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|. SIGLAS Y ABREVIATURAS

dB. Decibeles

Hz. Hertz

HNNS. Hipoacusia neurosensorial no sindromica

AD. Autosdmico dominante

AR. Autosdmico recesivo

DFN. Deafness

DFNA. Hipoacusias no sindromicas de herencia autosomica

dominante

DFNB. Hipoacusias no sindromicas de herencia autosémica recesiva

CGJ. Channel Gap Junction

PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa



Il. RESUMEN

Se estima que 1 de cada 1.000 recién nacidos posee algun tipo de
deficiencia auditiva, resultando en alteraciones del lenguaje, del habla,
del desarrollo cognitivo y psico-social, limitando drasticamente la

calidad de vida del afectado.

La disfuncion auditiva es causada tanto por factores ambientales como
genéticos y la proporcion de casos que pueden ser atribuidos a causas
hereditarias aumenta en forma continua. En mas de la mitad de los
casos la causa de la sordera es genética, de éstos, 70% se clasifican
como no sindrémicos siendo la transmisién autosémica recesiva la

mas frecuente.

El descubrimiento de diferentes mutaciones que conducen a
hipoacusia ha llevado a aclarar las bases moleculares de la fisiologia
coclear. Un elemento fundamental en el funcionamiento normal del
organo de Corti es el reciclaje del potasio, algunas alteraciones en
este mecanismo son las causas mas frecuentes de sordera de origen
genético, destacandose la mutacion en el gen GJB2 el cual codifica
para la conexina 26, una proteina de las uniones gap, responsable de
mas de la mitad de casos de sordera no sindrémica. Sin embargo, una
gran fraccion (10-42%) de los pacientes con mutaciones en GJB2

poseen sblo una mutacion identificada.



Esto llevdo a descubrir una delecion de 309 Kb la cual involucra la
region 5’ del gen GJBG6, resultando la segunda mutacidn mas frecuente
en distintas poblaciones. Debido a la variabilidad racial, es importante
conocer las mutaciones genéticas mas relevantes en nuestra

poblacion.

En el presente estudio se realizo el analisis molecular del gen GJB6 en
busca de la delecion mas frecuentemente reportada en la literatura en
6 pacientes mexicanos con una sola mutacién en el gen GJB2
(heterocigotos) para determinar la doble heterocigocidad en estos

pacientes.

Se identificd un paciente con una delecion en el gen de la conexina 30,
en los 5 restantes no se encontré dicha delecién, lo que nos indica que
existe una baja frecuencia de este tipo de delecién en la muestra de

pacientes analizada.



lIl. ANTECEDENTES

La pérdida de la audicion es el defecto sensorial mas comun en los
seres humanos. La disfuncion auditiva es causada tanto por factores
ambientales como genéticos y la proporcion de casos que pueden ser

atribuidos a causas hereditarias aumenta en forma continua.

La incidencia estimada de la hipoacusia congénita es de 1 en 1.000
nacimientos, de los cuales aproximadamente 60% son atribuibles a
factores genéticos; el resto es secundaria a factores ambientales entre
estos ultimos destacan las infecciones prenatales (citomegalovirus,
herpes virus, rubéola, toxoplasma, etc.), las infecciones posnatales
(meningitis bacterianas), el sufrimiento fetal, la hiperbilirrubinemia o los
farmacos ototoxicos. Estos porcentajes han ido modificandose en los
ultimos anos en paralelo al desarrollo tecnoldgico experimentado en

este tiempo por la biologia molecular.” 2,

Basados en el hecho de que el rango del habla en una conversacion
es de 50-60 dB, la hipoacusia se clasifica como: leve de 20 a 40 dB,
moderada de 41 a 70 dB, severa de 71 a 95 dB y profunda >95 dB.
Por las frecuencias: baja (500 Hz), media (501-2000 Hz) y alta (mas
de 2000 Hz)*°. En cuanto a la edad de inicio se clasifica en prelingual,
o poslingual. Por el sitio anatomico puede ser conductiva,
caracterizada por anormalidades del oido externo y/o de los
huesecillos del oido medio; neurosensorial, debida a la alteracion de
estructuras del oido interno tales como Ila coéclea; mixta, la

combinacion de hipoacusia conductiva y neurosensorial y por ultimo
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central, causada por dafio o disfuncién a nivel del octavo nervio

craneal, del tallo o la corteza cerebral.® * >

La hipoacusia de origen genético tiene gran heterogeneidad, se estima
que aproximadamente 1% de todos los genes humanos estan
involucrados en el proceso de audicion.> ”. Las alteraciones auditivas
de origen genético se dividen de acuerdo a su forma de presentacion
en no sindrémicas (70%) y sindrémicas (30%). " 2. Las hipoacusias se
etiquetan como sindromicas cuando se asocian con malformaciones
del oido externo o con manifestaciones en otros 6rganos o sistemas,
como en el sindrome de Usher que se asocia a retinosis pigmentosa;
el sindrome de Pendred que presenta bocio eutiroideo vy
malformaciones del oido interno; el sindrome de Treacher-Collins con
dismorfias craneofaciales, el sindrome de Stickler con habitus
marfanoide, el sindrome de Alport con anomalias renales y el
sindrome de Jervell y Lange-Nielsen con intervalos QT largos.?%™. Se
han descrito mas de 400 sindromes en los cuales la hipoacusia es un

componente clinico.”

La sordera no sindromica no esta asociada a otras manifestaciones
clinicas e involucra mas de 100 genes diferentes.’ La hipoacusia
neurosensorial no sindromica (HNNS) puede presentar un patrén de
herencia autosdmica recesiva (~80%), autosdmica dominante (~15-
20%), ligada al X (1-5%) y mitocondrial (< 1%). La HNNS es
usualmente, prelingual, severa a profunda, y permanece relativamente

1,256 :
estable. . Figura 1 (referencia 2)
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Actualmente se desconocen los porcentajes correspondientes a cada

patron de herencia en el caso de las hipoacusias poslinguales no

sindromicas. Sin embargo, el porcentaje de familias con un patrén AD

es mayor que en las prelinguales.’

Caracteristicas genéticas de las hipoacusias hereditarias

Penetrancia incompleta: sélo un porcentaje de los individuos
portadores del gen alterado manifiesta la enfermedad.
Expresividad variable: la severidad de las manifestaciones
clinicas difiere entre individuos portadores de una misma
mutacion.

Heterogeneidad genética: mutaciones en genes diferentes
pueden producir una misma manifestacion clinica. Se conocen al

menos 30 genes capaces de producir una hipoacusia prelocutiva

12



no sindromica de herencia autosomica recesiva (GJB2,
GJB6,0TOF, TECTA,MYOTA, etc.) ?

- Heterogeneidad alélica: una misma mutacion puede dar lugar a
enfermedades diferentes. Por ejemplo, la mutacion recurrente
35delG en el gen GJB2 (conexina 26), puede ocasionar una
hipoacusia no sindromica AR (DFNB1), no sindrémica AD
(DFNA3), o un sindrome con manifestaciones cutaneas,

vasculares o tiroideas. 2

Debido a estas caracteristicas, las hipoacusias de origen genético,
dificultan el establecimiento de correlaciones entre el genotipo y el

fenotipo. > %78

1. HIPOACUSIA Y GENES

Se han identificado genes responsables de mas de 40 sorderas no
sindromicas y 140 loci para distintas formas de hipoacusia.’ %'

La nomenclatura de cada uno de estos loci se basa en la forma de
herencia en la que se transmite la patologia. Aquellos locus donde se
encuentren genes que produzcan hipoacusias no sindromicas de
herencia autosomica dominante se denominaran DFNA (DeaFNess)
numerados actualmente del 1 al 57; las formas de herencia
autosdmica recesiva se denominan DFNB, numerados del 1 al 77; las
formas ligadas al cromosoma X se denominan DFN numerados del 1

al 8.’

13



En términos practicos, se dice que la mayoria de los loci de herencia
autosomica recesiva causan hipoacusia prelingual severa-profunda,
con excepcion del locus DFNB8, el cual se relaciona con una
hipoacusia pos lingual y rapidamente progresiva. '

La mayoria de los loci de herencia autosbmica dominante causan
hipoacusia poslingual, con excepcion de DFNA3, DFNA8, DFNA12 y
DFNA19. Los loci ligados al cromosoma X (DFN) pueden ser pre o

post linguales Figura 2. "> %*°

Figura 2. Genes causantes de hipoacusia. Representacion esquematica de todos los genes
clonados que se asocian con hipoacusia no sindrémica autosémica recesiva (rojo), autosémico
dominante (azul) y ligada la X (negro); hipoacusia sindromica (verde) y aquellos involucrados tanto

en hipoacusias sindrémicas como no sindrémicas (azul marino). Tomado de la referencia 13
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Aproximadamente, 50% de las hipoacusias no sindromicas de
herencia autosomica recesiva son causadas por mutaciones en el
locus DFNB1 ubicado en el brazo largo del cromosoma 13 (13g11-
g12); se ha establecido que los genes responsables son GJB2 (Gap
Junction Beta-2), el cual codifica para la Conexina 26, una proteina de
las uniones gap; y GJB6, que codifica para conexina 30 (Gap Junction

Beta-6). %% %7

Se considera que las mutaciones en GJB2 son la etiologia mas
frecuente de sorderas hereditarias.® ' "% ' Una mutacion especifica,
35delG, es responsable de ~50- 70% de las mutaciones patoldgicas
del gen de la Cx26. "> 1% 11819 F| otro 50% de los casos se deberia a
otras mutaciones en cualquiera de los numerosos genes descritos,
muchas de las cuales solo han sido encontradas en una o dos

familias." %3

2. MECANISMO DE LA AUDICION NORMAL

El sistema auditivo consiste del oido externo, el cual incluye el
pabellén auricular y el conducto auditivo externo, el oido medio y el
oido interno, céclea o caracol. Las ondas sonoras pasan a través del
pabellén auricular y del conducto auditivo externo hacia la membrana
timpanica, las vibraciones de ésta son transmitidas a través del oido
medio al oido interno por una cadena de tres huesecillos, el martillo, el
yunque y el estribo. La base del estribo esta adyacente a la ventana
oval de la coclea, su movimiento trasmite las ondas sonoras al oido

interno.? Figura 3.
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Figura 3. llustracion esquematica del oido humano. (Referencia 20)

La céclea (Figura 4) es el sitio en donde la energia mecanica de los
ondas sonoras es convertida en potenciales de accion del nervio
coclear, iniciando asi la transmision de la informacion auditiva hacia
los centros del tronco cerebral y a centros superiores en la corteza
cerebral, proceso necesario para la comprensiéon e interpretacion de

los sonidos. 2%
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Figura 4. La coclea.

La coclea esta localizada en la porcién petrosa del hueso temporal,
tiene forma de espiral o caracol y mide aprox. 35mm, en su longitud
esta divida en tres compartimentos: la escala vestibular, la escala
media y la escala timpanica (figura 5). La escala vestibular y la
timpanica, estan llenas de un liquido, la perilinfa, de composicion
diferente a la endolinfa. La escala media, contiene endolinfa con altas
concentraciones de potasio y bajas concentraciones de sodio; esta
discrepancia en la composicion electrolitica de los liquidos del oido
interno genera una diferencia de potencial eléctrico entre el interior y el
exterior de las células ciliadas, que juega un papel central en el
proceso de transduccion de la informacion que se lleva a cabo en la

coclea.?’!
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Figura 5. Compartimentos de la coclea. Referencia 21

Los receptores auditivos son las células ciliadas del érgano de Corti,
las cuales son de dos tipos: internas y externas. El extremo de los
estereocilios de las células ciliadas externas estan embebidas en la
membrana tectoria, estos cilios tienen un esqueleto de actina y formas
no convencionales de miosina que estan fijas a una lamina cuticular
rica en actina que a su vez sujeta el estereocilio al citoesqueleto
celular. Los estereocilios estan anclados unos a otros cerca de su

apice de forma tal que se mueven en conjunto.”" %

Las células ciliadas internas son los receptores primarios y reciben la
mayoria de las fibras aferentes del nervio coclear; las células ciliadas

externas, reciben la mayor parte de la informacion eferente del mismo

18



nervio, tienen por funcidn promover la discriminacién de frecuencia y
amplificacion de la sefal, de forma que modulan el funcionamiento del

receptor primario.

Las ondas retransmitidas desde la membrana timpanica hacia la
escala vestibular de la coclea mueven la membrana basilar causando
la deflexion de los estereocilios contra la membrana tectoria (figura 6 y
7). La deflexion de los estereocilios conduce a la apertura de canales
idnicos que permiten la entrada de potasio al interior de la célula
ciliada induciendo su despolarizacion. La despolarizacién celular
genera la activacion de canales de calcio conllevando a la movilizacién
de vesiculas sinapticas y posterior liberacion del neurotransmisor en el
espacio sinaptico; de esta forma se inicia la activacion del nervio

coclear. " %2

FIGURA 6 y 7. Estereocilios Referencia 22
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Las moléculas de miosina no convencionales juegan un papel
importante en el proceso de transduccidon manteniendo la tension entre
las uniones de los apices de los estereocilios.?? Para mantener el
funcionamiento de la célula ciliada, los iones de potasio que entran en
su interior deben salir, ademas debe mantenerse una alta
concentracion a nivel de la endolinfa (figura 8). Con el fin de mantener
este proceso se lleva a cabo un mecanismo de reciclaje del potasio

mediante el cual estos iones

salen de la célula ciliada a
nivel de su membrana
basolateral por un canal de
potasio, alcanzando Ilas
células de soporte del
organo de Corti.
Posteriormente difunden en
forma pasiva de célula a

célula a través de uniones

gap, compuestas por una

proteina multimérica, denominada conexina, presente en las células
de soporte del 6rgano de Corti, células del limbo y del ligamento
espiral. Una vez que los iones de potasio alcanzan la estria vascular
son activamente bombeados hacia la endolinfa por canales de potasio

dependientes de voltaje.” ?"?* %>

Figura 8. Recaptura de K+ en la coclea. Referencia 21
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La membrana tectoria es una estructura acelular con una funcion
mecanica en el proceso de transduccion de la sefal. Esta conformada
por una matriz proteica de varios tipos de colagena en mas de la mitad
de su estructura, predominando la colagena tipo Il, y en menores
cantidades de tipo IX y XI. La proteina no colageno mas abundante es

la o tectorina.?*
3. UNIONES GAP

Dado que la mayoria de las mutaciones presentes en las sorderas se
dan en las uniones Gap que son codificadas por genes, es importante
describir su estructura y funcion. Las uniones Gap son un grupo de
canales intercelulares que conectan el citoplasma de células
adyacentes a través del espacio intercelular, lo que permite a los iones
inorganicos y otras moléculas como segundos mensajeros (IP3,
cAMP, cGMP, ATP, etc.) o diversos metabolitos (azucares,
aminoacidos, glutation, etc.), con un tamano de aproximadamente
1KDa, circular de una célula a otra. Se ha demostrado que las uniones
estrechas del tejido conectivo y epitelial de la céclea son responsables

del reciclado del potasio endolinfatico. 2°%°

Estas uniones Gap estan formadas por seis subunidades proteicas
llamadas conexinas, que atraviesan la membrana celular de un
extremo a otro. La union de estas conexinas forma una estructura de
seis lados llamada conexon. El conexdn individual de una célula forma
un hemicanal el cual se une al de la célula vecina formando un canal

de unién tipo Gap. ®? Los hemicanales individuales pueden estar
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compuestos de un tipo de conexina (homomérico) o mas de uno
(heteromérico) formando dos hemicanales opuestos que forman un
solo canal y puede contener el mismo conexon (homotipico) o

diferentes (heterotipico). Figura 9 %°

Figura 9. Conexones. Tomado de referencia 26.

Cualquiera de las conexinas compatibles puede, hipotéticamente,
formar 196 diferentes tipos de canales. Todas tienen la misma
topologia en Ila membrana plasmatica: cuatro regiones
transmembrana, dos asas extracelulares y tres regiones
intracitoplasmaticas. La mayor variabilidad en la secuencia de los
genes para las conexinas se encuentra precisamente en estos
dominios, los cuales se piensa que participan en la regulacion de la

actividad.
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Las conexinas humanas se denominan con un numero de acuerdo a
su masa molecular. Un total de 21 genes han sido identificados y
segun la similitud de secuencia aminoacidica se dividen en subtipos:
uniéon Gap alfa (GJA), beta (GJB) y gamma (GJC) seguido por un
numero. Asi la conexina 26 es codificada por el gen GJB2 y la
conexina 30 por el GJB6. (Figura 10). Los genes GJA y GJB tienen
una estructura similar. Ambos tienen un exén no codificante en la
region 5 UTR y mientras que la region codificante se encuentra en el
segundo exon.” % A pesar de que la homologia entre las conexinas
es alta, diferencias importantes entre estas proteinas se han
encontrado en el asa intracelular y el dominio carboxilo terminal,
donde actuan elementos regulatorios, cinasas y proteinas de union al

citoesqueleto.”® %

Figura 10. Representacion topolégica de Cx26 y Cx30. NT, N-terminal, CT, C-
terminal, TM1-TM4, hélices transmembrana 1 a la 4; CL bucle citoplasmatico de
union a TM2, TM3; EC1, EC2, bucles extracelulares que unen TM1a TM2y TM3 a

TM4 respectivamente. Referencia 26.
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4. CONEXINAS 26 Y 30

Hace poco mas de una década, las mutaciones en las conexinas
fueron las primeras en ser relacionadas con hipoacusia hereditaria. A
pesar de un extenso analisis clinico y funcional de los efectos de las
mutaciones en estas proteinas en la funcién auditiva, aun no esta
totalmente entendido cual es el papel que juegan las uniones gap en el
oido interno y como las mutaciones en las conexinas causan

sordera.*°

Nueve genes para conexinas se han implicado en diversos
desordenes hereditarios, tales como cataratas, enfermedad de
Charcot Marie Tooth, displasia oculodentodigital y sordera sindromica
y no sindrémica. De todas las enfermedades asociadas a conexinas, la
sordera es la mas importante en términos de frecuencia. Aunque la
sordera es genéticamente heterogénea, mutaciones en el gen que
codifica la conexina 26 representan la mayor parte de los casos en las
poblaciones evaluadas, otras cuatro conexinas, Cx30, Cx31, Cx32 y

Cx43 también han sido relacionadas con sordera.”” *"

Las alteraciones en la permeabilidad causadas por algunas
mutaciones de la Cx26 indican que la circulacién de metabolitos tales
como IP3 es critica para la funcion o sobrevida de las células ciliadas y
el flujo de potasio puede no ser la unica funcion de la Cx26.%* Por
obvias razones la mayoria de la informacion con respecto a la
distribucion de las conexinas en el oido interno ha sido obtenida de

modelos animales, mayormente roedores, suponiendo que debe ser
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similar en humanos. Las conexinas (Cx26, Cx30, Cx31, Cx32 y Cx43)
se expresan en el tejido conectivo y epitelial de la coclea formando
sincitios de uniones en estos tejidos. La Cx26 y la Cx30 co-
oligomerizan en el 6rgano de Corti, formando CGJ heteroméricos,
estos canales tienen diferentes propiedades de permeabilidad que sus

respectivos canales homoméricos.?'

Las mutaciones mas frecuentemente encontradas en la conexina 26
asociadas a enfermedad son deleciones en dos regiones de GJB2,
35delG y 235delC en Caucasicos y Asiaticos respectivamente. Estas
mutaciones resultan en un corrimiento del marco de lectura y
terminacion prematura de la proteina. La mutacion 35delG es causada
por errores en la replicacion del ADN, e implica la delecién de una
guanina dentro de una secuencia de guaninas en la posicion 35, la
cual provoca la sustitucion de una glicina por una valina en el coddén
12 seguido por un paro prematuro en el coddn 13.3*3% 3¢ 37 | a5
mutaciones de la Cx26 pueden ser clasificadas, en términos de la

formacion y funcion de CGJ en cuatro tipos:

1) Mutaciones que afectan el flujo de los hemicanales hacia la
membrana plasmatica o el acoplamiento de los CGJ.

2) Mutaciones que producen uniones gap, pero los canales no son
funcionales.

3) Mutaciones que producen CGJ funcionales que presentan

alteraciones en la permeabilidad.
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4) Mutaciones que producen hemicanales funcionales en la
membrana plasmatica, que se pueden abrir bajo condiciones
fisiologicas, afectando el balance i6nico o la homeostasis de

metabolitos vitales que disminuyen la viabilidad celular.

Otras mutaciones menos comunes de Cx26 asociadas con sordera
han sido bien caracterizadas, la mayoria son de pérdida de funcion
resultado de una falla en el desplazamiento de los hemicanales hacia

la membrana plasmatica, o en la formacion de canales normales.*®

La mayoria de las mutaciones funcionales estan localizadas en los
dominios transmembrana, especialmente agrupados en el segundo
dominio, que también esta implicado en el recubrimiento del poro. Las
mutaciones no funcionales estan localizadas en cualquier parte de la
proteina, sugiriendo que la estructura de los CGJ de Cx26 son muy
sensibles a cambios minimos en la secuencia de aminoacidos,
independientemente del dominio de la proteina donde se ubiquen
(Figura 11).2"
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Figura 11. Estructura de la conexina 26 y sus principales sitios de mutacion.

Referencia 21

Las mutaciones en el gen de la Cx26 resultan en una funcién alterada
de las uniones gap, un disturbio en la homeostasis del potasio, y
alteraciones en el transporte de otras moléculas como segundos

mensajeros, provocando hipoacusia.®®

La Cx26 y la CX30 estructuralmente son muy similares. A través de
analisis de expresién hecho en ratones y ratas mostraron que la Cx26
y Cx30, asi como la Cx31 y Cx32, forman dos grupos de coexpresion.
Se cree que la coexpresion de Cx26 y Cx30 en el oido interno podria

ser un prerrequisito para la maduracion de la coclea.
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Su coexpresion también se detecta en la céclea de embriones
humanos después de la semana 22 de gestacion. Lo anterior favorece
la hipdtesis de que sus conexones pudieran formar homo y/o

heterocanales.*

5. GENES GJB2Y GJB6

El primer locus definido para sordera recesiva (DFNB1) fue
identificado por mapeo de homocigosidad en familias consanguineas
de Tunisia en 1994. Un estudio posterior de Maw et al. en 1995 en 19
familias de origen Céltico sugirié una importante contribucion de este
locus en la poblacidon caucasica, mientras que un estudio en familiares
consanguineos de Pakistan reporté unicamente una familia ligada a
DFBN1. Otro estudio realizado por Gasparini et al. en 1997 en 48
familias de Italia y Espafia subrayo la importancia de este locus en
hipoacusia en la poblacion mediterranea y ademas ubicé a DFNB1 por
analisis de ligamiento en la region entre los marcadores D13S175 vy

D13S115 separados por aproximadamente 14 cM.

Zelante et al. en 1997 en un enfoque independiente de clonacion
posicional y analisis de genes candidatos del locus DFNB1, observo
varias combinaciones las cuales limitaron la region candidata para
este locus a aproximadamente 5 cM entre D13S141 y D13S232.
Desde entonces los datos del mapa gendmico han ubicado al gen

GJB2 dentro del intervalo definido por los estudios de ligamiento.
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El gen GJB2 fue analizado en muestras de sujetos afectados, una
mutacion, la delecion de una G dentro de un tramo de seis Gs en la
posicion 30 a 35 de GJB2, llamada 35delG, fue encontrada en 63% de
los cromosomas con ligamiento al cromosoma 13. Otro paciente tuvo
una delecion de una T en la posicion 167 (167delT). Por lo tanto los
datos de Zelante confirman que GJB2 esta en el locus DFNB1 y define

la mutacion mas frecuente en pacientes de origen caucasico.®" **

El gen GJB2 es el responsable de 20% a 50% de hipoacusia no
sindromica en nifios y de 40% de las hipoacusias no sindromicas
severas a profundas.®® Esta situado en 13qg11-q12, tiene una
estructura gendmica simple compuesta de dos exones, el exén 1
codifica la region 5 no traducida, y el exdn 2 contiene todo el marco
de lectura abierto, el cual codifica para una proteina de 226

aminoacidos llamada conexina 26.%% %'

Se han descrito mas de 90 mutaciones para el gen GJB2,**® entre las
mas frecuentes se encuentran la 35delG, la cual es la mas comun,
particularmente en poblacion caucasica, con una frecuencia de
portadores de 1/31 a 1/35. La 167delT ha sido encontrada
comunmente en judios Askenazis con una frecuencia de portadores de
4%, mientras la frecuencia de 35delG en esta poblacién es de 0.7%.
La 235delC ha sido detectada en la poblacion China y Japonesa, la
frecuencia para esta mutacién en la poblacion Japonesa ha sido
determinada en 2/203, ningun estudio en esta poblacién identifico la

mutacion 35delG.
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La M34T es también frecuente en algunas poblaciones, la frecuencia
de portadores en la poblacion Belga es de 2.4%, en poblacion
Caucasica se reporta una frecuencia de 3/192. 3"%8- 444

La frecuencia relativa de alguna de estas mutaciones en una
poblacion particular es relevante para el desarrollo de sistemas de
analisis especificos. Hasta ahora no existe una relacién genotipo-
fenotipo de las mutaciones de GJB2, debido a que es comun la
expresividad variable, que a su vez se refleja en variabilidad
intrafamiliar e interfamiliar.*® " En general, mutaciones homocigotas
en DFNB1 producen hipoacusia prelingual no progresiva, con
compromiso preferente de frecuencias agudas, y de diferentes grados
de severidad. El desarrollo psicomotor y la funcion vestibular son
normales, raras excepciones incluyen nifilos con sobrecrecimiento
6seo de la coclea, vértigo, migrafia y debilidad unilateral.*’Los
heterocigotos para 35delG generalmente presentan una hipoacusia no
sindrobmica de menor grado de severidad, sin embargo, también se
describen portadores heterocigotos de la mutacion 35delG con
audicion normal.

Mutaciones bialélicas en el gen GJB2 son causa de HNNS autosdmica
recesiva en aproximadamente 50% de los casos, sin embargo 10%-
50% de individuos tienen solo un alelo mutado, por lo que se ha
postulado que, la presencia de mutaciones adicionales afectan otro

gen en el locus DFNB1, explicaria la sordera en esos pacientes.*** **

50,52
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En el locus DFNB1 se encuentra ademas el gen GJB6 que codifica a
la conexina 30. Una delecion de 342 kb en este gen, es la segunda
mutacion mas frecuente en conexinas, después de la 35delG de GJB2
en algunas poblaciones.*’ Varios autores entre ellos del Castillo et al.
* reportaron en el 2003 que DFNB1 puede tener un patrén de
herencia monogénico o digénico dando como resultado mutaciones en
un gen para otra conexina (GJB6) dentro de ese complejo locus. Ellos
reportaron que una delecion de 309 kb involucrando al gen GJB6 es la
segunda mutacién mas frecuente causante de sordera prelingual en
poblacion espafola. Esta delecion (GJB6-D13S1830) resulta en
truncamiento de un extenso segmento del marco de lectura abierto de
GJB6 el cual se localiza rio arriba del gen GJB2 en el cromosoma 13.
La del(GJB6-D13S1830) se ha implicado en otra alteracion adicional al
DNA acompafando la mutacion 35delG (doble heteocigocidad) en
algunos pacientes con DFNB1. °' Por otra parte, la delecién (GJB6-
D13S1830) ha sido reportada en homocigotos (0.2%) y heterocigotos

(0.4%) en pacientes sin mutacion en el gen GJB2. 2
Ante estos datos, es importante caracterizar el comportamiento de las

alteraciones en GJB6 en pacientes mexicanos para identificar el

genotipo correspondiente en nuestra poblacion.
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IV.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Mutaciones en el gen GJB2, que codifica la conexina 26, es la
principal causa de sordera autosOmica recesiva neuosensorial no
sindrbmica en la mayoria de los grupos étnicos. Ademas de ésta, se
han encontrado dos deleciones en el gen GJB6 como segunda causa
de este tipo de sorderas en individuos homocigotos o heterocigotos
compuestos para estas deleciones o también doble heterocigocidad

involucrando una delecion y una mutacion en GJB2.

Existen escasos datos sobre la genética de la sordera en nuestro pais.
Hay algunos estudios de familias con mutaciones heterocigotas para el
gen GJB2, pero no se cuenta con estudios previos que nos informen
sobre deleciones en el gen GJB6 como posible causa de sordera en

estos pacientes.

El conocimiento de esta herencia digénica en la hipoacusia
autosdmica recesiva es de gran valor en el asesoramiento genético a
los padres en los casos familiares y en aquellos casos esporadicos
con este tipo de sordera y con historia familiar negativa. Ademas el
hallazgo de estos cambios moleculares disminuye la extension de

pruebas de diagnéstico, resultando en reduccion de costos médicos.
Ante este panorama es indudable que se necesitan realizar estudios

tendientes a aclarar la situaciéon de nuestro pais con respecto a las

causas de sordera congénita de origen genético.
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Por lo que el planteamiento de nuestro problema se definiria en
conocer cual es la frecuencia de la delecion GJB6 en una muestra de
pacientes mexicanos con alteraciones en el gen GJB2 en estado

heterocigoto.

V. OBJETIVO

Realizar el analisis de la delacion del gen GJB6 en una muestra de
pacientes mexicanos con hipoacusia neurosensorial no sindromica con
mutaciones heterocigotas para el gen GJB2, tanto en casos familiares
como esporadicos, y determinar el posible origen digénico en estos

pacientes.

VI. HIPOTESIS

Existen deleciones en el gen GJB6 en los pacientes con mutaciones
heterocigotas para el gen GJB2 en pacientes con sordera congénita
neurosensorial no sindromica de herencia autosdmica recesiva en una

muestra de pacientes mexicanos.

VIl. DISENO DEL ESTUDIO

1. Tipo de investigacion:
Se trata de un estudio observacional, descriptivo, prospectivo y

transversal.
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2. Universo:
Se convoco al estudio a casos familiares y esporadicos identificados
clinicamente con sordera neurosensorial no sindromica prelingual, del

Hospital General de México, asi como de otras instituciones.

3. Criterios de Seleccion:
a) Inclusién:
e Familias con dos o mas hijos con sordera neurosensorial no
sindrémica prelingual.
e Casos aislados de sordera neurosensorial no sindromica
prelingual.
b) Exclusion:
e Pacientes en los que se tuvo sospecha que la sordera era de
causa no hereditaria.
e Pacientes con sordera asociada a algun sindrome especifico.
c) Eliminacion
e Familias en las que no se completaron los estudios genético y/o

audiolodgicos.

4. Variables del estudio:
a) Dependiente:

Delecion en el gen GJB6

b) Independiente:
Pacientes con hipoacusia neurosensorial no sindréomica con
mutacion heterocigota para GJB2.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

1. Poblaciones incluidas en el estudio:

Se incluyeron a 6 pacientes con sordera no sindromica prelingual a los
cuales se les identificd previamente la mutacion heterocigota para el
gen GJB2.

Previo consentimiento informado sobre su participacion en este

protocolo, cada caso fue sometido a los siguientes estudios:

Evaluacion audioldgica de los afectados:
a) Audiometria tonal
b) Potenciales evocados auditivos de tallo cerebral

c) Emisiones otoacusticas

Evaluacion genética:

a) Historia clinica

b) Arbol genealdgico

c) Toma de muestra de 10 ml de sangre periférica a los afectados, y
en quienes fue posible a sus padres, para la obtencién de DNA vy el
analisis de las mutaciones, mediante la técnica de PCR vy

secuenciacion directa.
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A todas las familias se les entregd copias de sus resultados de todos
los estudios, se proporciond asesoramiento genético y se les orientd
sobre la mejor opcion terapéutica audiolégica y de desarrollo del

lenguaje para los afectados.
2. Estudio molecular
A) Obtencion de la muestra.
Se extrajeron de forma aséptica 10 ml de sangre periférica que se
colocaron en un tubo de ensayo con EDTA como anticoagulante. Se
identificd el tubo con el nombre completo del paciente y el diagndstico.
B) Extraccién de DNA.
Se utilizé el método salino para la extraccion de DNA.
* Se transfieren de 3 a 4 ml de sangre a un tubo cénico de 15 ml y se
agrega amortiguador TTS (tris 10mM con pH 7.6, triton al 1% y

sacarosa 300 mM) en relacion 2:1. Se agita suavemente.

« Se centrifuga a 3,000 rpm por 6 minutos, después se decanta el

sobrenadante para obtener el boton conformado por leucocitos.

» Agregamos al tubo 1 ml de amortiguador TTS y agitamos una vez
para resuspender el botdn, y se pasa a un microtubo eppendorf de 1.5

ml. Se agita hasta homogeneizar.
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* Centrifugamos a 10,000 rpm por 4 minutos en microcentrifuga,

posteriormente decantamos el sobrenadante.

* Una vez obtenido el botdn, le agregamos 570 ul de NaCl al 5SmM.
Agitamos 3 minutos, despues colocamos 30 ul de SDS (duodecil
sulfato de sodio) al 10% y agitamos por 5 minutos. Finalmente
agregamos 200 pl de NaCl sobresaturado y agitamos por 10 minutos
mas. Dado que nuestro objetivo es romper la membrana celular y
precipitar el exceso de proteinas, es importante la fuerza mecanica,

por lo que es recomendable agitar vigorosamente.

» Centrifugamos el contenido del tubo eppendorf a 11,000 rpm por 30
minutos a
4 °C.

* Preparamos un tubo de ensayo con 4 ml de etanol al 100%. Después
del centrifugado vaciamos el contenido del tubo eppendorf al tubo de

ensayo, posteriormente podremos observar el DNA precipitado.
« Tomamos el DNA de los tubos con una pipeta Pasteur cuya punta

sellamos con calor, y lo sumergimos brevemente en otro tubo de

ensayo con etanol al 70% para retirar el exceso de proteinas.
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* Dejamos la pipeta con el DNA secar cerca del mechero, y
posteriormente lo resuspendemos en un tubo eppendorf de 500 ul con

150 a 300 ul de agua estéril.

C) Verificacion de la calidad del DNA.

La cuantificamos de acuerdo a la cantidad aproximada de nanogramos
de DNA por cada ul de agua en el tubo. Es necesario saber que tanta
calidad tiene el DNA utilizado, porque de ésta depende la cantidad que

colocaremos en cada PCR.

» Colocamos los tubos eppendorf con el DNA en un termoblock a 50°C
por aproximadamente dos horas. Esto para asegurar la homogeneidad

de la mezcla y la desnaturalizacion del DNA.

* Preparamos un gel de agarosa al 0.8% con tantos pocillos como

muestras de DNA tengamos.
* Mezclamos 3 yl de DNA mas 1 ul de buffer de carga y lo colocamos
en uno de los pocillos del gel. Lo dejamos correr en la camara de

electroforesis a 70 volts.

» Colocamos el gel en el transiluminador ultravioleta para cuantificar de

forma aproximada la calidad del DNA.

38



D) Disefio de los oligonucleétidos

Para que la regiéon codificante (exdn) sea secuenciada en su totalidad,
los oligonucledtidos deben ser tomados desde la region no codificante
(intrén). Tipicamente un oligonucle6tido mide de 15 a 25 pares de
bases, entre mas largo, mas especificidad y homologia con el gen
deseado tiene. A mas pares de bases, mas temperatura de alineacion

se necesita, y la taq polimerasa podria no funcionar correctamente.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se llevé a cabo la amplificacion de la region que contiene los puntos
de ruptura de la del(GJB6-D13S1830) y asi como del exon 1 el cual se
uso como control para verificar que las condiciones de la PCR fueron
las adecuadas y para distinguir si la delecion esta presente o no. El

volumen final fue de 30 ul y a cada tubo se le agregaron 3 ul de DNA.

Los oligonucleétidos utilizados fueron los siguientes:

GJB6 F, 5-TTTAGGGCATGATTGGGGTGATTT-3’
R 5-CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT-3’

Exén 1 F5-CGTCTTTGGGGGTGTTGCTT-3'
R, 5'-CATGAAGAGGGCGTACAAGTTAGAA-3’
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La PCR se introduce en el termociclador bajo las siguientes

condiciones:

30 ciclos

Temperatura inicial: 94 °C por 5 minutos
Desnaturalizacién: 94 °C por 45 segundos
Alineacién: 62.5°C 45 por segundos
Polimerizacién: 72 °C por 1 minuto 15 segundos

Post elongacion: 72°C por 7 minutos.

Obtuvimos la temperatura correcta de alineacién para cada region

mediante la siguiente formula:

Tm: 4°C (G+C) + 2°C (A+T)

Tm=+5°C

Dado que el resultado que nos provee la formula nos permite variar

cinco grados la tempera tura, simplemente tomamos el promedio para

cada region.
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Técnica de electroforesis.

Es la migracion del DNA a través de un gel al aplicarse un campo
eléctrico, en base a su carga y peso. Debido a su carga negativa, el
DNA migra hacia el polo positivo. Esta técnica permite analizar los
productos de PCR por visualizacion de la banda deseada.

Para cada producto de PCR del gen GJB6 se prepara un gel de

agarosa al 1.5% con bromuro de etidio.

* En un matraz de erlen meyer colocamos agarosa con TAE 1x (tris,
acido acético glacial y EDTA), se calienta la muestra para disolverla.
Dejamos enfriar la solucion y le agregamos bromuro de etidio en una
cantidad equivalente a la cantidad de gel preparada.

* Vaciamos la mezcla en un portagel y colocamos un peine con el
numero de pocillos requeridos. Esperamos a que solidifique.

» Colocamos el gel en la camara de electroforesis y vaciamos en ella
suficiente

TAE 1x como para cubrir totalmente el espesor del gel.

» A cada tubo de PCR obtenido le agregamos 2 pl de buffer de carga y
mezclamos.

Con una pipeta colocamos esta muestra en un pocillo. En el primer
pocillo colocamos una escalera de 100pb como referencia.

» Conectamos los electrodos y dejamos correr el gel a 70 volts por

aproximadamente 20 minutos.
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» Después observamos en el transiluminador de luz ultravioleta, donde
todos los amplicones deben tener el peso requerido: 588pb para la

region ay 512 para la b.

Purificacion de muestras

Los fragmentos de PCR del gen GJB6 deben ser purificados antes de
su secuenciacion para remover dNTPs, oligonucledtidos, enzimas,
DNA, etc.

Utilizamos resina y buffers Qiaex II.

* Una vez visualizada en el transluminador, cortamos la banda del gel
y la colocamos en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Le agregamos de 3.5
a 4.5 pl de resina Qiaex Il, mas 570 ul de buffer Qx1.

* Dejamos incubar el tubo por 10 minutos a 50 °C. Lo centrifugamos a
10,000 rpm por 3 minutos.

» Decantamos y colocamos 570 pl del mismo buffer, se homogeniza la
muestra.

Lo centrifugamos en las mismas condiciones. Decantamos con pipeta
para quitar cualquier resto de buffer.

» Agregamos 570 pl de buffer PE y disolvemos el boton. Centrifugamos
en las mismas condiciones. Decantamos y repetimos el paso,

retirando el buffer con pipeta.
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» Colocamos el tubo con la tapa abierta en el termoblock a 50 °C por
aproximadamente 15 minutos, para secar la muestra. Le agregamos
de 15 a 20 yl de agua inyectable dependiendo del tamafo del botdn
obtenido. Este tubo se dejara en reposo a temperatura ambiente por
24 horas.

» Centrifugamos el tubo a 10,000 rpm durante 3 minutos y retiramos el

sobrenadante, sin tocar el botdn. La colocamos en un tubo para PCR.

Reaccion con BigDye terminator para secuenciacion de DNA.

Revisamos la muestra (templado) en un gel de agarosa para verificar
su calidad. Si se considera que es suficiente, se mete en una reaccion
con BigDye de la siguiente manera:

La mezcla de BigDye contiene los siguientes reactivos:

- ddATP, ddTTP, ddGTP, y ddCTP marcados por fluorescencia.

REACTIVO CANTIDAD
Mezcla de reaccidn 3 pl
BigDye
Templado 4.5a5pl
Qligonucledtido (10 mm) | 1 pl

- Desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs)
- Tris-HCL (pH 9.0)
- MgCl 2

- Mutante de una taq polimerasa
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El BigDye se introduce en el termociclador bajo las siguientes

condiciones:

28 ciclos

Temperatura inicial: 94 °C por 5 minutos

- Segmento 1, desnaturalizacion: 94°C por 1 minuto
- Segmento 2, alineamiento: 55°C por 50 segundos
- Segmento 3, polimerizacion: 60°C por 3 minutos

Extensiéon: 60°C por 5 minutos.
Agregamos agua inyectable a la reaccion final para aforarla a 20 pl.

E) Purificacién
De esta manera eliminamos los dNTPs presentes en exceso, para
permitir una secuencia mas limpia y evitar errores en la interpretacion
de resultados.
* A las columnas Centri Sep con cephadex (0.06 gr) les agregamos
800ul de agua inyectable. Las homogeneizamos con vértex, y las
dejamos reposar por una hora.
» Retiramos el sobrenadante y centrifugamos las columnas durante 3

minutos a
3,000 rpm.
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* Con pipeta introducimos la reaccion de BigDye en la columna,
centrifugamos de nuevo por 3 minutos a 3,000 rpm, colocando debajo
de la columna un tubo de secuenciacion. Esto con la finalidad de que
el exceso de ddNTPs se eliminen en la columna de cephadex,
mediante una cromatografia en columna a pequefia escala. De esta

manera se deposita ya purificada en el tubo de secuenciacion.

 Secamos la muestra colocando los tubos de secuenciacion en un

concentrador de vacio.

» Posteriormente se sometid a secuenciacion automatizada utilizando

un secuenciador AB 310.

* Se imprimieron los electroferogramas para ser analizados.

IX.ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

Todos los procedimientos estan de acuerdo a lo estipulado en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud (Titulo segundo, capitulo 1, articulo 14, fracciones I-VIII).

Esta investigacion se considera como de riesgo minimo.
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X. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico no es necesario para este tipo de estudio.

XI. RESULTADOS

Se analizaron 6 propdsitos a los cuales se les realizd previamente el
estudio molecular del gen GJB2 resultando ser homocigotos para la
mutacién 35delG. A estos pacientes se les busco la delecibn mas
frecuentemente reportada en la literatura del gen GJB6, la delecién de
342 kb (GJB6-D13S1830). De estos solamente un paciente resulté con
dicha delecion (16%). Posteriormente, se les realiz6 el analisis
molecular a ambos padres de la paciente tanto del gen GJB2 como del
gen GJB6 obteniendo como resultado que el papa es portador de la
mutacién 35delG del gen GJB2 y la mama portadora de la del(GJB6-
D13S1830), como se muestra en la fotografia de la electroforesis.
(Figura 12).

El resto de los 5 pacientes no portan dicha delecion (84%).
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Figura 12. Resultados de la electroforesis. Se observan dos lineas en B y G, una
de 400 pb vy otra de 300 pb aproximadamente que corresponden a la delecion y
al exén 1 utilizado como control interno, respectivamente. B es el propésito y G la
mama portadora de la delecion.

Después de identificar la delecion en el gel de la electroforesis, se
procedié a purificar el fragmento para su secuenciacion y comprobar
los puntos de ruptura como se muestra en la figura 13, confirmando de
esta manera la presencia de del(GJB6-D13S1830) tanto en el

propodsito como en su mama.
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FIGURA 13. Punto de ruptura de del(GJB6-D13S1830). Esta ruptura deleta el

promotor y sus dos primeros exones, truncando con esto el marco de lectura

abierto.

Xll. DISCUSION

La hipotesis de una herencia digénica de la sodera autosomica
recesiva no sindromica ha sido sustentada en diversas observaciones
tales como que, tanto la conexina 26 como la conexina 30 se localizan
en el mismo locus y ambas se expresan en las mismas estructuras del

oido interno.
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Ademas los conexones de la conexina 26 pueden unirse a los
conexones compuestos de conexina 30 para formar canales tipo Gap
heterotipicos. *?

La heterogeneidad de Ila sordera no sindromica complica el
diagnodstico dado que se han descrito un gran numero de mutaciones
en genes relacionados, ademas el diferente predominio de estas
dependiendo de la poblacion.

Mutaciones en el gen GJB2 representa la principal causa de sordera
autosémica recesiva no sindrémica °*. La mutacién 35delG en el gen
GJB2 es la principal causa de sordera genética en caucasicos, ésta
puede encontrarse en homocigotos o en heterocigotos compuestos
(con otras mutaciones en los genes GJB2 y GJB). **

La delecion de 342 kb (GJB6-D13S1830) se ha identificado en un
grupo de sujetos con sordera no sindrémica prelingual °'. Esta es la
segunda mutacién mas frecuentemente encontrada como causa de
este tipo de sordera en Espafia *2. También ha sido detectada en trans
en cuatro de seis pacientes sordos heterocigotos para mutaciones en
GJB2 y en un caso homocigoto de sordera en Francia (Pallares-Ruiz
et al. 2002). *°

Dependiendo de la poblacion estudiada, solo una mutacién en GJB2
ha sido identificada en un 50% de los individuos afectados sin localizar
la segunda mutacion. En EUA el 13.1% de los individuos afectados

fueron heterocigotos para la mutacién en GJB2.
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La delecién que involucra al gen GJB6 explica un poco mas de la
mitad de esos casos en ciertas poblaciones europeas, pero entre los
individuos con una sola mutacion en GJB2 en EUA la del(GJBG6-
D13S1830) representd solo el 2.8%. **

En un estudio llevado a cabo en Espiritu Santo Brasil en el 2010, cuyo
objetivo fue conocer la prevalencia de 35delG/GJB2 y del (GJBG6-
D13S1830), encontraron que la frecuencia en una muestra de 77

pacientes fue de 7.8% y 0.65% respectivamente.*®

El propdsito el presente estudio fue determinar la presencia de alguna
delecion en el gen GJB6 como causa de sordera neurosensorial no
sindromica en pacientes con diagnostico clinico y heterocigotos para
mutaciones en el GJB2. En 39 pacientes analizados, la
secuenciacion de la region codificante del gen mostro seis pacientes
heterocigotos para la mutacion mas frecuente que es 35delG, a los
cuales se les realizdé el andlisis molecular en busca de del (GJB6-
D13S1830). En comparacion con estudios previos realizados en Brasil
(3.03%) (n = 33), Espafia (2.6%) (n = 38), en Venezuela (n=40) (2.5%)
3 en nuestra muestra obtuvimos un caso de seis con presencia de la
delecion mas frecuentemente reportada (n=6) (16%). Seria
conveniente buscar en mas pacientes la presencia de esta delecion
como causa de sordera neurosensorial no sindrémica.

Es interesante resaltar que en la mayoria de los estudios previos y en
el nuestro, hay un alto porcentaje de pacientes heterocigotos con la
mutacién 35delG que aun permanecen sin explicacién genética para

su alteracion audiologica.
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Conviene mencionar que seria interesante investigar si la del (GJB6-
D13S1830) tiene algun efecto regulatorio o inhibitorio sobre la
expresion de GJB2 ya que se localiza en el mismo locus DFBN1 vy

cOmo es que se estan segregando dichas mutaciones

XIll. CONCLUSIONES

En nuestra poblacion estudiada encontramos un caso con mutacion en
GJB2/GJB6 en la misma frecuencia que en otros estudios hechos en

Latinoameérica y con una frecuencia mayor que en estudios europeos.

Siendo que las sorderas genéticas son muy frecuentes y de origen
heterogéneo, es importante continuar estudiando a los pacientes
heterocigotos para mutaciones en GJB2 sin del (GJB6-D13S1830)
para entender un poco mas sobre el rol de las conexinas y la

interaccion entre los distintos genes implicados en la audicion.

No hay que dejar de lado la importancia de incluir el analisis molecular
del gen de la conexina 30 como parte de la evaluacién de los
pacientes con sordera neurosensorial no sindromica que nos permita

ofrecer un mejor asesoramiento genético a las familias afectadas
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