malformacion congénita del oido externo (pabellén auricular).
Puede ser unilateral o bilateral.

Ausencia de datos clinicos en un individuo heterocigoto para
una variante patogénica dominante germinal.

Dicotémica: 0—Ausent
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente

1=Presente

Dicotomica: 0=Ausente
1=Presente

Dicotémica: 0=Ausente
1=Presente

Tumor benigno que afecta al tejido de origen
mesodérmico y ectodérmico y aparece como una lesion solida
elevada y circunscrita de color amarillento en la conjuntiva del
0jo.
Cambios en la secuencia de DNA que no condicionan
enfermedad. No es catalogado como causante de la enfermedad
mediante evidencia completa: frecuencia alélica mayor al 5%,
variantes identificadas en individuos sanos, estudios funcionales
que demuestran que no existe dafio a la funcion proteica o al
splicing y falta de segregacion en individuos afectados en la
misma familia.

Cambios en la secuencia de DNA los cuales no cumplen los
criterios poblacionales, clinicos, bioinformaticos y funcionales
para ser catalogados como variantes génicas patogénicas o
benignas.

Cambios en la secuencia de DNA causante de enfermedad
mediante evidencia completa: variantes nulas, variantes
originadas de novo, estudios funcionales demuestran un efecto
deletéreo, ausentes en controles y presente en afectados y,
analisis in silico predice efecto deletéreo en la funcion de la
proteina o splicing.

Cambios en la secuencia de DNA que en general se asumen
como no condicionantes de enfermedad, pero sin evidencia
categorica atin disponible: variantes en regiones repetidas sin
funcion conocida, evidencia bioinformética donde no hay
impacto en el producto génico y variantes sinonimas con
predicciones sin impacto en splicing.

Cambios en la secuencia de DNA que se asumen como
condicionantes de enfermedad, pero sin evidencia categorica aun
disponible: variantes en hot spots o sitios criticos, ausentes en
controles, variantes de sentido erroneo nuevas en aminoéacidos
previamente catalogados como patogénicos y asumidas de novo
sin confirmacion de maternidad y/o paternidad.

0=,

Dicotomi u
1=Presente

heredabl

Cambios per y ,en la de dicho
gen, los cuales pueden ser: patogénicos, probablemente
patogénicos, de significado incierto, probablemente benignos o
benignos.
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ANALISIS ESTADISTICO

En caso de identificar variantes génicas patogénicas y/o benignas en el gen HOXA?2 se realizaria un analisis
descriptivo para las frecuencias de las mismas obtenidas a partir del método de conteo alélico. Para variantes
con una frecuencia alélica igual o mayor a 0.05 se determinaria si se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg utilizando la prueba exacta de Fisher con dos colas con la finalidad de conocer si la distribucion de

genotipos era la esperada en nuestra poblacion.

ASPECTOS ETICOS

Se solicito la firma de la carta de consentimiento informado y/o asentimiento a los padres y pacientes. La
informacion personal, clinica y molecular (genotipo de HOXA2) se manejéo en forma estrictamente
confidencial siguiendo las normas establecidas por la Declaracion de Helsinki, La ley General de Salud y las
Buenas Practicas Clinicas y de Armonizacion y del ELSI (del inglés [Ethical, Legal and Social Issues’). Se
solicitd aprobacion y registro del protocolo de investigacién por los Comités de Investigacion, Etica y

Bioseguridad del Instituto Nacional de Pediatria.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

En este proyecto se trabajaron muestras biologicas de humano (sangre periférica y/o células de descamacion
de mucosa bucal), asi como reactivos inflamables (etanol e isopropanol). Los investigadores responsables del
protocolo cumplieron con los linecamientos del manejo integral de residuos, productos bioldgicos y/o
materiales potencialmente peligrosos establecidos en el Plan de Manejo de Materiales Peligrosos y Residuos
Hospitalarios del Instituto Nacional de Pediatria. Asi mismo, se contd con las instalaciones y equipo de

seguridad para la realizacion de este proyecto de investigacion.

RESULTADOS
CLINICOS
Se captaron 22 pacientes no relacionados entre si (13 varones, 9 mujeres) del Instituto Nacional de Pediatria

con diagnostico de microtia como expresion minima de EFAV, sin antecedente de exposicion a teratdogenos

(Tabla 3).
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Tabla 3. Informacién clinica de los pacientes captados

Dermoide Malformaciones en Microsomia Alteraciones  Alteriaciones
Pacientes Edad AHF Microtia  Grado CAE pibulk d icul hemifacial Hipoacusia vertebrales renales
EFAV-22 16a7m Si Derecha 1 Atresia No No No CD No No
EFAV-26 1alOm Si Derecha II Atresia No Si Derecha CD No No
1IT derecha,
EFAV-28 6a8m No Bilateral Ilizquierda Atresia No Si Derecha CB No No
EFAV-32 2a3m Si Bilateral I Atresia No No Derecha CB No No
EFAV-35 2a5m No Izquierda 1 Estenosis No Si No CI No No
EFAV-38  9a Si  Izquierda Jits Atresia No Si No CI No No
EFAV-40 6a8m Si  Derecha 111 Atresia No Si No CD No No
EFAV-42 2a3m Si Derecha 111 Atresia No Si Derecha CD No No
Atresia Arco costal T1
EFAV-45 6allm No Derecha 111 No Si* No CD extra No
EFAV-47 lallm No Derecha 11T Atresia No No No CD No No
EFAV-50 3a8m Si Izquierda 11 Atresia No Si No CIL No No
EFAV-52 2a7m No Izquierda I Atresia No Si No CI No No
EFAV-55 1a9m No Derecha 111 Atresia No Si No valorable CD No No
EFAV-57 9a  No Izquierda I Estenosis No No No CIL No No
EFAV-64 1la5m No Derecha it Atresia No Si No CD No No
EFAV-67 7a  No Derecha I Estenosis No Si Derecha MB No No
EFAV-70 1la7m No Derecha it Atresia No Si No MD No No
EFAV-75 8allm No Izquierda 11 Atresia No Si Izquierda CIL No No
EFAV-77 l4a Si  Derecha I Atresia No Si Derecha CD Fusion C2-C3 No
EFAV-79 2a5m Si Derecha I Atresia No Si No CD No No
EFAV-82 1lm No Izquierda I Estenosis No No Izquierda MI No No
EFAV-84 4a6m No Derecha I Atresia No No No CD No No

En 9/22 (40.9%) casos incluidos en este estudio se consignaron antecedentes heredofamiliares de microtia en
la genealogia por lo que se clasificaron como casos familiares. De estos 1/9 (EFAV-79) sugiere un patrén de
herencia AD porque el padre presenta 1 pit preauricular como expresion minima de microtia a la exploracion
fisica, en 1/9 (EFAV-40) parece un modo de herencia AR ya que el paciente tiene una hermana con apéndice
preauricular izquierdo con padres sanos y en 1/9 (EFAV-38) podria tratarse de herencia multifactorial vs
dominante pues se refirié que el padre tiene un apéndice preauricular derecho al igual que la prima hermana
materna. En los 6/9 restantes podria tratarse de herencia multifactorial porque los afectados son de 2° y/o 3°
de parentesco (EFAV-22, 26, 32, 42, 50 y 77). De los progenitores, todas las madres (22/22) y la mayoria de
los padres (16/22) de los pacientes fueron estudiados mediante ortopantomografia, radiografia de columna
vertebral completa y ultrasonido renal. Seis de los padres no cuentan con estudios porque 2 no aceptaron
participar en el estudio y en 4 la pareja esta disuelta.

Mediante los estudios de gabinete, en 4/22 de las madres se observd microsomia hemifacial, 3 de lado
izquierdo (EFAV-35, 38 y 70) y 1 del derecho (EFAV-79), en 1/22 se identifico una hemivértebra extra
colapsada entre T8-T9 (EFAV-26) y en 22/22 el ultrasonido renal no evidencio alteraciones estructurales
congénitas. En 3/15 padres se observé microsomia hemifacial izquierda (EFAV-32, 38 y 57) y en 1 padre esta
pendiente la realizacion de la ortopantomografia, en 1/16 se identificaron las vértebras cervicales C3 y C4
hendidas (EFAV-57) en la radiografia de columna vertebral y en 15/15 no se encontraron alteraciones en el

ultrasonido renal (en 1 padre esta pendiente la realizacion del ultrasonido renal) (Tabla 4).
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Microtia Microsomia Malformaciones  Malformaciones

hemifacial vertebrales renales

Madre de:

EFAV-26 - - Hemivértebra extra -

colapsada entre T8-
T9

EFAV-35 - Izquierda - -
EFAV-38 - Izquierda - -
EFAV-70 - Izquierda - -
EFAV-79 _ Derecha _ _
Padre de:

EFAV-32 - Izquierda - -
EFAV-38 Apéndice preauricular Izquierda - -

derecho
EFAV-57 - Izquierda Vértebras cervicales Pendiente

hendidas (C3y C4) ultrasonido renal
EFAV-79 Pit preauricular izquierdo - - -

Tras la realizacion de los estudios de gabinete en los padres de los pacientes se reclasificd un caso unico
(EFAV-57) a familiar con herencia autosémico dominante dado que no contaba con antecedentes
heredofamiliares en la genealogia, pero el padre resultd con alteracion a nivel facial y vertebral en los estudios
de gabinete (Figura 4). En otros dos casos unicos (EFAV- 35 y 70) la madre de ambos pacientes sélo presentd
microsomia hemifacial izquierda leve sin otro 6rgano afectado, lo cual podria sugerir herencia autosémica
dominante. Por otro lado, hubo un caso (EFAV-79) en el que se sugeria herencia autosdémico dominante por el
padre afectado pero que después de los estudios la madre resulté con microsomia hemifacial derecha, lo que
genera también la posibilidad de herencia multifactorial. Finalmente en dos casos (EFAV-26 y 32) en los que
inicialmente se document6 herencia multifactorial, se consider6 también la posibilidad de que se trate de una
herencia autosémico dominante por el hallazgo de hemivértebra extra colapsada entre T8-T9 en la madre

(EFAV-26) y microsomia hemifacial izquierda en el padre (EFAV-32) en los estudios de gabinete (Tabla
5)(Figura 5y 6).
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Tabla 5. Reclasifica

casos tinicos a familiares con base en los estudios de gabinete.

Pacientes

EFAV-22

EFAV-26
EFAV-28

EFAV-32

EFAV-35

EFAV-38

EFAV-40

EFAV-42

EFAV-45
EFAV-47

EFAV-50
EFAV-52

EFAV-55

EFAV-57
EFAV-64
EFAV-67

EFAV-70

EFAV-75

EFAV-77

EFAV-79
EFAV-82
EFAV-84

AHF

Prima hermana paterna con microtia II
Tio paterno con apéndices preauriculares
de lado izquierdo
No
Tio materno con apéndice preauricular
derecho. Tia abuela materna con
pabellon auricular displasico que requirid
reparacion quirargica

No
Padre con apéndice preauricular derecho.
Prima hermana materna con apéndice
preauricular
Hermana con apéndice preauricular
izquierdo
Tia paterna con displasia auricular. Tio
abuelo paterno con apéndices
preauriculares de forma unilateral

No
No

Primo hermano materno con microtia
No
No

No
No
No

No
No

Bisabuelo paterno con apéndice
preauricular

Padre con pit preauricular derecho
No
No

Modo de herencia con Resultado de los estudios de gabinete de los
base en la genealogia

Multifactorial
Multifactorial

Esporadico

Multifactorial

Esporadico

Multifactorial vs
autosomico dominante

Recesivo

Multifactorial

Esporadico
Esporadico

Multifactorial
Esporadico

Esporadico

Esporadico
Esporadico
Esporadico
Esporadico

Esporadico

Multifactorial

Autosomico dominante

Esporadico
Esporadico

Modo de herencia posterior
a la realizacion de los

padres estudios de gabinete

Ambos padres sin alteraciones. Multifactorial

Madre con hemivértebra extra colapsada entre Multifactorial vs autosomico
T8-T9. Padre sin alteraciones. dominante

Ambos padres sin alteraciones. Esporadico

Padre con microsomia hemifacial izquierda. ~Multifactorial vs autosomico

Madre sin alteraciones. dominante
Madre con microsomia hemifacial izquierda. ~ Esporadico vs autoséomico
Padre sin alteraciones. dominante

Madre y padre con microsomia hemifacial ~ Multifactorial vs autosomico

izquierda. dominante
Ambos padres sin alteraciones (pendiente
ortopantomografia del padre) Recesivo
Madre sin alteraciones. No se estudi6 al padre. Multifactorial
Madre sin alteraciones. No se estudi6 al padre. Esporadico
Ambos padres sin alteraciones. Esporadico

Multifactorial
Esporadico

Madre sin alteraciones. No se estudio al padre.
Ambos padres sin alteraciones.

Madre sin alteraciones. No se estudi6 al padre.
Padre con microsomia hemifacial izquierda
y vértebras cervicales C3 y C4 hendidas
(pendiente ultrasonido renal). Madre sin
alteraciones.

Esporadico

Autosémico dominante

Ambos padres sin alteraciones. Esporadico
Ambos padres sin alteraciones. Esporadico
Madre con microsomia hemifacial izquierda.  Esporadico vs autosémico
Padre sin alteraciones. dominante
Madre sin alteraciones. No se estudio al padre.
Esporadico
Madre sin alteraciones. No se estudio al padre. Multifactorial

Madre con microsomia hemifacial derecha. ~ Multifactorial vs autosomico

Padre sin alteraciones. dominante
Ambos padres sin alteraciones. Esporadico
Ambos padres sin alteraciones. Esporadico
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Figura 4. EFAV-57
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Figura 6. EFAV-32
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MOLECULARES

En los 22 casos se realizé PCR de los 2 exones que conforman HOXA2 y se logré la obtencion de un producto
de buena calidad (Figura 7). Posteriormente se llevo a cabo la secuenciacion automatizada de los dos exones
de dicho gen (HOXA2-EX1: NM 006735.3: EX1 c.1-c.391 mas bordes 5' UTR y exoén-intron (10 pb) y
HOXA2-EX2: NM_006735.3: EX2 ¢.392-c.1131 mas bordes exén intrén y 3' UTR (10 pb)) y se obtuvieron
electroferogramas analizables en todos los casos. En ninguno de los 22 pacientes estudiados se identificaron
variantes génicas patogénicas y/o benignas, incluyendo las variantes patogénicas que se han reportado en la

literatura (Figura 8).
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Condiciones (por reaccion o rxn):

Oligos[10 pmol/ul]
Ex1 (M13F-F/R): 5 ul 0 50 pmol/rn Ex2 (M13F-F/R): 5 ul 0 50 pmol/mn

_ o HOXAZ
dNTPS X Fra (10 mM, 25% deaza-dGTP): 0.5 ul/mn
Buffer PCR 3ul/mn EXON 2: 100% pb
MgCl, [25 mM] 3ul/mn
PCR Enh Solution Invitrogen [10X] 6 ul/mn i & i l i i ¢
Taq Polimerasa [SUI/ul] 0.3 ul/rn ) (')
DNA genémico (dil. con H,0dd 1:5, ~100 ng) 3ul/mn
H,0dd (cbp 30 ul/rxn) 9.2 ul/rxn

PCR comin a amb.

94— C5 min.

942 C 40 seg.

6359 C (dism. 12 C /ciclo) 50seg. | 5 ciclos .. \_Y,_/ ( J K_Y_) \_]_J H,J
682C 1 min. =

942 C 40 seg. EW mv EFAV EFAV EFAV EFAV EFAV.
582 C50 seg. _ 30ciclos T T T’ T” T" 1\ - T”
682 C 1 min 30 seg. .

722 C 10 min XN £ 809 pb

42 Cindef.

Figura 7. Se muestran las condiciones de la PCR y la imagen de electroforesis de algunas muestras

en la que se observa un producto de PCR para los exones 1y 2 del gen HOXA2 de buena cantidad
y acorde al peso molecular esperado.

a) Paciente negativo para la variante
patogénica tipo puntual-transversion
de sentido erroneo
NM_006735.3: ¢.556C>A 0
p-(GIn186Lys)en el exon 2 del gen
HOXA2

b) Paciente negativo para la
variante patogénica tipo puntual-
transicion sin sentido
NM_006735.3: ¢.703C>T o
P-(GIn235*) en el exon 2 del gen
HOXA2

1 3% 0o a0 l \ ' « (.;)Pagieme:e'gxli\_'o pmhd
a1l C‘ ‘ ‘ \ J‘““ | wansicion sin sentido €§70G>T o
[ 1Y ] f‘ h‘\[ "‘ p-(Glu224*) en estado heterocigoto en
J il M il \‘\‘ [ J VM, elexén 2 del gen HOXA2
IR ‘w Il

146202 376

9 _ | e o« |

Figura 8. a) Paciente con resultado negativo para la variante patogénica tipo puntual-transversion de sentido erroneo NM_006735.3:
(7( /\ o p (Glnl( ys), b) paciente con resultado negativo para la variante patogénica tipo puntual-transicion sin sentido
¥), ¢) paciente con resultado negativo para la variante patogénica tipo puntual-transicion sin

aentldo c.670 (G *) en estado heterocigoto en el exon 2 del gen HOXA2. La flecha roja indica el nucledtido donde se
espera observar cada una de la variantes mencionadas. d) Esquema representativo de la estructura proteica de HOXA2, la region
naranja indica el sitio del homeodominio y los asteriscos la ubicacion de las variantes patogénicas asociadas a microtia en humanos
(Alasti et al., 2008; Brown et al., 2013; Piceci et al., 2017).
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DISCUSION

En nuestra poblacion de estudio, la cual pertenecia a edad pediatrica, se refirieron antecedentes de microtia en
el 40% (9/22) de las familias por lo que la mayoria de los casos fueron inicos como ya se ha descrito en la
literatura (Mastroiacovo et al., 1995; Llano-Rivas et al., 1999). Como se mencion6 anteriormente, la etiologia
mas frecuente de las microtias aisladas en casos unicos suele ser desconocida, mientras que en casos
familiares la causa puede ser monogénica (AD o AR) o en menor proporcion multifactorial (Llano-Rivas et
al., 1999), por lo que es de llamar la atencion que en la mayoria (77%) de los casos familiares de esta muestra
(n=7) se sugiri6 una herencia multifactorial por la agregacion de familiares afectados y en el 22% (n=2) una
herencia mendeliana (AD o AR) por la presencia de microtia en un familiar de primer grado. Es probable que
el predominio de una herencia multifactorial en los casos familiares se haya debido al nimero de pacientes
que se analiz6 en este proyecto de investigacion (n=22) el cual es menor al que se estudidé previamente en
pacientes mexicanos de nuestro instituto (n= 145) (Llano-Rivas et al., 1999).

Se observo que las caracteristicas fenotipicas de los pacientes estan acorde a lo reportado en la literatura ya
que la microtia predominé en el sexo masculino (59% vs ~60%), la presentacion unilateral fue la mas comun
(90% vs ~60-90%) y el lado derecho el mas frecuente (65% vs ~60%). Ademas se identificé hipoacusia
conductiva por atresia o estenosis del CAE en todos los pacientes (100% vs 55-93%), de los cuales 3 tuvieron
hipoacusia mixta por déficit auditivo de tipo neurosensorial agregado (13.6% vs ~3-9%) (Rollnick et al.,
1987; Eavey, 1995; Okajima et al., 1996; Llano-Rivas et al., 1999; Tasse et al., 2005; Suutarla et al., 2007).
Con relacion al grado de severidad, todos los pacientes presentaron microtia II o III, lo cual puede deberse a
que el Instituto Nacional de Pediatria es un hospital de tercer nivel en el que se tratan las malformaciones mas
severas que requieren de intervencion quirurgica y no es comun que se ingresen pacientes con microtias de
grado I que son pabellones auriculares estructuralmente normales pero de menor tamafio, sin embargo, llama
la atencidn que no observamos casos mas severos con anotia (ausencia de pabellon auricular) o grado IV (~5-
8%) (Forrester y Merz, 2005; Suutarla et al., 2007), lo cual puede deberse al tamafio pequefio de la muestra.
En cuanto a las malformaciones asociadas al espectro facio-auriculo-vertebral ninguno de los pacientes
presentd quiste dermoide epibulbar ni alteraciones renales, los cuales se han observado en el 4-20% y 5-23%
de los pacientes en otras poblaciones, respectivamente (Rollnick et al., 1987; Vento et al, 1991; Tasse et al.,
2005; Toulitaou et al, 2006; Barisic et al., 2014). El no haber observado estas alteraciones clinicas podria
explicarse por nuestro nimero de pacientes (n=22) o por la frecuencia baja de éstas en algunas poblaciones
como la nuestra ya que en 58 pacientes mexicanos con EFAV estudiados con anterioridad soélo se
identificaron 2 casos (3.4%) con malformacion renal (Llano-Rivas et al., 1999).

Las malformaciones asociadas observadas en los pacientes al igual que en otras poblaciones fueron
microsomia hemifacial (38% vs ~49-83%) y alteraciones costales/vertebrales (4%/4% vs ~7-8%/18-24%)
(Rollnick et al., 1987; Vento et al, 1991; Tasse et al., 2005; Toulitaou et al, 2006; Barisic et al., 2014), asi
como displasia de la cadena osicular de oido medio (72% vs ~74%) (Davide et al., 2017) y alteracion en oido

interno (4% vs ~20%) (Vendramini et al, 2007).

28



Abordaje clinico de los pacientes con microtia como expresion minima de EFAV

A pesar de que el EFAV se conoce como una entidad con amplia expresividad clinica (Elalaloui et al., 2010)
en la literatura no existe un consenso sobre cuales son los estudios de gabinete que se deben solicitar a los
pacientes con microtia como expresion minima de EFAV para descartar malformaciones asociadas por lo que
con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion sugerimos que el abordaje clinico
de estos pacientes se realice mediante exploracion fisica completa, estudios de gabinete como TAC de oidos,
ortopantomografia y radiografia completa de columna vertebral (excepto ultrasonido renal) y estudios
audiologicos.

En nuestra poblacion los padres y madres de los pacientes fueron estudiados mediante ortopantomografia,
radiografia de columna vertebral completa y ultrasonido renal y algunos presentaron manifestaciones clinicas
tales como microsomia hemifacial (~20%) y alteraciones vertebrales (~5%) consideradas como expresividad
minima en la familia lo cual nos permitid reclasificar adecuadamente a 1 caso unico como familiar y
modificar el asesoramiento genético. Este caso se consideraba "unico" por genealogia (EFAV-57) y se
reclasifico como "familiar" con herencia autosémico dominante dado que se identific en el padre microsomia
hemifacial izquierda (diferencia de 0.6 cm entre ramas mandibulares) y vértebras cervicales hendidas (C3 y
C4). En otros 2 de los casos tnicos (EFAV- 35 y 70) se sugirio la presencia de expresion minima de EFAV en
la familia ya que en las madres de ambos pacientes se determind una diferencia de 0.4 cm entre las ramas
mandibulares lo cual fue considerado como microsomia hemifacial leve con base en lo observado por Balaji
(2010) ; sin embargo, dado que estas madres solo presentaron la afeccion facial en grado leve y al considerar
que la microsomia hemifacial puede presentarse en poblacion general con una ocurrencia de 1/3500 a 1/5000
nacimientos (Caron et al., 2017) es dificil aseverar que se trate de expresion minima de EFAV y con base en
ello reclasificarlos de casos tinicos con presentacion esporadica a familiares con herencia monogénica.
Posterior a la realizacion de los estudios de gabinete en los padres, el nimero de casos familiares ascendi6 de
9 a 10 casos, lo que indica que la realizacion de los estudios de gabinete en los padres, ademas de la
exploracion fisica, tiene un impacto al determinar si existen otros afectados en la familia o no.

Actualmente no existe un consenso reportado en la literatura sobre cuales son los estudios de gabinete que se
deben solicitar a los padres y los familiares de los pacientes con EFAV para descartar expresividad minima,
por lo que con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion sugerimos que su
abordaje clinico de los padres se realice mediante exploracion fisica completa, estudios de gabinete
(ortopantomografia y radiografia completa de columna vertebral). Tomando en consideracion los resultados
no estaria justificado incluir en el abordaje el ultrasonido renal en los padres dado que no se identificd ninguna
alteracion a este nivel en los que fueron estudiados, sin embargo, esto se podria definir con mas certeza una
vez que se cuente con el tamafio de muestra esperado. Por otro lado, como se menciona anteriormente la
realizacion de los estudios de gabinete en los padres, en particular la ortopantomografia y la radiografia de
columna vertebral completa, si puede modificar la clasificacion de los casos en tinicos o familiares, el modo

de herencia y el asesoramiento genético como se observo en el caso EFAV-57.
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El tamafio de muestra del presente estudio se considero inicialmente a conveniencia con un minimo de 100
pacientes, con la finalidad de identificar variantes génicas con una frecuencia alélica igual o mayor a 0.05.
Sélo se logré la captacion del 22% de la muestra estimada, lo cual es posible que se deba a los criterios de
inclusion considerados en este proyecto ya que solo se incluyeron pacientes con microtia con o sin
alteraciones vertebrales y/o renales, mientras que no se consideraron aquellos con alguna otra malformacion o
alteracion en el crecimiento y/o desarrollo; sin embargo, los criterios de inclusion que se consideraron fueron
establecidos con la finalidad de que el diagnostico de EFAV en los pacientes estuviera sustentado mediante la
clinica y los estudios de gabinete y se evitara con mayor certeza la captacion de pacientes con entidades
distintas, por ejemplo la embriopatia diabética y entidades genéticas como sindrome de Di George y sindrome
de CHARGE, que al igual que EFAV cursan con microtia y cardiopatia congénita (Correa et al., 2008; Digilio
et al, 2008; Alasti et al., 2008). Dado que este trabajo forma parte de una linea de investigacion vigente en el
Laboratorio de Biologia Molecular, se continuara la captacion de los pacientes con microtia como expresion
minima de EFAV para alcanzar el tamafio de muestra propuesto (n=100).

Para conocer la participacion de variantes génicas en los pacientes con EFAV en poblacion mexicana se
decidio estudiar el gen HOXA2 por su expresion embriologica en el segundo arco branquial que da lugar a los
pabellones auriculares y por los 3 casos familiares con microtia reportados en la literatura que presentan
variantes patogénicas en este gen (Alasti et al., 2008; Brown et al., 2013; Piceci et al.,, 2017). La
secuenciacion automatizada de los 2 exones que conforman al gen no reveld la presencia de variantes génicas
patogénicas, ni benignas en la porcion codificante, parte de ambas UTR y bordes exon-intron en los 22
pacientes con EFAV no relacionados e incluidos en el presente estudio. De igual forma, la secuenciacion
automatizada no identificé ninguna de las variantes génicas enlistadas en las principales bases de datos
poblacionales genotipicas, lo cual puede deberse a que la frecuencia alélica de las variantes en HOXA2 en
dbSNP/dbVar, ExXAC Browser y Exome Variant Server en las diferentes poblaciones (asiatica, europea,
africana, americana y latina) es muy baja (<0.01%), por lo que consideramos que la posibilidad de
encontrarlas en nuestra poblacion de estudio era reducida o nula, aunado a la variabilidad que puede existir en
la distribucion de frecuencia y alelos entre poblaciones con diferencias étnicas (Girirajan y Eichler, 2010). El
incremento en el tamafio de muestra permitiria corroborar estas posibilidades.

El no haber observado variantes génicas patogénicas en el gen candidato HOXA2 puede deberse en primer
lugar a que las variantes patogénicas en este gen sean poco frecuentes como causales de microtia en
poblaciones particulares, como se reportd en el estudio de Monks et al. (2010) que analiza una poblacion
étnicamente similar a la nuestra (n= 8 casos, 7 hispanos y 1 africano) y en el de Hao et al. (2017) con un
mayor nimero de pacientes (n=196 casos chinos) pero en donde tampoco encontraron variantes patogénicas
en HOXA2. También podria deberse a que el 59% de los casos de este estudio son unicos (no cuentan con
antecedentes heredofamiliares de microtia) aunque esto no necesariamente explicaria la ausencia de VGP
dado que no se conoce }a la tasa de mutaciones nuevas en el gen estudiado. Asi s6lo en dos de nuestros casos
familiares (EFAV-40 y EFAV-79) se observa un modo de herencia definido en la genealogia que pudiera

sugerir una etiologia monogénica (AD y AR, respectivamente) como ocurrié en los 3 casos ya publicados de
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familias con microtia con una variante probablemente patogénica en HOXA2 (Alasti et al, 2008; Brown et al,
2013; Piceci et al, 2017). Ademas, el no haber encontrado variantes en HOXA?2 en los pacientes con EFAV de
nuestra poblacion también podria explicarse por el tamafio de muestra y probablemente el aumentarlo
permitira la identificacion de variantes en este gen.

En los 2 casos considerados inicialmente como unicos cuyas madres presentaron microsomia hemifacial leve
sin otra alteracion (EFAV- 35 y 70) se podria sugerir herencia autosomica dominante a pesar de que en el gen
HOXA?2 no se haya identificado ninguna variante patogénica. En estos casos la forma de herencia AD se
podria deber a la participacion de otro locus, por lo que en el futuro, en esta misma poblacion de estudio se
realizara la busqueda de variantes génicas en otros genes candidatos (TCOF1, SALL1, EYAl y TBX1) con el
objetivo de ampliar la posibilidad de encontrar una etiologia genética de la microtia en nuestros pacientes.

La identificacion de variantes en HOXA2 y en otros genes que se relacionen con la presencia de la microtia
permitiria conocer mas sobre la fisiopatologia de esta malformacion, asi como tener un diagndstico mas

preciso para brindar un asesoramiento genético mas certero a las familias.

CONCLUSIONES

1. E159% (13/22) de los casos con EFAV en nuestra poblacion fueron tinicos, acorde a lo descrito en la
literatura.

2. Llama la atencion que en la mayoria de los casos familiares de esta muestra (n=7/9, 77%) se sugirid
una herencia multifactorial y en el 22% (n=2/9) una herencia mendeliana (AD o AR) a diferencia de
lo observado previamente en pacientes de la misma Institucion.

3. Las caracteristicas fenotipicas con relacion a la microtia de nuestros pacientes estudio estan acorde a
lo reportado en la literatura.

4. Las malformaciones asociadas que se identificaron en los pacientes con EFAV en comparacion con lo
reportado en la literatura fueron displasia de la cadena osicular (72% vs ~74%), alteracion en oido
interno (4% vs ~20%), microsomia hemifacial (38% vs ~49-83%) y alteraciones costales/vertebrales
(4%/4% vs ~7-8%/18-24%). No se identificaron malformaciones a nivel renal las cuales se han
observado en el 5-23% de los pacientes con EFAV en otras poblaciones.

5. Se sugiere que el abordaje clinico de pacientes con microtia como expresion minima de EFAV se
realice mediante exploracion fisica completa, estudios de gabinete como TAC de oidos,
ortopantomografia y radiografia completa de columna vertebral (excepto ultrasonido renal) y estudios
audiologicos.

6. Algunos de los padres de los pacientes presentaron manifestaciones clinicas tales como microsomia
hemifacial (~20%) y alteraciones vertebrales (~5%) consideradas como expresividad minima en la
familia.

7. La realizacion de la ortopantomografia y la radiografia de columna vertebral completa en los padres

puede modificar la clasificaciéon de los casos en unicos o familiares, el modo de herencia y el
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8.

10.

11.

asesoramiento genético como se observo en el caso EFAV-57. Sin embargo, se requiere estudiar a un
nimero mayor de padres para saber con certeza si se requeriria o no el ultrasonido renal.

Al menos en la muestra de pacientes hasta ahora analizada, no se identifico la presencia de variantes
patogénicas en el gen HOXA2.

El no haber observado variantes génicas patogénicas (VGP) en el gen candidato HOXA2 puede
deberse a que sea una causa genética poco comun de microtia en poblaciones de origen hispano como
la nuestra. A que el 59% de nuestros casos no son familiares como se describe en los 3 casos
publicados de microtia con VGP en el gen analizado, sin embargo, el haber estudiado casos tinicos no
descartaba la posibilidad de encontrar VGP dado que no se conoce la tasa de mutaciones nuevas en el
gen HOXA2. Finalmente la ausencia de VGP podria explicarse por el tamafio de muestra reducido que
se analizo.

Tampoco se identificaron variantes génicas benignas (VGB) lo cual puede deberse a la frecuencia
alélica <0.01% de las variantes en HOXA2 reportadas en las bases de datos, a la variabilidad que
puede existir en la frecuencia de estas variantes entre poblaciones de origen étnico distinto y al
tamafio reducido de la muestra analizada.

El incremento en el tamafio de muestra y un abordaje por secuenciacion de nueva generacion de un
panel de otros genes candidato (por ejem. TCOFI, SALLI, EYAl y TBXI) podria ampliar la

posibilidad de identificar VGP o VGB asociadas a la microtia en nuestra poblacion.
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ANEXO 1. Hoja de captacion de datos de la poblacion objetivo, padres y familiares afectados

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

1. Datos Generales.
Nombre del Paciente:
Sexo del paciente: 1.M( ) 2.F ()

Edad actual: Fecha de nacimiento:

Lugar de nacimiento:

Institucion: 1. INP Expediente 2. INR Expediente
3. Ambas

Registro interno para la muestra de DNA:
Nombre de la madre:

Edad de la madre al nacimiento del caso indice:
Registro interno para la muestra de DNA:
Nombre del padre:
Edad del padre al nacimiento del caso indice:
Registro interno para la muestra de DNA:
Teléfonos (casa/celular):
Direccion:

I1. Antecedentes familiares y arbol genealdgico.

Consanguinidad: 0. No( ) 1. Si( ) Endogamia: 0. No( ) 1.Si( )
Caso:1. Familar( ) 2. Unico ( )

Indicar familiares con microtia y/o malformaciones congénitas:

II1. Antecedentes perinatales.
Exposicion a teratdgenos (primer trimestre del embarazo):0. No( ) 1. Si( )
(Cuadl(es)?
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IV. Cuadro clinico y estudios (Caso indice)

Clasificacion de la microtia
Lateralidad: 1. Bilateral ( ) 2. Unilateral izquierda ( ) 3. Unilateral derecha ( )
Longitud de pabellones auriculares (cm):

Derecho: 1. Pc<3 ( )2.Pc>3 () Izquierdo: 1.Pc<3( )2.Pc>3( )
Conducto auditivo externo izquierdo: 1. Normal () 2. Estenosis () 3. Atresia ( )
Conducto auditivo externo derecho: 1. Normal ( ) 2. Estenosis () 3. Atresia ( )
Tomografia de oido con malformacion: 0. No () 1. Si ()

Descripcion:

Grado de la microtia (lado izquierdo): 1. I ( ) 2.1 ( ) 3. III( )4.IV( )

Grado de la microtia (lado derecho): 1. 1( )2. II( )3.1II( )4.IV( )

Audicion

Audiometria:

Oido derecho 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial
4. Hipoacusia mixta ()

Oido izquierdo 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial
4. Hipoacusia mixta ()

Malformaciones asociadas

Longitud de rama mandibular derecha: Longitud de rama mandibular izquierda:
Microsomia hemifacial por ortopantomografia: 0. No ( ) 1. Si( )
Descripcion:

Alteraciones vertebrales por radiografia de columna vertebral completa:
0.No( )1.Si( )
Descripcion:

Alteraciones renales por ultrasonido: 0. No ( ) 1. Si( )
Descripcion:

Presencia de quiste dermoide: 0. No ( ) 1. Si( )

Fotografias: frente y lateral de cara y de pabellon auricular derecho e izquierdo
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V. Cuadro clinico y estudios (Madre)

Clasificacion de la microtia
Lateralidad: 1. Bilateral ( ) 2. Unilateral izquierda ( ) 3. Unilateral derecha ( )
Longitud de pabellones auriculares (cm):
Derecho: 1. Pc<3 ( )2.Pc>3 () Izquierdo: 1.Pc<3( )2.Pc>3( )
Conducto auditivo externo izquierdo: 1. Normal ( ) 2. Estenosis () 3. Atresia ( )
Conducto auditivo externo derecho: 1. Normal ( ) 2. Estenosis ( ) 3. Atresia ()
En caso de mutacion identificada en el hijo: Tomografia de oido con malformacion: 0. No () 1. Si( )
Descripcion:

Grado de la microtia (lado izquierdo): 1. I ( )2.1I( )3. II( )4. IV ( )

Grado de la microtia (lado derecho): 1. 1( )2. 11 ( )3.1I( )4.IV( )

Audicion

Audiometria:

Oido derecho 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial
4. Hipoacusia mixta ()

Oido izquierdo 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial
4. Hipoacusia mixta ()

Malformaciones asociadas

Longitud de rama mandibular derecha: Longitud de rama mandibular izquierda:
Microsomia hemifacial por ortopantomografia: 0. No ( ) 1.Si( )
Descripcion:

Alteraciones vertebrales por radiografia de columna vertebral completa:
0.No( )L.Si( )
Descripcion:

Alteraciones renales por ultrasonido: 0. No ( ) 1. Si( )
Descripcion:

Presencia de quiste dermoide: 0. No ( ) 1. Si( )

Fotografias: frente y lateral de cara y de pabellon auricular derecho e izquierdo



VI. Cuadro clinico y estudios (Padre)

Clasificacion de la microtia
Lateralidad: 1. Bilateral ( ) 2. Unilateral izquierda ( ) 3. Unilateral derecha ( )
Longitud de pabellones auriculares (cm):
Derecho: 1. Pc<3 ( )2.Pc>3 () Izquierdo: 1.Pc<3( )2.Pc>3( )
Conducto auditivo externo izquierdo: 1. Normal ( ) 2. Estenosis () 3. Atresia ( )
Conducto auditivo externo derecho: 1. Normal ( ) 2. Estenosis ( ) 3. Atresia ( )
En caso de mutacion identificada en el hijo:Tomografia de oido con malformacion: 0. No( ) 1.Si( )
Descripcion:

Grado de la microtia (lado izquierdo): 1. I( )2.11( )3. 1II( )4. IV ( )
Grado de la microtia (lado derecho): 1. 1( )2. 11 ( )3.1I( )4.IV( )

Audicion
Audiometria:

Oido derecho 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial

4. Hipoacusia mixta ()

Oido izquierdo 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial

4. Hipoacusia mixta ()

Malformaciones asociadas

Longitud de rama mandibular derecha: Longitud de rama mandibular izquierda:
Microsomia hemifacial por ortopantomografia: 0. No( ) 1. Si( )

Descripcion:

Alteraciones vertebrales por radiografia de columna vertebral completa:
0.No( )1.Si( )
Descripcion:

Alteraciones renales por ultrasonido: 0. No ( ) 1. Si( )
Descripcion:

Presencia de quiste dermoide: 0. No ( ) 1. Si( )

Fotografias: frente y lateral de caray de pabellén auricular derecho e izquierdo



VI. Familiares afectados.

Nombre del
paciente:

Individuo de la genealogia:

Registro interno para la muestra de DNA:

Clasificacion de la microtia

Lateralidad: 1. Bilateral ( ) 2. Unilateral izquierda ( ) 3. Unilateral derecha ( )
Longitud de pabellones auriculares (cm):

Derecho: 1. Pc<3 ( )2.Pc>3 () Izquierdo: 1.Pc<3( )2.Pc>3( )

Conducto auditivo externo izquierdo: 1. Normal ( ) 2. Estenosis () 3. Atresia ( )
Conducto auditivo externo derecho: 1. Normal ( ) 2. Estenosis ( ) 3. Atresia ( )

En caso de mutacion identificada en el familiar:Tomografia de oido con malformacion: 0. No () 1. Si ()

Descripcion:

Grado de la microtia (lado izquierdo): 1. I ( )2.1I( )3.1I( )4.1IV( )

Grado de la microtia (lado derecho): 1. 1( )2. II( )3.1I( )4.IV( )

Audiciéon

Audiometria:

Oido derecho 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial
4. Hipoacusia mixta ()

Oido izquierdo 1.Normal ( ) 2. Hipoacusia conductiva ( ) 3.Hipoacusia neurosensorial
4. Hipoacusia mixta ()

Malformaciones asociadas

Longitud de rama mandibular derecha: Longitud de rama mandibular izquierda:

Microsomia hemifacial por ortopantomografia: 0. No( ) 1. Si( )
Descripcion:

Alteraciones vertebrales por radiografia de columna vertebral completa:
0.No( )1.Si( )
Descripcion:

Alteraciones renales por ultrasonido: 0. No ( ) 1. Si( )
Descripcion:

Presencia de quiste dermoide: 0. No ( ) 1. Si( )

Fotografias: frente y lateral de cara y de pabellon auricular derecho e izquierdo
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1/3
ANEXO 2. Carta de Consentimiento Informado para los padres/tutor

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MiNIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

;Para qué se efectiia este estudio?

Para conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-
auriculo-vertebral (EFAV) que presenta su hijo(a) y con los resultados poder contribuir al diagndstico y
entendimiento de esta malformacion.

JEn qué consiste el estudio?

Se tomara una muestra de sangre periférica (3-5 ml) y/o de células de descamacion de mucosa oral para
obtener el material genético (ADN) de su hijo(a), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se
analizaran regiones de genes que pueden estar implicadas en la alteracion del pabellén auricular (microtia o
espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)). Ademas, en una sola ocasion, se tomaran fotografias de la cara y
los pabellones auriculares y se mediran estos ultimos. Se espera contar con la participacion de minimo 100
pacientes para este estudio.

., Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria e Instituto Nacional de Rehabilitacion que
tengan diagnostico de alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV))
y sus familiares con la misma alteracion.

. Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio y no firmen cartas de consentimiento y/o
asentimiento informado.

. Qué se le pedira a mi hijo(a) que haga?

Se le pedird que coopere durante la toma de una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml) y/o de células de
descamacion de mucosa oral, que se realizard en una sola ocasién por personal calificado y bajo todas las
medidas de seguridad como la utilizacion de guantes y material estéril y desechable. También se le pedira su
disposicion para la medicion de los pabellones auriculares y la toma de fotografias de estos ultimos y de la
cara.

;Quién sufragara los gastos del estudio?

La TAC de oido, radiografias de columna y ultrasonido renal del paciente dado que forman parte del abordaje
de microtia deberan ser pagados por los padres/tutor. La ortopantomografia y el estudio molecular de los
cinco genes candidatos no tendrd costo para usted. Tampoco recibirda una compensacion econdémica por
aceptar participar en el mismo.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas sobre este estudio?

Puede comunicarse con los investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel, Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza, Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez.
Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria,
S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Puede comunicarse con el investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de
Genética, 3° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00
ext. 19402.
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En caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante puede comunicarse con el Presidente del
Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del Instituto Nacional de
Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.

(Mi hijo(a) puede negarse a participar en este estudio o abandonar el estudio?

La participacion de su hijo(a) es total y absolutamente voluntaria. En cualquier momento puede abandonar el
estudio y retirar el consentimiento informado sin que esto tenga ninglin tipo de repercusion en la atencion de
su hijo(a) en los servicios de la Institucion.

;Quiénes van a tener informacion de los datos de mi hijo(a)?

Los datos personales de su hijo(a) en el estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad y no seran
compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su
autorizacion expresa y por escrito. La informacion necesaria para el analisis de los resultados puede ser
evaluada y revisada unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda
la informacion clinica impresa de su hijo(a) que se recabe para el presente proyecto quedara resguardada bajo
llave y las fotografias e informacion genética en archivos electronicos encriptados. Para preservar la
confidencialidad sdlo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta
informacion, de los pacientes del INP la Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y de los pacientes del INR la Dra.
Maria de la Luz Arenas Sordo. Los estudios de gabinete solicitados se resguardaran en los archivos
correspondientes de cada institucion (clinico y radioldgico). En caso de que se identifique una variante génica
en su hijo(a) se le contactara via telefonica o mediante telegrama para solicitarle su autorizacion para publicar
la informacion clinica (incluyendo las fotografias) y genética en una revista médica de arbitraje internacional.

,Qué se va a hacer con la muestra biolégica (extraccion de DNA) de mi hijo(a)?

La muestra serd codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su contenedor y no
sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su
autorizacion expresa y por escrito. La muestra sélo puede ser analizada y revisada por los médicos e
investigadores del presente proyecto y quedard bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud durante los 3 afios que durara la realizacion de este
estudio. Esta muestra sera para uso exclusivo de este proyecto y en caso de ser requerida para futuros estudios
de investigacion se le volvera a contactar via telefénica o mediante telegrama para firmar una nueva carta de
consentimiento informado, siempre y cuando usted lo autorice (si autorizo___ no autorizo__ ). En caso de no
dar autorizacion para su almacenamiento y estudio posterior, la muestra sera desechada al término de este
proyecto. En todos los casos se mantendra la confidencialidad de la informacion derivada de dichos estudios.

.Puedo conocer los resultados del estudio?

Si, si usted lo desea recibira posteriormente una consulta con los genetistas clinicos donde se le informara
sobre los hallazgos obtenidos de la valoracion clinica y de los estudios de gabinete solicitados asi como de los
hallazgos en el ADN (moleculares) encontrados (si deseo recibir resultados  no deseo recibir
resultados ).

. Qué beneficios obtendra mi hijo(a) por participar en el estudio?

El seguimiento y manejo del paciente no se vera modificado por los resultados obtenidos en este estudio de
investigacion, ya que el objetivo del proyecto es conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del
pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)) para poder contribuir al diagndstico
y entendimiento de esta malformacion. Por lo que su hijo(a) no obtendra un beneficio directo por participar.
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.Podria existir algun evento adverso durante el estudio?

Si, en caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre y/o de células de descamacion de
mucosa oral se le recontactara via telefonica o mediante telegrama por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle a su hijo(a) que acuda a una nueva toma de muestra.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que acepto la participacion de mi hijo(a) en este estudio.
He leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este estudio y mis
preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que nuestra participaciéon no conlleva ningun tipo de
compensacion econdmica. Finalmente, se me ha informado que si deseamos no participar, ello no repercutira
en la atencion médica brindada a mi hijo(a) dentro de la Institucion y cuales de los estudios del presente
proyecto de investigacion no tendran un costo para mi.

Atentamente
Padre o tutor Firma Fecha
Madre o tutor Firma Fecha

Nombre del paciente:

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel,Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza,
Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Ferndndez Hernandez. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso
de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de Genética, 3° Piso de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00 ext. 19402.

Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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ANEXO 3. Carta de Consentimiento Informado para sujetos en investigacion

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

Para qué se efectua este estudio?

Para conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-
auriculo-vertebral (EFAV) que presenta usted y con los resultados poder contribuir al diagnostico y
entendimiento de esta malformacion.

JEn qué consiste el estudio?

Se le tomard una muestra de sangre periférica (3-5 ml) y/o de células de descamacion de mucosa oral para
obtener su material genético (ADN), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran
regiones de genes que pueden estar implicadas en la alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro
facio-auriculo-vertebral (EFAV)). Ademas, en una sola ocasion, se le tomaran fotografias de la cara y los
pabellones auriculares y se mediran estos ultimos. Se espera contar con la participacion de minimo 100
pacientes para este estudio.

. Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria e Instituto Nacional de Rehabilitacion que
tengan diagndstico de alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV))
y sus familiares con la misma alteracion.

. Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio y no firmen cartas de consentimiento y/o
asentimiento informado.

. Qué se le pedira que haga?

Se le pedira que coopere durante la toma de una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml) y/o de células de
descamacion de mucosa oral, que se realizard en una sola ocasion, por personal calificado y bajo todas las
medidas de seguridad, como la utilizacion de guantes y material estéril y desechable. También se le pedira su
disposicion para la medicion de los pabellones auriculares y la toma de fotografias de estos ultimos y de la
cara.

. Quién sufragara los gastos del estudio?

La TAC de oido, radiografias de columna y ultrasonido renal dado que forman parte del abordaje de microtia
deberan ser pagados por el paciente. La ortopantomografia y el estudio molecular de los cinco genes
candidatos no tendra costo para usted. Tampoco recibird una compensacién econdmica por aceptar participar
en el mismo.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas sobre este estudio?

Puede comunicarse con los investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel, Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza, Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez.
Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria,
S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Puede comunicarse con el investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de
Genética, 3° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00
ext. 19402.

En caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante puede comunicarse con el Presidente del
Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Peditrica del Instituto Nacional de
Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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. Puedo negarme a participar o abandonar el estudio?

Su participacion es total y absolutamente voluntaria. En cualquier momento, puede abandonar el estudio y
retirar el consentimiento informado sin que esto tenga ningun tipo de repercusion en su atencion en los
servicios de la Institucion.

., Quiénes van a tener informacion de mis datos?

Sus datos personales en el estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad y no seran compartidos con
terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa
y por escrito. La informacion necesaria para el analisis de los resultados puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda su informacion
clinica impresa que se recabe para el presente proyecto quedara resguardada bajo llave y las fotografias e
informacion genética en archivos electronicos encriptados. Para preservar la confidencialidad so6lo los
investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion, de los
pacientes del INP la Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y de los pacientes del INR la Dra. Maria de la Luz
Arenas Sordo. Los estudios de gabinete solicitados se resguardaran en los archivos correspondientes de cada
institucion (clinico y radiolégico). En caso de que se identifique una variante génica en usted se le contactara
via telefénica o mediante telegrama para solicitarle su autorizacion para publicar la informacion clinica
(incluyendo las fotografias) y genética en una revista médica de arbitraje internacional.

. Qué se va a hacer con mi muestra biologica (extraccion de DNA)?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su contenedor y no
sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su
autorizacion expresa y por escrito. La muestra solo puede ser analizada y revisada por los médicos e
investigadores del presente proyecto proyecto y quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud durante los 3 afios que durara la
realizacion de este estudio. Esta muestra sera para uso exclusivo de este proyecto y en caso de ser requerida
para futuros estudios de investigacion se le volverd a contactar via telefénica o mediante telegrama para firmar
una nueva carta de consentimiento informado, siempre y cuando usted lo autorice (si autorizo  no
autorizo ). En caso de no dar autorizacion para su almacenamiento y estudio posterior, la muestra sera
desechada al término de este proyecto. En todos los casos se mantendra la confidencialidad de la informacion
derivada de dichos estudios.

Puedo conocer los resultados del estudio?

Si, si usted lo desea recibira posteriormente una consulta con los genetistas clinicos donde se le informara
sobre los hallazgos obtenidos de la valoracion clinica y de los estudios de gabinete solicitados asi como de los
hallazgos en el ADN (moleculares) encontrados (si deseo recibir resultados ~ no deseo recibir
resultados ).

., Qué beneficios obtendré por participar en el estudio?

Su seguimiento y manejo no se vera modificado por los resultados obtenidos en este estudio de investigacion,
ya que el objetivo del proyecto es conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del pabellon auricular
(microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)) para poder contribuir al diagndstico y entendimiento de
esta malformacion. Por lo que no obtendra un beneficio directo por participar.

. Podria existir algun evento adverso durante el estudio?

Si, en caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre y/o de células de descamacion de
mucosa oral se le recontactara via teleféonica o mediante telegrama por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle que acuda a una nueva toma de muestra.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He leido cuidadosamente
este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este estudio y mis preguntas han sido
contestadas. Asimismo, entiendo que mi participacion no conlleva ninglin tipo de compensacion econémica.
Finalmente, se me ha informado que si deseo no participar, ello no repercutira en mi atenciéon médica dentro
de la Institucion y cudles de los estudios del presente proyecto de investigacion no tendran un costo para mi.

Atentamente

Nombre Firma Fecha
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzélez del Angel,Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza,
Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso
de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de Genética, 3° Piso de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00 ext. 19402.

Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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ANEXO 4. Carta de Asentimiento Informado

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

Para qué se hace este estudio?
Para conocer mejor la causa genética que origina tu enfermedad.

(En qué consiste el estudio?

Se te tomard una muestra de 3-5 ml de sangre y/o un raspado con un cepillo fino del interior de tu boca y
lengua y se estudiaran regiones de genes que pueden estar relacionadas con tu enfermedad. Ademas, en una
sola ocasion, se tomaran fotos de tu cara y pabellones auriculares y se mediran estas tltimas. Se espera contar
con la participacion de minimo 100 nifios como ti para este estudio.

;Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria e Instituto Nacional de Rehabilitacion que
tengan alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)) y sus familiares
con la misma alteracion.

. Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos nifios que no deseen participar en el estudio.

Qué se te pedira que hagas?

Se te tomara una muestra de sangre (3 a 5 ml) y/o un raspado con un cepillo fino del interior de tu boca y
lengua por personas calificadas y bajo todas las medidas de seguridad, como el uso de guantes, material
limpio y desechable. También se te pedira ayuda para medir tus pabellones auriculares y tomar las fotos de
estos ultimos y de tu cara.

,Quién pagara los gastos del estudio?

Los estudios del oido, columna y rindén (TAC de oido, radiografias de columna y ultrasonido renal) como
forman parte del estudio de tu enfermedad deberan ser pagados por tus padres/tutor. El estudio de la cara
(ortopantomografia) y el estudio de tu informacién genética no tendra costo para tus padres/tutor. Tampoco
recibiras dinero por participar en este estudio.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puedes comunicarte con los investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel, Dr. Miguel Angel
Alcéntara Ortigoza, Dra. Bernardette Estandia Ortega, Dra. Liliana Ferndndez Hernandez y/o a la Dra. Maria
de la Luz Arenas Sordo, asi como con la Dra. Matilde Ruiz Garcia en caso de que tengas dudas sobre tus
derechos.

., Puedo negarme a participar en este estudio o abandonar el estudio?
Puedes participar si quieres o puedes decidir ya no participar en el estudio en cualquier momento, sin que esto
afecte tu atencion en el hospital.

. Quiénes van a tener la informacion de mis datos?

Toda tu informacion sera mantenida en secreto y no sera compartida con otras personas, solo la conoceran los
médicos e investigadores que te invitaron a participar en este proyecto.
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.Qué van a hacer con la muestra que ya no usen?

A tu muestra se le pondra una clave que no tenga tu nombre y no serd compartida con nadie si tu no lo
permites. Quedara guardada en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria de la
Secretaria de Salud. Tu muestra so6lo se usara para este estudio y en caso de que se necesite en un futuro se te
volverd a llamar para firmar una nueva.

. Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, si ti quieres recibiras después una platica con los médicos quienes te explicaran lo que se encontrd en el
estudio.

;Qué voy a ganar por participar en el estudio?

Tus consultas en el hospital no cambiaran si participas o no en este estudio. Lo que se quiere conocer con este
proyecto es qué causo la alteracion de tu pabellon auricular para poder entender mejor tu enfermedad. Por lo
tanto no ganaras nada extra por participar.

.Podria existir algun problema durante el estudio?
Si, si se obtiene poca muestra de sangre y/o células de tu boca se te llamara para que vengas al hospital a que
se te tome otra muestra.

DECLARACION DE ASENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He leido con cuidado esta
carta, me explicaron claramente de que se trata este estudio y respondieron mis dudas. Entiendo que no
recibiré dinero por participar. Me explicaron que aunque no quiera participar mi atencion médica en el
hospital sera la misma y cuales estudios no tendran un costo para mi ni para mis papas.

Atentamente

Nombre del Paciente Firma Fecha y Firma
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzélez del Angel,Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza,
Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso
de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de Genética, 3° Piso de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00 ext. 19402.

Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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ANEXO 5. Carta de Consentimiento Informado para los padres/tutor de familiar afectado

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

Para qué se efectua este estudio?

Para conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-
auriculo-vertebral (EFAV) que presenta su hijo(a) y con los resultados poder contribuir al diagnostico y
entendimiento de esta malformacion.

(En qué consiste el estudio?

Se tomara una muestra de sangre periférica (3-5 ml) y/o de células de descamacion de mucosa oral para
obtener el material genético (ADN) de su hijo(a), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se
analizaran regiones de genes que pueden estar implicadas en la alteracion del pabellon auricular (microtia o
espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)). Ademas, en una sola ocasion, se tomaran fotografias de la cara y
los pabellones auriculares y se mediran estos ultimos. Se espera contar con la participacion de minimo 100
pacientes para este estudio.

., Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria e Instituto Nacional de Rehabilitacion que
tengan diagnostico de alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV))
y sus familiares con la misma alteracion.

;Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio y no firmen cartas de consentimiento y/o
asentimiento informado.

. Qué se le pedira a mi hijo(a) que haga?

Se le pedira que coopere durante la toma de una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml) y/o de células de
descamacion de mucosa oral, que se realizara en una sola ocasion por personal calificado y bajo todas las
medidas de seguridad como la utilizacion de guantes y material estéril y desechable. También se le pedira su
disposicion para la medicion de los pabellones auriculares y la toma de fotografias de estos ultimos y de la
cara.

. Quién sufragara los gastos del estudio?

La TAC de oido, radiografias de columna y ultrasonido renal del paciente dado que forman parte del abordaje
de microtia deberan ser pagados por los padres/tutor. La ortopantomografia y el estudio molecular de los
cinco genes candidatos no tendra costo para usted. Tampoco recibird una compensacion econémica por
aceptar participar en el mismo.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas sobre este estudio?

Puede comunicarse con los investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel, Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza, Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez.
Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria,
S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Puede comunicarse con el investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de
Genética, 3° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00
ext. 19402.

En caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante puede comunicarse con el Presidente del
Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Peditrica del Instituto Nacional de
Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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(Mi hijo(a) puede negarse a participar en este estudio o abandonar el estudio?

La participacion de su hijo(a) es total y absolutamente voluntaria. En cualquier momento puede abandonar el
estudio y retirar el consentimiento informado sin que esto tenga ningun tipo de repercusion en la atencion de
su hijo(a) en los servicios de la Institucion.

., Quiénes van a tener informacion de los datos de mi hijo(a)?

Los datos personales de su hijo(a) en el estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad y no seran
compartidos con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su
autorizacion expresa y por escrito. La informacion necesaria para el analisis de los resultados puede ser
evaluada y revisada unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda
la informacion clinica impresa de su hijo(a) que se recabe para el presente proyecto quedara resguardada bajo
llave y las fotografias e informacion genética en archivos electronicos encriptados. Para preservar la
confidencialidad sélo los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta
informacion, de los pacientes del INP la Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y de los pacientes del INR la Dra.
Maria de la Luz Arenas Sordo. Los estudios de gabinete solicitados se resguardardn en los archivos
correspondientes de cada institucion (clinico y radioldgico). En caso de que se identifique una variante génica
en su hijo(a) se le contactara via telefonica o mediante telegrama para solicitarle su autorizacion para publicar
la informacion clinica (incluyendo las fotografias) y genética en una revista médica de arbitraje internacional.

.Qué se va a hacer con la muestra biolégica (extraccion de DNA) de mi hijo(a)?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su contenedor y no
sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su
autorizacion expresa y por escrito. La muestra solo puede ser analizada y revisada por los médicos e
investigadores del presente proyecto y quedard bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud durante los 3 afios que durara la realizacion de este
estudio. Esta muestra sera para uso exclusivo de este proyecto y en caso de ser requerida para futuros estudios
de investigacion se le volvera a contactar via teleféonica o mediante telegrama para firmar una nueva carta de
consentimiento informado, siempre y cuando usted lo autorice (si autorizo __ no autorizo ). En caso de no
dar autorizacion para su almacenamiento y estudio posterior, la muestra sera desechada al término de este
proyecto. En todos los casos se mantendra la confidencialidad de la informacion derivada de dichos estudios.

. Puedo conocer los resultados del estudio?

Si, si usted lo desea recibira posteriormente una consulta con los genetistas clinicos donde se le informara
sobre los hallazgos obtenidos de la valoracion clinica y de los estudios de gabinete solicitados asi como de los
hallazgos en el ADN (moleculares) encontrados (si deseo recibir resultados  no deseo recibir
resultados ).

. Qué beneficios obtendra mi hijo(a) por participar en el estudio?

El seguimiento y manejo del paciente no se vera modificado por los resultados obtenidos en este estudio de
investigacion, ya que el objetivo del proyecto es conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del
pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)) para poder contribuir al diagnostico
y entendimiento de esta malformacion. Por lo que su hijo(a) no obtendra un beneficio directo por participar.
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.Podria existir algun evento adverso durante el estudio?

Si, en caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre y/o de células de descamacion de
mucosa oral se le recontactara via telefonica o mediante telegrama por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle a su hijo(a) que acuda a una nueva toma de muestra.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que acepto la participacion de mi hijo(a) en este estudio.
He leido cuidadosamente este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este estudio y mis
preguntas han sido contestadas. Asimismo, entiendo que nuestra participaciéon no conlleva ningin tipo de
compensacion econdmica. Finalmente, se me ha informado que si deseamos no participar, ello no repercutira
en la atencion médica brindada a mi hijo(a) dentro de la Institucion y cudles de los estudios del presente
proyecto de investigacion no tendran un costo para mi.

Atentamente
Padre o tutor Firma Fecha
Madre o tutor Firma Fecha

Nombre del paciente:

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzélez del Angel,Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza,
Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Ferndndez Hernandez. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso
de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de Genética, 3° Piso de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00 ext. 19402.

Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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ANEXO 6. Carta de Consentimiento Informado para familiar afectado

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

Para qué se efectua este estudio?

Para conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-
auriculo-vertebral (EFAV) que presenta usted y con los resultados poder contribuir al diagnostico y
entendimiento de esta malformacion.

JEn qué consiste el estudio?

Se le tomard una muestra de sangre periférica (3-5 ml) y/o de células de descamacion de mucosa oral para
obtener su material genético (ADN), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran
regiones de genes que pueden estar implicadas en la alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro
facio-auriculo-vertebral (EFAV)). Ademas, en una sola ocasion, se le tomaran fotografias de la cara y los
pabellones auriculares y se mediran estos ultimos. Se espera contar con la participacion de minimo 100
pacientes para este estudio.

. Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria e Instituto Nacional de Rehabilitacion que
tengan diagndstico de alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV))
y sus familiares con la misma alteracion.

. Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio y no firmen cartas de consentimiento y/o
asentimiento informado.

,Qué se le pedira que haga?

Se le pedira que coopere durante la toma de una muestra de sangre periférica (3 a 5 ml) y/o de células de
descamacion de mucosa oral, que se realizard en una sola ocasion, por personal calificado y bajo todas las
medidas de seguridad, como la utilizacion de guantes y material estéril y desechable. También se le pedira su
disposicion para la medicion de los pabellones auriculares y la toma de fotografias de estos ultimos y de la
cara.

. Quién sufragara los gastos del estudio?

La TAC de oido, radiografias de columna y ultrasonido renal dado que forman parte del abordaje de microtia
deberan ser pagados por el paciente. La ortopantomografia y el estudio molecular de los cinco genes
candidatos no tendra costo para usted. Tampoco recibird una compensacién econdmica por aceptar participar
en el mismo.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas sobre este estudio?

Puede comunicarse con los investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel, Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza, Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez.
Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria,
S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Puede comunicarse con el investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de
Genética, 3° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00
ext. 19402. En caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante puede comunicarse con el
Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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. Puedo negarme a participar o abandonar el estudio?

Su participacion es total y absolutamente voluntaria. En cualquier momento, puede abandonar el estudio y
retirar el consentimiento informado sin que esto tenga ningun tipo de repercusion en su atencion en los
servicios de la Institucion.

., Quiénes van a tener informacion de mis datos?

Sus datos personales en el estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad y no seran compartidos con
terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su autorizacion expresa
y por escrito. La informacion necesaria para el analisis de los resultados puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda su informacion
clinica impresa que se recabe para el presente proyecto quedara resguardada bajo llave y las fotografias e
informacién genética en archivos electronicos encriptados. Para preservar la confidencialidad soélo los
investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion, de los
pacientes del INP la Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y de los pacientes del INR la Dra. Maria de la Luz
Arenas Sordo. Los estudios de gabinete solicitados se resguardaran en los archivos correspondientes de cada
institucion (clinico y radiologico). En caso de que se identifique una variante génica en usted se le contactara
via telefonica o mediante telegrama para solicitarle su autorizacion para publicar la informacion clinica
(incluyendo las fotografias) y genética en una revista médica de arbitraje internacional.

. Qué se va a hacer con mi muestra biologica (extraccion de DNA)?

La muestra sera codificada con una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en su contenedor y no
sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con su
autorizacion expresa y por escrito. La muestra sélo puede ser analizada y revisada por los médicos e
investigadores del presente proyecto proyecto y quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud durante los 3 afios que durara la
realizacion de este estudio. Esta muestra sera para uso exclusivo de este proyecto y en caso de ser requerida
para futuros estudios de investigacion se le volverd a contactar via telefénica o mediante telegrama para firmar
una nueva carta de consentimiento informado, siempre y cuando usted lo autorice (si autorizo  no
autorizo___ ). En caso de no dar autorizacion para su almacenamiento y estudio posterior, la muestra sera
desechada al término de este proyecto. En todos los casos se mantendra la confidencialidad de la informacion
derivada de dichos estudios.

Puedo conocer los resultados del estudio?

Si, si usted lo desea recibira posteriormente una consulta con los genetistas clinicos donde se le informara
sobre los hallazgos obtenidos de la valoracion clinica y de los estudios de gabinete solicitados asi como de los
hallazgos en el ADN (moleculares) encontrados (si deseo recibir resultados  no deseo recibir
resultados ).

- Qué beneficios obtendré por participar en el estudio?

Su seguimiento y manejo no se vera modificado por los resultados obtenidos en este estudio de investigacion,
ya que el objetivo del proyecto es conocer mas sobre la causa genética de la alteracion del pabellon auricular
(microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)) para poder contribuir al diagndstico y entendimiento de
esta malformacion. Por lo que no obtendra un beneficio directo por participar.

.Podria existir algun evento adverso durante el estudio?

Si, en caso de obtener poco material genético al tomar la muestra de sangre y/o de células de descamacion de
mucosa oral se le recontactara via telefonica o mediante telegrama por los investigadores responsables del
proyecto para solicitarle que acuda a una nueva toma de muestra.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He leido cuidadosamente
este formato, se me ha explicado en forma clara en qué consiste este estudio y mis preguntas han sido
contestadas. Asimismo, entiendo que mi participacion no conlleva ninglin tipo de compensacion econémica.
Finalmente, se me ha informado que si deseo no participar, ello no repercutird en mi atenciéon médica dentro
de la Institucion y cuales de los estudios del presente proyecto de investigacion no tendran un costo para mi.

Atentamente

Nombre Firma Fecha
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzélez del Angel,Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza,
Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso
de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de Genética, 3° Piso de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00 ext. 19402.

Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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ANEXO 7. Carta de Asentimiento Informado para familiar afectado

PROYECTO: ESTUDIO MOLECULAR DE GENES CANDIDATOS EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES MEXICANOS CON MICROTIA COMO EXPRESION MINIMA DEL ESPECTRO
FACIO-AURICULO-VERTEBRAL (EFAYV)

;Para qué se hace este estudio?
Para conocer mejor la causa genética que origina tu enfermedad.

(En qué consiste el estudio?

Se te tomard una muestra de 3-5 ml de sangre y/o un raspado con un cepillo fino del interior de tu boca y
lengua y se estudiaran regiones de genes que pueden estar relacionadas con tu enfermedad. Ademas, en una
sola ocasion, se tomaran fotos de tu cara y pabellones auriculares y se mediran estas ultimas. Se espera contar
con la participacion de minimo 100 nifios como ti para este estudio.

;Quiénes pueden participar en el estudio?

Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria e Instituto Nacional de Rehabilitacion que
tengan alteracion del pabellon auricular (microtia o espectro facio-auriculo-vertebral (EFAV)) y sus familiares
con la misma alteracion.

. Quiénes no podran participar en el estudio?
Aquellos niflos que no deseen participar en el estudio.

Qué se te pedira que hagas?

Se te tomara una muestra de sangre (3 a 5 ml) y/o un raspado con un cepillo fino del interior de tu boca y
lengua por personas calificadas y bajo todas las medidas de seguridad, como el uso de guantes, material
limpio y desechable. También se te pedira ayuda para medir tus pabellones auriculares y tomar las fotos de
estos ultimos y de tu cara.

,Quién pagara los gastos del estudio?

Los estudios del oido, columna y rinén (TAC de oido, radiografias de columna y ultrasonido renal) como
forman parte del estudio de tu enfermedad deberan ser pagados por tus padres/tutor. El estudio de la cara
(ortopantomografia) y el estudio de tu informacion genética no tendra costo para tus padres/tutor. Tampoco
recibiras dinero por participar en este estudio.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puedes comunicarte con los investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel, Dr. Miguel Angel
Alcéntara Ortigoza, Dra. Bernardette Estandia Ortega, Dra. Liliana Ferndndez Hernandez y/o a la Dra. Maria
de la Luz Arenas Sordo, asi como con la Dra. Matilde Ruiz Garcia en caso de que tengas dudas sobre tus
derechos.

. Puedo negarme a participar en este estudio o abandonar el estudio?
Puedes participar si quieres o puedes decidir ya no participar en el estudio en cualquier momento, sin que esto
afecte tu atencion en el hospital.

., Quiénes van a tener la informacion de mis datos?

Toda tu informacion sera mantenida en secreto y no serd compartida con otras personas, solo la conoceran los
médicos e investigadores que te invitaron a participar en este proyecto.
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,Qué van a hacer con la muestra que ya no usen?

A tu muestra se le pondra una clave que no tenga tu nombre y no serda compartida con nadie si ti no lo
permites. Quedara guardada en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria de la
Secretaria de Salud. Tu muestra so6lo se usara para este estudio y en caso de que se necesite en un futuro se te
volvera a llamar para firmar una nueva.

. Puedo conocer los resultados del estudio?
Si, si ti quieres recibiras después una platica con los médicos quienes te explicaran lo que se encontrd en el
estudio.

. Qué voy a ganar por participar en el estudio?

Tus consultas en el hospital no cambiaran si participas o no en este estudio. Lo que se quiere conocer con este
proyecto es qué causo la alteracion de tu pabellon auricular para poder entender mejor tu enfermedad. Por lo
tanto no ganaras nada extra por participar.

. Podria existir algin problema durante el estudio?
Si, si se obtiene poca muestra de sangre y/o células de tu boca se te llamara para que vengas al hospital a que
se te tome otra muestra.

DECLARACION DE ASENTIMIENTO

Declaro, en forma libre y sin que nadie me presione, que participaré en este estudio. He leido con cuidado esta
carta, me explicaron claramente de que se trata este estudio y respondieron mis dudas. Entiendo que no
recibiré dinero por participar. Me explicaron que aunque no quiera participar mi atencion médica en el
hospital sera la misma y cuales estudios no tendran un costo para mi ni para mis papas.

Atentamente

Nombre del Paciente Firma Fecha y Firma
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma
Nombre del testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables del INP: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel,Dr. Miguel Angel Alcantara Ortigoza,
Dra. Bernardette Estandia Ortega y Liliana Fernandez Hernandez. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso
de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. 1306.

Investigador responsable del INR: Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo. Servicio de Genética, 3° Piso de la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion, S.S. Tel 59-99-10-00 ext. 19402.

Presidente del Comité de Etica (INP): Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica del
Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 ext. ext. 1581.
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ANEXO 8. Secuencias de oligonucleétidos para amplificacion por PCR del gen HOXA2

El disefio de los primers se realizéo mediante herramientas en linea

(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index)

Gen HOXA2

Secuencias de primers para el estudio de los exones codificantes y los bordes exon-intron del gen HOXA2.

NM 006735.3, NP_006726.1

EXON |PRIMERF

Tm | PRIMER R pb
1 CCCATACGGCTGTAATCAGT CCCACATTACACAAGTTCG 809
G
2 GAAAGGCAGCACAATAGCT GGAAGGGGTAGGTCAAGA 1005
C AG
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