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RESUMEN: Introduccion: La administracion de adriamicina o nitrofen
a las ratas gestantes produce en su descencencia, respectivamente, atre-
sia esofdgica (AE) con asociacion VACTERL o hernia diafragmdtica
congénita (HDC). La etiologia de estas acciones no estd clara, y han
sido involucrados algunos genes como el sonic hedgehog, la familia
Gli, la cascada de los retinoides y algunos genes homedticos. Los genes
Hox son los encargados de la segmentacién del embrién y de controlar
aspectos fundamentales del desarrollo. Los ratones con pérdida de fun-
cién para Hoxa3, Hoxb3, Hoxc3, Hoxc4 y Hoxa5 muestran fenotipos
compatibles con la asociacion VACTERL, malformaciones cardiacas,
bronquiales y pulmonares, atresia esofdgica y malformaciones diafrag-
méticas. El presente trabajo resume nuestros hallazgos en las alteracio-
nes de expresion de estos genes en ambos modelos experimentales.
Material y métodos: Para el modelo de AE usamos ratonas gestantes
a las que se administré 4 mg/kg de adriamicina intraperitoneal en los
dias 7,5 y 8,5 de gestacién (término=19 dfas). En el caso de la HDC
se us6 el mismo modelo, administrando nitrofen por via intragdstrica
en el dia 8. En ambos casos se usaron como grupo control animales a
los que se dio por la misma via el mismo volumen tan solo de excipien-
te. Los embriones fueron recuperados en los dias 13, 14, 15y 16 en el
caso de la AE y en los dias 14, 16 y 19 en el caso de 1a HDC. Los ani-
males completos o sus pulmones y corazones se procesaron para técni-
cas morfoldgicas, inmunohistoquimicas y de biologia molecular (RT-
PCR, reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real), centrandonos
en los genes Hoxa3, Hoxa5, Hoxb3, Hoxb5, Hoxc4 y Hoxd3.
Resultados: AE: La inmunohistoquimica revel6 grandes diferencias
entre los fetos expuestos a adriaminica y los controles en la captacion
de los anticuerpos para Hoxa3, Hoxb3 y Hoxd3 en todos los tejidos sal-
vo el corazén. La RT-PCR mostré una disminucién en la expresién de
esos genes en los pulmones pero no en el corazén en los animales tra-
tados con el teratégeno. Lo mismo ocurrié ademds con Hoxc4.

HDC: la expresién de Hoxa3 y Hoxb5 fue similar en los corazones de
los 2 grupos. Sin embargo el nitrofen ocasiond un incremento en la
expresion de Hoxa5 y Hoxb3 en el corazén de los fetos expuestos en
los dfas 14 y 19 y una disminucioén en el 16. En el andlisis inmunohis-
toquimico no se encontraron diferencias entre los grupos.
Conclusiones: En ambos modelos experimentales son evidentes las alte-
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raciones de los genes Hox estudiados, especialmente en tejido pulmo-
nar y cardiaco. Las malformaciones de estos érganos asociadas a la AE
y la HDC pueden ser debidas, entre otras causas, a alteraciones en la
expresion de determinados genes Hox. Debido a su especifica partici-
pacién en la morfogénesis pulmonar y del intestino anterior, su estudio
nos podria conducir a una mejor comprension de la etiologia de estas
entidades.

PALABRAS CLAVE: Atresia de eséfago; Hernia diafragmatica congéni-
ta; Adriamicina; Nitrofen; Etiologfa; Genética; Genes Hox.

THE ETIOLOGY OF CONGENITAL DIAPHRAGMATIC HERNIA
AND ESOPHAGEAL ATRESIA: THE HOX GENES

ABSTRACT: Background: SPrenatal administration of adriamycin or
nitrofen to pregnant mice produce in the embryos, respectively, esopha-
geal atresia/VACTERL association (EA) or congenital diaphragmatic
hernia (CDH). Various genes and signalling pathways like sonic hed-
gehog, Gli family, retinoic acid and homeotic genes have been pointed
out in the origin of these malformations. Hox genes are master regula-
tory genes involved in embryo segmentation and other main develop-
ment processes. Hoxa3, Hoxb3, Hoxc3, Hoxc4 and Hoxa5 knock-out
mice show cardiac, tracheal, lung and diaphragmatic malformations,
EA and phenotypes that resemble that of VACTERL syndrome. We
present herein some of our findings in the expression of these genes
in both experimental models.

Material and methods: Pregnant mice were exposed either to 4 mg/kg
of adriamycin or vehicle on embryonic days 7,5 and 8,5; embryos were
recovered at four endpoints (E13 to 16). On the other hand, nitrofen was
given to pregnant mice on embryonic day 8th and embryos were reco-
vered at E14, E16 and E19. The embryos or, separately, their lungs and
hearts, were randomly processed for immunohistochemical or molecu-
lar biology studies (RT-PCR). We used antibodies for Hoxa3, Hoxb3
and Hoxd3 proteins and specific primers for Hoxa3, Hoxa5, Hoxb3,
Hoxb5, Hoxc4 and Hoxd3 genes.

Results: EA: Upon immunohistochemistry, adriamycin-exposed embr-
yos showed a severe decrease in expression of Hoxa3, Hoxb3 and Hoxb3
proteins in heart, skin, foregut but not in the heart. RT-PCR studies sho-
wed a statistically significant decrease of the four genes studied in the
lungs of OA mice when compared to controls. CDH: Upon RT-PCR
assessment the expression of Hoxa5 and Hoxb3 were higher in nitro-
fen-exposed mice than in controls on E14 and E19 and weaker on E16.
As regards immunohistochemical localization, expression of the three
genes was similar in nitrofen and control animals.

Conclusions: Both experimental models exhibit an alteration in the
expression of several proximal Hox genes, specially in lung and car-
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diac tissues. The malformations in these organs associated with CDH
and EA could be in part caused by these alterations. Due to their speci-
fic participation in lung and foregut morphogenesis, their study could
let us to better understand the mechanisms of CDH and EA.

KEY WoRDS: Esophageal atresia; Congenital diaphragmatic hernia;
Adriamycin; Nitrofen; Etiology; Hox genes.

INTRODUCCION

La hernia diafragmdtica congénita (HDC) y la atresia de
eséfago son, seguramente, las dos entidades quirdrgicas neo-
natales mds estudiadas en nuestra especialidad. Ambas se
caracterizan, ademds de por el defecto anatémico que las defi-
ne, por presentar cortejos sindrémicos acompafiantes que afec-
tan a multiples 6rganos y que suelen condicionar el prondsti-
co funcional y vital del paciente(!-5.

En el caso de la HDC, el 100% de los fetos autopsiados
con HDC y de un 40 a un 57% de los pacientes tienen mal-
formaciones asociadas(!-9., Considerando los abortos, morti-
natos y recién nacidos, las més frecuentes son defectos deri-
vados del cierre del tubo neural, anomalias cardiacas,
genitourinarias, gastrointestinales, esqueléticas, cromosomi-
cas y pulmonares®©. Son muy frecuentes por tanto los defec-
tos del tubo neural?, las cardiopatias congénitas con defec-
tos conotruncales principalmente® 9, las malformaciones del
esqueleto axial y los miembros!% 11 y la asociacién a sindro-
mes derivados de malformaciones de los arcos branquiales('?.

Por su parte, los pacientes con AE tienen una incidencia
de malformaciones asociadas que puede llegar al 70%%. Las
mads frecuentes, por este orden, son cardiovasculares (espe-
cialmente aquellas relacionadas con el proceso de septacion
cardiaca y con los grandes vasos), anorrectales, genitourina-
rias, digestivas, vertebrales, esqueléticas, respiratorias y cro-
mosomicas. En el caso concreto de la asociacion VACTERL,
se calcula que hasta el 25% de los recién nacidos con AE lo
puede encuadrarse dentro de esta asociacion sindrémica, lo
que nos da una idea de la amplitud del defecto embriogénico
que causa la malformacién(4 19,

Gran parte de lo poco que sabemos sobre la etiologia de
estas dos malformaciones procede de los dos modelos expe-
rimentales que reproducen en roedores no sélo la entidad cli-
nica sino también la mayor parte de sus anomalias asociadas.
En el caso de la HDC la exposicion durante la vida embrio-
naria de roedores a nitrofen (2,4-dicloro-4"-nitrodifenil eter)
ocasiona la hernia y el resto de malformaciones acompa-
flantes 17, Para la AE disponemos de un modelo basado
en la administracion intraperitoneal a la madre gestante de
adriamicina(®), un antibiético extraido del Streptomyces peu-
cetius. Como ocurre en la HDC, los fetos con AE presentan
caracteristicas que les permiten encuadrarse sin lugar a duda
en el espectro de la asociacion VACTERL(9).

Por tanto, bien en la HDC o bien en la AE, es tan similar
el cuadro polimalformativo en los roedores comparado con
el humano, que no es aventurado predecir que el mecanis-
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mo patogénico debe ser parecido® 2. Hasta la fecha se han
estudiado multiples vias que pueden explicar total o parcial-
mente este mecanismo. Han sido muchos los genes involu-
crados tales como sonic hedgehog, patched (PTCH)-smoo-
thened (Smo), la familia Gli, la cascada de los retinoides y
algunos genes homedticos®V.

Durante los dltimos afios una de nuestras lineas de inves-
tigacion se ha centrado en el estudio de los genes Hox, una
familia de genes homedticos que se encargan de aportar infor-
macion sobre el plan corporal que determina la segmentacion
axial y el desarrollo a lo largo del eje anteroposterior, e influ-
yen fuertemente en la organogénesis regional a través de la
diferenciacién mesenquimal y de las interacciones epitelio-
mesenquimales®?. Los 39 genes de la familia Hox en los
mamiferos se encuentran agrupados en cuatro grupos o com-
plejos en cuatro cromosomas diferentes (Hoxa, Hoxb, Hoxc
y Hoxd)®@. La organizacién de los genes en cada complejo
es fundamental para la regulacion espaciotemporal precisa y,
por tanto, para la correcta formacion del embrién©@*. Su fun-
cién se puede conocer gracias a la creacion de animales mutan-
tes que pierden uno o los dos alelos de cada uno de los genes
(en inglés knock-out)®). Asi, se sabe que los mutantes para
Hoxa3, Hoxb3, Hoxc3, Hoxc4 y HoxaS muestran fenotipos
compatibles con la asociacion VACTERL, malformaciones
cardiacas, bronquiales y pulmonares, atresia esofdgica y mal-
formaciones diafragméticas, lo que les hace ser candidatos
a participar en la etiologia de la HDC y la AE?-30, E] presen-
te trabajo resume algunos de nuestros hallazgos en las altera-
ciones de expresion de estos genes en ambos modelos expe-
rimentales.

MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental de HDC

Se usé el modelo de induccién de HDC mediante la
administracion de nitrofen a la ratona gestante Brevemen-
te, se emplearon 24 ratonas CBA hembra virgenes de unos
30g de peso y machos de la misma raza con fertilidad pro-
bada, manipulados segtin las exigencias de la Unién Euro-
pea vigentes (EC 86/L609) y a las recogidas en el RD
120172005 de 10 de Octubre. Tras ser enjauladas 3 hembras
por macho, el dia 0,5 de la gestacién fue contado a partir
del momento en que el frotis vaginal demostr6 la presencia
de espermatozoides. Las ratonas fueron entonces divididas
en 2 grupos: control (n= 12) y nitrofen (n= 12). En el dia
8 de gestacion se administrd a las madres del grupo nitro-
fen una dosis de 25 mg del teratdgeno en 0,5 mL de aceite
de oliva por via intragdstrica. Los animales del grupo con-
trol fueron tratados de idéntica forma con el mismo volu-
men de excipiente. Cada grupo se subdividi6 en 3 en fun-
cién de la recuperacion de los fetos: dias 14 (n=4), 16 (n=
4) y 19 (n=4) de gestacién (término 19,5) y se procesaron
bien completamente o bien sus corazones por separado para
las distintas técnicas empleadas.

CIRUGIA PEDIATRICA



Hoxa
140 -

120
100 4
80
60 -
40 +
20

% Control

250 Hoxa

200
150
100

50

0 | —
14 16 19

% Control

Hoxa
45 —
40
35

25
20
15 4
10

% Control

14 16 19

Hoxa

% Control
S
|

Sl -

14 16 19

Figura 1. Expresion de los genes Hoxa3, Hoxb3, Hoxa5 y Hoxb5 medida en los pulmones de los embriones de ratonas expuestas a nitrofen y
expresada en porcentaje de expresion respecto a la correspondiente en los controles en los 3 puntos de medicién considerados, dias 14, 16y 19

del desarrollo.

Modelo experimental de AE

Para la AE seguimos el modelo de ratén desarrollado por
Ioannides mediante la administracion a la madre gestante
de adriamicina®). Usamos para ello 32 ratonas CBA que
fueron enjauladas durante la noche con machos de fertili-
dad probada (3x1) y en las que el dfa 0,5 de la gestacion fue
considerado la mafana en que se demostré la presencia de
tapon vaginal espermdtico. Las 32 ratonas gestantes fue-
ron expuestas bien a 4 mg/kg de adriamicina por via intra-
peritoneal (grupo AE, n=16) o a excipiente por la misma via
(grupo control, n=16), los dias 7,5 y 8,5. En funcién de la
recuperacion de los embriones, los grupos fueron subdivi-
didos a su vez en 4: dias 13 (n=4), 14 (n=4), 15 (n=4) y 16
(n=4) y procesados en bloque o sus pulmones y corazones
por separado.

Técnicas de laboratorio

Ademis de estudios morfoldgicos al uso (hematoxilina/
eosina), se usaron técnicas estdndar de laboratorio para el estu-
dio de los genes Hoxa3, Hoxa5, Hoxb3, Hoxb5, Hoxc4 y
Hoxd3, ya que tras una revision juiciosa de la literatura, con-
sideramos que eran los mds probablemente involucrados en
la etiologfa de 1a HDC o la AE. Para la inmunohistoquimi-
ca se usaron antibidticos comercialmente disponibles para
Hoxa3, Hoxb3 y Hoxd3. Para el estudio de la expresion géni-
ca de los 6 genes se aislé el RNA a partir de los tejidos pul-
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monar o cardiaco, se pasé a DNA-c mediante retrotranscrip-
cién y se evalud la expresion de los genes mediante PCR a
tiempo real cuantificada por lightcycler®?. La secuencia de
primers o cebadores para la amplificacion se obtuvo median-
te estudios de homologia, bisqueda bibliogréfica, o bien estu-
dio de la secuencia del gen en bancos disponibles y uso de
software especifico. Se utilizaron estdndares externos de con-
centracion conocida para determinar la concentracién de la
muestra mediante comparacion de curvas de fluorescencia.
Para normalizar los resultados se usd la proteina ribosomal
S18 de raton.

RESULTADOS

Hernia diafragmatica congénita

Por técnicas de inmunohistoquimica no se encontraron
diferencias entre los 2 grupos en ninguno de los momentos
de gestacion estudiados, tanto en el corazén como en los pul-
mones. En lo que respecta a la RT-PCR, la expresién pul-
monar de Hoxa3, Hoxb3, Hoxa5 y Hoxb5 se encontré muy
disminuida en el dia 14 de la gestacién en el grupo Nitro-
fen, aumentado con respecto a los controles especialmente
para Hoxa3, Hoxa5 y Hoxb5 en el dfa 16 y casi desaparecien-
doenel dia 19 en los 4 genes (Fig. 1). En el corazén, encon-
tramos diferencias en la expresion especialmente de HoxaS y
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Tabla I Expresion medida por PCR a tiempo real de 4 genes Hox
en el pulmén del embrién de ratén expuesto a adriami-
cina y recogido en 4 momentos diferentes del desarrollo.
Los niimeros expresan el porcentaje respecto a la corres-
pondiente expresion medida en los animales del grupo
control

EI3 El4 El5 El6
Hoxa3  1,12+1,56* 0,95+1,12%  0,05+0,14* 1,48+1,61*
Hoxb3  0,74x0,88* 0,82+0,50* 0,22+0,25*% 6,38+1,61*
Hoxd3 0,00%* 0,00%* 2,10x1,12*%  6,40+1,38*
Hoxcd  2,58+191* 0,64+0.87* 2,22+345% 2,81+3,13*

*p<0,05 vs controles

Hoxb3, que se encontraba aumentada hasta 10 veces en los
fetos expuestos a nitrofen con respecto a los controles en
los dias 14y 19.

Atresia de esofago

La inmunohistoquimica revelé importantes diferencias
entre los fetos expuestos a adriamicina y los controles en la
captacion de los anticuerpos para Hoxa3, Hoxb3 y Hoxd3,
especialmente en los tejidos mesodérmicos, pulmonar, tra-
queal y piel. Sin embargo, el corazén parecia tefiirse por igual
en los 2 grupos en los 4 momentos de gestacion considera-
dos. En lo que respecta a los estudios con PCR a tiempo real,
la expresion de Hoxa3, Hoxb3, Hoxd3 y Hoxc4 fue nula o
casi nula en el tejido pulmonar de los ratones del grupo Adria-
micina respecto a los controles (Tabla I). Sin embargo, esta
expresion fue similar en el tejido cardiaco de los animales de
ambos grupos.

DISCUSION

Tanto la HDC como la AE constituyen complejos poli-
malformativos que asocian, junto al defecto anatémico que
les da nombre, multitud de anomalias que evidencian un tras-
torno embrionario precoz en su etiologia dltima. Numerosas
investigaciones hasta la fecha han intentado encontrar los
mecanismos etiopatogénicos involucrados en dicha etiolo-
g{a®339, La facilidad de reproducir en condiciones de labora-
torio no sélo las malformaciones sino también su cortejo mal-
formativo acompanante, ha permitido identificar numerosas
vias moleculares y genéticas responsables de los dos defec-
tos.

Uno de los candidatos a explicar genéticamente el origen
de la HDC y la AE es, bajo nuestro punto de vista, el grupo
de genes homedticos. La palabra griega “homeo” significa
semejante y estos genes de la Drosophila melanogaster fue-
ron asi bautizados por su capacidad, cuando eran mutados,
para transformar un segmento del cuerpo del insecto en algo
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parecido a otro segmento diferente??. Este complejo home-
obox de la mosca del vinagre estd conservado hasta la esca-
la superior, y su funcién tiene mucho que ver con el esquema
corporal, la segmentacion axial y el desarrollo anteroposte-
rior del embrién. En el ratén y en el humano una parte de ellos
se encuentra agrupada en el complejo Hox, compuesto por 39
genes organizados a su vez en 4 grupos pardlogos o comple-
jos compuestos por 9 a 11 genes cada uno y localizados en
4 cromosomas distintos: Hoxa, Hoxb, Hoxc y Hoxd, que en
el humano se encuentran respectivamente en los cromosomas
7,17, 12y 267,

Curiosamente, la organizacién de los genes en cada com-
plejo es fundamental para la regulacion espaciotemporal pre-
cisa y, por tanto, para la correcta formacién del embrién. De
esta manera, el orden relativo de los genes Hox dentro de un
mismo grupo condiciona su momento de activacion y su lugar
o dominio de expresion concreto a lo largo del eje anteropos-
terior (rostrocaudal): los genes mds préximos al lugar 3” del
cromosoma se expresan antes y en dominios mds anteriores
que los genes localizados mds cercanos a 5°, propiedad 1la-
mada colinearidad espacial®?.

(Cémo puede saberse la funcién de cada uno de estos
genes? Los experimentos mds conocidos que tratan de res-
ponder a esta pregunta son aquellos en los que se crean ani-
males mutantes sin uno o varios de estos genes, es decir, con
“pérdida de funcion” o knock-out.

Las caracteristicas de algunos de estos animales remedan,
en gran parte, a anomalfas como la AE o la HDC. Asi, el
mutante para Hoxa3 (en nomenclatura genética Hoxa3) exhi-
bia grandes defectos faringeos y cardiopatias congénitas que
le asemejaban al sindrome de DiGeorge?*3®. Los Hoxal*y
Hoxa2’ y los resultantes de combinar mutaciones en Hoxa3,
Hoxb3 y Hoxd3, también presentaban caracteristicas pare-
Cidas(27. 29,38,39),

Por otro lado, la ausencia de Hoxc4 origina sorprenden-
temente una obstruccidn esofdgica por desaparicién progre-
siva del tubo digestivo en el mesénquima tordcico junto con
malformaciones vertebrales®®), y ratones Hoxa5”- también
presentan malformaciones laringotraqueales varias ademas
de hipoplasia e inmadurez pulmonar“®. Hoxb3, por dltimo,
es necesario para el desarrollo pulmonar“?. Toda esta seme-
janza, junto a la implicacién de algunos factores de transcrip-
cion relacionados con estos genes en la etiologia de la AE(®:
42.43) (tales como Sonic Hedgehog, HNF-3, y TTF-1), apoyan
sin duda la participacion de los genes Hox en el origen de esta
enfermedad.

Una evidencia adicional la proporciona el que los genes
Hox, especialmente los mds proximos al extremo 3’ del cro-
mosoma y numerados del 1 al 5, jueguen un papel fundamen-
tal en la migracion de las células de la cresta neural a lo lar-
2o de los arcos faringeos®?-2), ademds de ser fundamentales
para el correcto desarrollo cardiaco®?. Tanto las malforma-
ciones de los arcos branquiales como las cardiopatias que
habitualmente acompaian a la AE y la HDC muestran una
nueva relacion de estos genes con las dos entidades.
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Nuestro trabajo muestra, sin lugar a dudas, una evidencia
mds de la afectacion de la cascada génica del grupo Hox en
los modelos experimentales de HDC y AE. La eleccién de los
genes estudiados en cada una de las malformaciones se hizo
en base a estudios bibliogréficos previos y a la disponibili-
dad, en cada momento, de anticuerpos comercialmente dis-
ponibles. En el caso de la HDC, aunque los hallazgos inmu-
nohistoquimicos no parecieron determinantes, la expresion
génica medida por técnicas de PCR a tiempo real demostré
una afectacion severa en los periodos precoces del desarro-
llo, tanto pulmonar como cardiaco. En la AE también los pul-
mones parecieron acusar el insulto causado por la adriamici-
na, tanto en la expresion proteica (inmunohistoquimica) como
en la genética; sin embargo, estos hallazgos no se encontra-
ron en el tejido pulmonar.

En suma, podemos afirmar que las alteraciones en los
genes Hox estudiados son evidentes en ambos modelos, con
algunas variaciones en términos de genes involucrados y teji-
dos afectados. Sin duda, las malformaciones en tejidos pul-
monares y cardiacos que acompaiian a la AE y 1a HDC podri-
an ser debidas, entre otras causas, a alteraciones en la expresion
de determinados genes Hox. Debido a su especifica partici-
pacion en la morfogénesis pulmonar y del intestino anterior,
su estudio nos conduce a una mejor comprension de la etio-
logfa de estas entidades.
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