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Resumen

Antecedentes: La sordera congénita es un importante problema de salud. En
nuestro pais, 2 de cada cien recién nacidos la presentan. Su diagnéstico oportuno
mediante el tamiz auditivo neonatal es de vital importancia para el prondstico
funcional de estos pacientes. Aproximadamente el 70% de las sorderas
congénitas son de origen genético con herencia autosémica recesiva; el 50% de
estos casos se asocia a mutaciones en el gen GJB2, que codifica la proteina
conexina 26. Por lo anterior, se planteé la siguiente Pregunta de investigacion:
¢ Cudles seran los cambios en el gen GJB2 en pacientes del HIMFG con
diagndstico de sordera congénita no sindromica? Justificacion: La sordera es
uno de los principales problemas al nacimiento y de discapacidad auditiva entre la
poblacion infantil y se puede diagnosticar desde el nacimiento con el tamiz auditivo
neonatal. No hay ningun estudio publicado que demuestre la prevalencia de
mutaciones en el gen que codifica para la Conexina 26 en pacientes mexicanos.
Conocer la presencia de estas mutaciones permitird un asesoramiento genético
clinico y molecular a las familias de los pacientes. Aportaremos conocimiento
nuevo sobre las mutaciones presentes en poblacion mexicana. Objetivo General:
Describir las alteraciones moleculares en el gen GJB2, en 11 pacientes con
diagnéstico de sordera congénita no sindromica del Hospital Infantil de México
Federico Gomez. Material y Métodos: El presente es un estudio de tipo
transversal y descriptivo. Se revisaron los expedientes y pacientes con diagnostico
de sordera en el HIMFG, se invitd a pacientes con diagnostico de sordera
congénita no sindromica a participar en el estudio. Aquellos pacientes a incluir en
el estudio se les tomo, previo consentimiento informado, 1 ml de sangre periférica,
para realizar el estudio por medio de PCR RFLP y secuenciacion, para identificar
las tres mutaciones reportadas como las mas frecuentes en el gen GJB2.
Resultados: en los 11 pacientes analizados se descartaron las mutaciones
c.167delT y ¢.235delC, en 1 paciente se encontrd la mutaciéon c¢.35delG en estado
homocigoto, en 1 paciente se encontré6 un cambio que no ha sido reportado
previamente que correspondié a una insercion de una guanina en el codén 12 en
estado heterocigoto; en otro paciente se encontr6 un cambio previamente
reportado una transversién c¢.34G>T de forma heterocigota, del cual no se ha
confirmado su efecto y finalmente se encontré el polimorfismo V271 en 2 pacientes
de forma heterocigota. Discusidn: De las tres mutaciones reportadas como las
mas frecuentes, Unicamente se detectdé la 35delG en un paciente de forma
homocigota lo cual corresponde con lo reportado para otras poblaciones en la
literatura. Conclusién. Se evidencié la importancia del programa de tamizaje
auditivo neonatal asi como el estudio clinico y molecular de sordera congénita en
los pacientes estudiados lo cual tiene una gran importancia en el manejo integral
de los pacientes, incluyendo el asesoramiento genético.
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1. Antecedentes

La sordera congénita es una de las principales causas de discapacidad, tiene una
incidencia de aproximadamente de 1 a 3 por cada mil nacimientos (Karl R., 2004),
siendo el defecto al nacimiento més frecuente en paises industrializados (Hilgert
N., 2009). La identificacion de la pérdida auditiva durante los primeros meses de
vida es de suma importancia ya que los nifios que son identificados a tiempo y a
quienes se les da un tratamiento oportuno tienen mejor desarrollo de habilidades
cognitivas, de lenguaje y sociales (Karl R., 2004). Es por esta razén que en México
se implemento el programa de “Tamiz auditivo neonatal e intervencion temprana
2007-2012” que incluye estrategias para la deteccion oportuna de la sordera en
todas las instituciones de la Secretaria de Salud (CONADIS).

Aproximadamente dos terceras partes de los casos de sordera congénita tienen
un origen genético y de estos, el 70% se clasifican como sorderas no sindromicas
(es decir, la sordera es aislada), el 30% restante corresponden a casos de sordera
sindrémica (Tsukada K., 2010; Nejat M., 2009).Hasta la mitad de los casos de
sordera congénita no sindrémica son causados por mutaciones en el locus DFNB1
(OMIM220290) localizado en 13g11-q12 que incluye a los genes GJB2 y GJB6
qgue codifican para las conexinas 26 y 30 respectivamente. Estas proteinas forman
uniones de hendidura o gap junctions; en el 98% de estos casos las mutaciones
se encuentran en el gen GJB2 (Welch K., 2007).

A la fecha se han identificado mas de 100 mutaciones y polimorfismos en el gen
GJB2 incluyendo tanto mutaciones dominantes y recesivas, como polimorfismos
Se han identificado tres mutaciones autosémicas recesivas como las mas
frecuentes: 35delG en poblacién caucésica y latinoamericana, ¢.167delT en judios
Ashkenazis y ¢.235delC en poblaciones asiaticas (Tsukada K., 2010; Nejat M.,
2009).

En el afno 2002 el American College of Human Genetics publicé guias para el
abordaje diagnostico y terapéutico de las sorderas congénitas, en éstas se incluye
la busqueda de mutaciones en el gen GJB2 como parte de la valoracion etioldgica
y manejo multidisciplinario de los pacientes (Genet Med, 2002).



Il. Marco Teorico:

1.1 Definicion y Clasificacion de la sordera:

La sordera se define como el déficit funcional que ocurre cuando un sujeto pierde
capacidad auditiva en mayor o menor grado. Se puede clasificar de forma
cuantitativa, segun su topografia y su momento de aparicibn como se describe a
continuacién (Joint commitee on infant hearing, 2007):

e (Clasificacion cuantitativa:

O

Leve: pérdidas de 21 a 40 decibelios (dB).
Moderada: pérdidas de 41 a 70 dB.
Severa: pérdidas de 71 a 90 dB.
Profunda: pérdidas mayores de 90 dB.

e Clasificacion topogréfica:

)

Hipoacusias de conduccién: la lesion se localiza en el oido externo o
medio.

Hipoacusias de percepcion o neurosensorial: la lesion se localiza en
el oido interno, el nervio auditivo o bien en la corteza cerebral.
Mixtas: cuando la sordera es originada por varias lesiones
coexistentes, que afectan al mismo tiempo al oido medio y la céclea,
vias y centros.

e Clasificacion segun su momento de aparicién:

o

Hipoacusias prelocutivas: la lesion se produjo con anterioridad a la
adquisicién del lenguaje (de cero a dos anos).

Hipoacusias perlocutivas: la pérdida se origin6 durante el aprendizaje
del lenguaje (de dos a cinco anos).

Hipoacusias postlocutivas: cuando la pérdida auditiva sobrevino
después de la estructuracion del lenguaje (mayores de cinco anos).



1.2 Frecuencia:

La sordera congénita es un problema importante de salud publica, y aunque no se
tienen datos precisos de su incidencia (Garcia-Pedroza F., 2003), diversos
estudios indican que en México alrededor de 2 a 3 de cada 100 nifios nacen con
hipoacusia (Poblano A., 2009; CONADIS).

I1.3_Etiologia:

La etiologia de la sordera congénita es compleja, ya que alrededor de una tercera
parte tienen una etiologia ambiental, y las dos terceras partes restantes tienen una
etiologia genética, pero incluso en estos casos la etiologia es heterogénea ya que
hasta el 70% de los casos corresponden a sorderas congénitas no sindrémicas y
el 30% restante a sorderas sindrémicas (Nejat M., 2009) (Figura 1).

TORCH, infecciones,
hipoxia, hemorragia
intraventricular, trauma

1/3:
Ambientales

Sindrome de Usher, Sindrome
de Pendred, Sidrome de
Waardenburg, Sindrome de
Norrie, entre otros

Sorderas
congénitas

30% Sindromicas

2/3:

20- 25% Autosomico

Genéticas

Dominante
70% No 75- 80%% Autosomico
Sindromicas Recesivo
L 1% Ligado al X

1% Mitocondrial

Figura 1. Clasificacién etioldgica de las sorderas congénitas.



Dentro de las causas ambientales de la sordera congénita estan las infecciones
intrauterinas, en particular por el complejo TORCH, factores adversos al
nacimiento como son un Apgar bajo no recuperado, hipoxia neonatal, trauma
obstétrico, etc.

A partir de una consideracion clinica, se han identificado mas de 400 sindromes
genéticos que cursan con sordera, dentro de estos los mas importantes (por su
alta frecuencia y su impacto clinico) son:

e Sindrome de Waardenburg: Enfermedad autosémica dominante
caracterizada por alteraciones del pigmento de cabello e iris y sordera
neurosensorial. Existen 4 tipos de sindrome de Waardenburg: El tipo 1
(OMIM 193500) caracterizado por la presencia de distopia cantorum, el tipo
2 (OMIM 193510) que se diferencia del tipo 1 por la ausencia de distopia
cantorum, el tipo 3 (OMIM 148820) que cursa con alteraciones en miembros
superiores y el tipo 4 (OMIM 277580) caracterizado por cursar con
enfermedad de Hirschprung (Pingault V., 2010).

e Sindrome de Usher: Enfermedad autosdémica recesiva que cursa con
sordera congénita profunda, disfuncion vestibular en algunos tipos y retinitis
pigmentosa de inicio temprano; hay tres tipos de sindrome de Usher, el tipo
1 (OMIM 276900) se caracteriza por sordera profunda con disfuncién
vestibular, el tipo 2 (OMIM 276901) que a diferencia del anterior tiene una
funcion vestibular conservada, y el tipo 3 (OMIM 276902) en el que los
pacientes tienen hipoacusia pero ésta es progresiva.

e Sindrome de Pendred: (OMIM 274600) Enfermedad autosdmica recesiva
caracterizada por la presencia de sordera dada por una malformacién de la
céclea, en la mayoria de los casos con malformacion de Mondini;
acompanado de bocio generalmente eutiroideo (Kontorinis G., 2011).

e Sindrome Branquiotorenal: (OMIM 113650) Enfermedad autosémica
dominante que se caracteriza por la presencia de malformaciones de oido
externo, medio o interno con hipoacusia que puede ser conductiva,
neurosensorial o mixta, fisuras o quistes branquiales y malformaciones
renales (Hoskins BE., 2007).

e Sindrome de Jervell y Lange- Nielsen: (OMIM 220400) Enfermedad
autosdmica recesiva que cursa con sordera congénita y aumento del
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intervalo QT que causa sincopes y alto riesgo de muerte espontanea
(Winbo A., 2012).

e Sindrome de Alport: Esta enfermedad tiene heterogeneidad genética y tiene
patrones de herencia ligado al X (OMIM 301050), autosémico recesivo
(OMIM 203780) y autosdmico dominante; se caracteriza por un sindrome
nefritico que evoluciona a falla renal terminal, hipoacusia progresiva (nunca
es congénita), y alteraciones oculares principalmente lenticono anterior.

e Mitocondriopatias: Varios sindromes mitocondriales como MELAS (OMIM
540000), MERFF (OMIM 545000) y NARP (OMIM 551500) pueden cursar
con sordera progresiva de gravedad variable. En particular la mutacién
A3243G en el DNA mitocondrial causa diabetes mellitus con sordera
progresiva (OMIM 520000).

En relacion a sus bases moleculares, la sordera congénita no sindromica es una
enfermedad con heterogeneidad genética ya que se han identificado mas de 100
genes distintos en relacion a su etiologia. El patrén de herencia mas
frecuentemente identificado, ya que se presenta en mas del 75% de los casos es
el autosémico recesivo (referido como DFNB), seguido por el autosémico
dominante (DFNA), ligados al X (DFNX) y mitocondriales. En éstos la
nomenclatura utilizada es DFN por deafness, la A se refiere a autosémico
dominante, la B a autosémico recesivo y la X a ligado al cromosoma X; finalmente,
el numero con que se designa enseguida corresponde al orden en el que se
maped el gen causante de la sordera (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de las sorderas congénitas no sindrémicas.

Enfermedad | Gen

| Locus

| Fenotipo

Autosomicas recesivas

DFNB1 GJB2/ | 13q11-q12 | Sordera de inicio generalmente prelingual y
GJB6 no progresiva. Mutaciones en estos genes
también causan la DFNA3
DFNB2 MYO7A | 119135 Sordera pre o post lingual. Mutaciones en
este mismo gen causan DFNA11 vy
Sindrome de Usher tipo 1B
DFNB3 MYO15A | 17p11.2 | Sordera profunda, no progresiva
DENB7 TMC1 9921-13 | Sordera profunda, no progresiva. Ya que la

DFNB11 es causada por mutaciones en el
mismo gen, actualmente se considera que
corresponde a la misma enfermedad

Autosomicas Dominant

€S

DFNA1 DIAPH1 |5931.3 Sordera moderada, progresiva

DFNA2A KCNQ4 | 1p34.2 Sordera post lingual para frecuencias altas,
progresiva

DFNA2B GJB3 1p34.3 Sordera post lingual para frecuencias altas,
progresiva

DFNA3 GJB2/ 13911-q12 | Sordera pre lingual, progresiva. Mutaciones

GJB6 en estos genes también causan la DFNB1

Ligadas al X

DFNX1 PRPS1 | Xg22.3 En varones sordera congénita profunda. En
mujeres sordera moderada para frecuencias
altas

DFNX2 POUS3F4 | Xg21.1 Sordera mixta con el estribo fijo, dilatacion

anormal de canal acustico interno con una
comunicacion anormal entre el canal
acustico interno y el oido interno

Tabla 1. Ejemplos de la clasificacién de la sordera congénita no sindromica.
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1.4 Bases anatomofisiologicas de la audicion

I.4.a La Via Auditiva:

La via auditiva comprende desde el oido externo hasta la corteza auditiva del
cerebro.

Se divide en oido externo (pabellén, conducto auditivo externo y capa externa de
la membrana timpanica), oido medio (huesecillos, cavidad timpanica, trompa de
Eustaquio, musculatura del oido medio y cara interna de la membrana timpanica),
y oido interno (aparato sensitivo primario, coclea y aparato vestibular) (Moore K.,
2000).

La coclea se encuentra en el oido interno, este es el 6rgano en el que se afecta la
via auditiva en las sorderas congénitas no sindromicas y esta conformada por tres
canales recubiertos de células ciliares, encargadas de transformar las vibraciones
del sonido en impulsos nerviosos. Consta de tres tubos enrollados, unidos por sus
lados: la rampa vestibular, la rampa media y la rampa timpanica; las rampas
timpanica y media esta divididas por la membrana basilar, en la que se localiza el
organo de Corti, en la que se encuentran las células ciliadas que son
terminaciones receptoras que generan impulsos nerviosos ante las vibraciones
sonoras (Guyton A., 2001).

El sistema auditivo retrococlear comprende desde la salida del nervio auditivo, los
diferentes nucleos en el tallo cerebral, los arribos mesencefalicos, la corteza
auditiva y la via eferente.

El andlisis final de los estimulos sonoros va a tener lugar en determinadas zonas
de la corteza del I6bulo temporal. Las areas auditivas principales son: 41, 42, 22 y
21 de Brodman. En la corteza auditiva se distinguen dos tipos de regiones
funcionales principales: el area auditiva primaria (A-l) o Koniocértex, esta se
corresponde con el area 41 de Brodman y esta situada en las circunvoluciones
temporales transversas de Heschl del labio inferior de la cisura de Silvio. En ella
existe una representacién minuciosa de la coclea ordenada tonotépicamente,
situandose los agudos en la parte mas externa y los graves en la mas interna.
Recibe proyecciones directas de region ventral del cuerpo geniculado medial.
Cada érea 41 recibe informacién de ambos oidos. Desde aqui se envian fibras
hacia areas auditivas de mayor categoria funcional.
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La corteza auditiva primaria esta directamente relacionada con la recepcion del
mensaje auditivo preciso, del analisis frecuencial y produce sensaciones auditivas
elementales como zumbidos, ruidos, sensaciones fonémicas. La otra region es el
area auditiva secundaria (A-Il) o parakoniocértex (gndsticas) esta se corresponde
con las areas 42, 22 y 21 de Brodman de las circunvoluciones temporales,
superior y media. Sobre ellas se proyectan neuronas de NGM dorsal y axones
del area primaria. Asi tienen lugar las percepciones auditivas, la identificacion y
relacion de los sonidos con los objetos que los producen e imaginar los sonidos
aprendidos, rememorarlos aunque no los oigamos en ese momento (Guyton A.,
2001).

I1.4.b Embriologia del oido:

El oido proviene de dos origenes embriol6gicos, el oido interno surge a partir de
una placoda ectodérmica y el oido medio y externo surgen a partir del segundo
arco branquial, de la primera hendidura branquial y de la bolsa faringea (Carlson
B., 2000).

El desarrollo del oido comienza con la formacion de la placoda ética de ectodermo
superficial a nivel del rombencefalo. Al final de la cuarta semana de gestacion, la
placoda se invagina por accion de FGF3 para formar la vesicula otica; esta
vesicula se alarga y forma una region dorsal vestibular y una regién ventral
coclear, para esta diferenciacién es importante la expresion de PAX2. Alrededor
de la quinta semana de gestacién surgen dos crestas de la porcién vestibular, de
los cuales se da la formacion de los canales semicirculares, las células de estas
porciones expresan el gen NKX5-1 (Fritzsch B., 2008).

La formacién del oido medio se da junto con el desarrollo de los dos primeros
arcos branquiales. La cavidad del oido medio y la trompa auditiva (trompa de
Eustaquio) proceden de la primera bolsa faringea.

Los huesecillos auditivos tienen un origen doble, el martillo y el yunque proceden
del mesodermo del primer arco branquial, y el estribo proviene del mesodermo del
segundo arco. El musculo tensor del timpano también proviene del mesodermo del
primer arco y el musculo estapedio del segundo arco.

El oido externo surge de seis pequefnos nédulos de tejido mesenquimatoso de los
dos primeros arcos branquiales que flanquean la primera hendidura faringea.El
meato acustico externo se desarrolla del extremo dorsal de la primera hendidura
faringea. Las células ectodérmicas proliferan en forma de embudo y constituyen
una placa epitelial sélida que se llama tapdén meatal. Posteriormente, en el periodo
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fetal, las células centrales de este tapén se degeneran, lo que forma una cavidad
que se constituye en la parte interna del meato 6 conducto auditivo externo
(Carlson B., 2000).

Las neuronas sensoriales del VIII par craneal proceden de células de la pared
interna de la vesicula 6ética, la generacibn de precursores neuroblasticos
sensoriales depende de la via de NOTCH. Este desarrollo sensorineural del oido
requiere de una regulacién espacial y temporal muy precisa; se han propuesto
muchos genes candidatos que pueden estar jugando un papel muy importante en
este desarrollo; se sabe que la reduccion de la expresién de FGF10 que a su vez
causa un cambio en la expresién de TBX1 es esencial para la invaginacion de la
placoda ética y la formacidn de los neuroblastos de esa zona (Fritzsch B., 2008).
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1.5 Diagnéstico oportuno de la sordera congénita

Como ya se menciond, durante la infancia, la perdida auditiva profunda tiene
consecuencias que afectan de manera importante al nifio, su desarrollo y a sus
familias. El efecto mas importante que conlleva una hipoacusia profunda es la
ausencia de desarrollo de lenguaje oral; lo cual implica dificultad en su
comunicaciéon dia a dia, restringe su adquisicion de la lectura y la escritura
comprometiendo de manera importante su educaciéon y preparacién profesional a
la larga, ademas de los problemas psico-sociales a los que los nifios con sordera
se enfrentan. Es por esto la gran importancia de la deteccién oportuna vy
rehabilitacion de la hipoacusia desde edades tempranas. Para realizar esto existe
el programa universal de tamiz auditivo neonatal.

Este se realiza en las primeras semanas de vida, usualmente se lleva acabo antes
de que el recién nacido sea dado de alta del hospital, aunque se puede realizar
hasta los 3 meses de edad. Consiste en realizar el estudio con Emisiones
Otoacusticas Transientes (EOA). Usualmente se realiza con el paciente dormido y
toma unos minutos. Si el estudio se aprueba, se da de alta con seguimiento
normal por pediatria. Si el estudio sale afectado, se repite el mismo en un periodo
de 15 dias. Si pasa el estudio de manera adecuada en 6 meses se realizan
Potenciales Evocados Auditivos de Tallo Cerebral (PEATC) para corroborar
audicion normal y se da de alta posteriormente. Si en una segunda ocasion el
paciente no pasa el estudio se refiere a una unidad de Audiologia donde se
realizan como parte del protocolo unos PEATC. Si los PEATC son compatibles
con hipoacusia se inicia el tratamiento y rehabilitacion del paciente. Si son
compatibles con audicién normal, se repiten en 6 meses y si en este segundo
estudio hay audicion normal, se da de alta al paciente (Joint commitee on infant
hearing, 2007) (Figura 2).
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Antes del mes Antes de los seis mesesr

Figura 2. Abordaje diagndstico de las sorderas. EOA: emisiones otoacusticas, PEA:
Potenciales evocados auditivos. Modificado de Joint commitee on infant hearing, 2007.
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11.6 Bases moleculares de la DFNB1

Diferentes estudios en Europa, Asia, Estados Unidos y Sudamérica demuestran
que hasta el 50% de los casos de sordera congénita no sindrémica se dan por
mutaciones en el locus DFNB1 (OMIM: 220290) en 13q11-q12. En esta regién se
encuentran dos genes: GJB2 que codifica para la conexina 26 y es el que se
encuentra mutado en el 98% de los casos de DFNB1 y GJB6 que codifica para la
conexina 30 y causa el 2% restante (Usami S., 2010).

[1.6.a Gen GJB2

Mutaciones en el gen GJB2 se asocian a sorderas congénitas sindrémicas y no
sindrémicas, siendo mucho mas frecuentes las no sindromicas. En el caso de las
sorderas sindrémicas se suelen asociar a alteraciones cutaneas, dentro de las
entidades sindromicas causadas por mutaciones en este gen se encuentran:

e Sindrome de Bart-Pumphrey (OMIM 149200): caracterizado por
almohadillas en nudillos, leuconiquia y sordera congénita y en algunos
casos se desarrolla queratosis palmo —plantar (Richard 2004).

e Sindrome ictiosis “Hystrix-like” con sordera (OMIM 602540): sordera
neurosensorial congénita con alteraciones dérmicas caracteristicas que
inician con eritroderma y evoluciona a papulas hiperqueratdsicas
diseminadas (van Geel 2002).

e Sindrome queratitis- ictiosis-sordera (KID por sus siglas en inglés)
(OMIM148210): que cursa con sordera congénita profunda, queratitis y
eritroqueratoderma progresivo; estos individuos tienen un riesgo
incrementado de cancer de células escamosas en la piel (van Geel X,
2002).

e Querato-dermo-palmo-plantar con sordera (OMIM148350): sordera
progresiva con queratitis limitada a palmas y plantas.

e Sindrome Vohwinkel (OMIM 124500): sordera moderada con queratoderma
mutilante, la hiperqueratosis circunferencial puede ocasionar la amputacion
de dedos.
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Los casos de sordera no sindromicos por mutaciones en este gen tienen un patrén
de herencia autosdémico recesivo en la gran mayoria de los casos (DFNB2) y
autosémico dominante (DFNA3) en algunos casos (Welch K., 2007).

El gen GJB2 tiene una longitud de 2250 pares de bases (pb); estd formado por
dos exones, al igual que la mayoria de los genes de la familia de proteinas de
uniones de hendidura o brecha (gap junction). Sélo el segundo exdn es codificante
y su marco de lectura abierto (ORF, open reading frame) esta conformado por 681
nucleédtidos que codifican para una proteina de 226 aminoacidos (Wu B., 2003)
(Figura 3).

Exén 1 Intrén Exén 2
ORF
5'UTR 3°UTR

Figura 3. Esquema de la estructura del gen GJB2, en la que se observan los dos exones, en
negro se muestran las porciones no codificantes, en el exdn dos marcado en color gris esta
la regién codificante. Modificado de www.ensembl.org
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I1.6.b Proteina conexina 26

Como se dijo anteriormente, el gen GJB2 codifica para la proteina conexina 26.
Las conexinas son proteinas que se unen en un hexamero para formar el conexoén
que tiene una posiciéon transmembranal, al unirse dos conexones de dos células
contiguas forman un canal intracelular, dejando Unicamente un espacio de
aproximadamente 2nm (Figura 4), y es por esto que llevan el nombre uniones de
hendidura o gap junctions (Goodenough D., 2009). Cada conexina esta formada
por cuatro dominios hélice alfa transmembranales, dos asas extracelulares, un asa
citoplasmatica, un dominio amino terminal y uno carboxilo terminal citoplasmaticos
(Pfenniger A., 2011). En el genoma humano se han identificado 21 genes que
codifican para conexinas, cada conexina se denomina segun sSu peso en
kilodaltones. En muchos tipos celulares se sintetizan varias formas de conexinas y
éstas pueden conformar los hexameros de proteinas ya sea entre el mismo tipo
de conexinas (conexén homomérico), o entre distintos tipos de conexinas
(conexon heteromérico), si bien no cualquier combinacion es posible (Goodenough
D., 2009).

Asi mismo los conexones se pueden unir a un conexén de la célula contigua que
sea idéntico para formar un canal intercelular homotipico, o se puede unir a uno
que esté conformado por distintas conexinas y formar un canal heterotipico
(Goodenough D., 2009).

Esta situacion es importante ya que las caracteristicas particulares de las
conexinas que forman a cada poro le confiere las diferentes propiedades
fisiolégicas (Pfenniger A., 2011). En algunas células el conexdn no se une a otro
funcionando como un hemicanal, lo que es importante para las vias de
sefializacion transmembrana, o como ya se menciond, puede unirse a un conexon
contiguo para formar las uniones de hendidura; estas uniones intercelulares
permiten el paso de iones entre las células, fendmeno de especial importancia en
la células que son excitables eléctricamente (Pfenniger A., 2011).

Otras de sus funciones son que al permitir el paso de iones facilita a su vez que
grupos celulares compartan las demandas metabdlicas o que el paso a través de
ellos de moléculas de sefalizacién genera gradientes de estos mensajeros en los
tejidos (Pfenniger A., 2011).
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Figura 4. Las conexinas se unen en un hexamero para formar un conexon, éstos
pueden formar un hemicanal, o unirse a un hemicanal de una célula adyacente,
dejando un pequeno espacio entre ellas para formar la conexina. Modificado de
Goodenough D., 2009.
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El poro que forma la conexina 26 se caracteriza por tener un “tapén” o compuerta.
Para la formacién de este cierre la porcidn amino terminal de la proteina se pliega
hacia la boca del canal para asi formar el tapdn, esta porcién amino terminal le da
la caracteristica de compuerta dependiente de voltaje a la conexina 26 (Maeda S.,
2009).

La conexina 26 tiene dos dominios extracelulares llamados E1 y E2, cuatro
dominios transmembrana (M1 a M4), y tres dominios citoplasmaticos (C1 a C3)
(Maeda S., 2009) (Figura 5).

a Cytoplasmic diameter
92 A

e b Maximum diameter 92 AR

region
38 A

Extracellular
region
40 A
Innermost
diameter
14 A

Entrance (i)
diameter Tpm3
35A

¢
Transmembrane

region € ge
38 A <

Minimum diameter 51 A

Figura 5. Estructura del canal de hendidura formado por la conexina 26. Tomado de
Maeda S., 2009.
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[1.6.c Mutaciones reportadas en el gen GJB2

Hasta la fecha se han identificado mas de 100 mutaciones y polimorfismos en el
gen GJB2. La gran mayoria de estas mutaciones causan sordera congénita no
sindrémica con un patron de herencia autosémico recesivo. Interesantemente,
aproximadamente 19 mutaciones estan relacionadas a sordera congénita no
sindrbmica con herencia autosémica dominante (Welch K., 2007); ademas hay
mutaciones relacionadas con sorderas sindromicas.

Se han identificado tres mutaciones autosémicas recesivas como las mas
frecuentes: ¢.35delG en poblacion caucasica, c.167delT en judios Ashkenazi, y
c.235delC en poblaciones asiaticas (Tsukada K., 2010; Nejat M., 2009).

La mutacion mas frecuentemente reportada es la ¢.35delG, esta mutacién resulta
en un cambio en el marco de lectura y la formacion de un codén de alto prematuro
en el aminoacido 13. Esta mutacion podria corresponder hasta 70% de los alelos
mutantes relacionados con el gen GJB2 (Denoyelle F., 2007).

La frecuencia de portador de esta mutaciéon se ha estimado en diferentes
poblaciones, asi en el estudio de Lucotte y Diéterlen (2005) realizado en 27
poblaciones europeas se determind que la frecuencia aproximada de portadores
es de 1 de cada 88 individuos en Europa central y 1 de cada 63 en el norte de
Europa y la frecuencia de portador en paises del sur de Europa es de 1/31.
Resulta interesante que en este ultimo ejemplo, la frecuencia de portadores de la
mutacién para GJBZ2 es incluso mas alta que la frecuencia de portadores del alelo
p.delF508 del gen CFTR de la fibrosis quistica en esa misma regién (Lucotte G.,
2001).

Se han realizado varios estudios en otras poblaciones para determinar la
frecuencia de portadores de esta mutacion encontrandose que varia de forma
importante entre diferentes poblaciones. Se ha demostrado, por ejemplo, que la
mutacién mas frecuente en judios Ashkenazis es la ¢.167delT (Morle L., 2000)
mientras que en asiaticos es la ¢.235delC (Tsudaka K., 2010). Las mutaciones
mas frecuentes de este gen reportadas en la literatura se describen en la tabla 2.
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Tabla 2. Mutaciones del gen GJB2y su efecto en la proteina

Mutacién Cambio en la proteina
c.109G>A p.Val37lle
c.35delG p.Gly12ValfsX1
c.56G>C p.Ser19Thr
c.167delT p.LeuS56ArgfsX26
c.235delC p.Leu79CysfsX3
c.231G>A p.Trp77Arg
c.269T>C p.Leu90Pro
¢.339T>G p.Ser113Arg
c.358 360delGAG | p.Glu120del
c.427C>T p.Arg143Trp
c.487A>G p.Met163Val
c.551G>C p.Arg184Pro

Tabla 2. Se enlistan algunas de las mutaciones mads frecuentes del gen
GJB2 relacionadas a DFNB1 (Hsiao-Yuan T., 2006, OMIM).

En un inicio se consideraba que la ¢.35delG se originaba por un hot spot
mutacional, sin embargo estudios mas recientes demuestran que la mutacién se
presenta con un efecto fundador en algunas poblaciones (Van Laer V., 2001).

En las tres mutaciones mas frecuentes (c.35delG, c.167delT y ¢.235delC) el efecto

que causan cambio en el marco de lectura que ocasiona un codén de alto
prematuro y una proteina truncada (www.ensembl.org).
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Esta tesis forma parte del protocolo “Caracterizacion de mutaciones en el gen
GJB2 en nifnos con sordera congénita detectada por tamizaje auditivo Neonatal en
el Hospital Infantil de México Federico Gémez” HIM-2009-015, el cual se realiza
en colaboracién con el Departamento de Audiologia y Foniatria del HIMFG. La
investigadora responsable es la Dra. Veronica F. Moran Barroso, Jefe del
Departamento de Genética y la investigadora suplente la Dra. Candy Sue Marquez
Avila, Jefe del Departamento de Audiologia y Foniatria. Se analizaron pacientes
con sordera congénita no sindromica desde un punto de vista clinico y molecular;
se analiz el gen GJB2 para las mutaciones ¢.35delG, c.167delT y ¢.235delC y en
la regidn secuenciada se analiz6 el fragmento en busqueda de otros cambios.

25



I1l. Planteamiento del Problema

La sordera congénita es un padecimiento frecuente y se considera un problema de
salud publica mundial. Si bien un porcentaje importante de los casos puede
asociarse a causas no genéticas, se ha demostrado que en diferentes poblaciones
en el mundo, los pacientes con sordera congénita tienen mutaciones en los genes
de la familia de conexinas, en particular en el gen GJBZ2, por lo anterior
consideramos que este gen podria estar mutado frecuentemente en los pacientes
mexicanos con sordera congénita no sindromica, por lo cual nos planteamos la
siguiente:

IV.  Prequnta de Investigacion

¢ Cudles seran los cambios en el gen GJB2 en pacientes del HIMFG con
diagnéstico de sordera congénita no sindromica?

V. Justificacion

La sordera representa uno de los principales problemas al nacimiento y de
discapacidad auditiva entre la poblacién infantil. Ya que hasta el 50% de las
sorderas no sindrémicas son causadas por mutaciones en el gen que codifica a la
proteina conexina 26, esta informacidn es necesaria para poder clasificar el tipo de
sordera, otorgar asesoramiento genético con diagnéstico molecular de certeza, y
conocer la base genética de esta alteracion en nuestra poblacion.

A la fecha, no hay ningun estudio publicado que demuestre la prevalencia de
mutaciones en el gen GJB2 en pacientes mexicanos, por lo que tampoco se
conoce hasta el momento el tipo de mutacibn que mas frecuentemente se
presenta en nuestra poblacion.

Este estudio nos permitira conocer la presencia de las mutaciones en el gen GJB2

lo cual a su vez permitira otorgar asesoramiento genético preciso a los pacientes y
a sus familias.
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VL.

Objetivos

V1.1 Objetivo General:

Describir las alteraciones moleculares en el gen GJB2, en 11 pacientes con
diagnéstico de sordera congénita no sindrémica del Hospital Infantil de
México Federico Gomez.

VI.1 Objetivos Especificos:

Identificar las alteraciones del gen GJB2 en estos pacientes.

Analizar la relacion fenotipo-genotipo de las sorderas congénitas no
sindrémicas y las mutaciones en el gen que codifica conexina 26 en once
pacientes del HIMFG.

Describir el grado de sordera presente en los pacientes identificados.
Analizar las caracteristicas clinicas y antecedentes heredofamiliares de los
pacientes para determinar el fenotipo.

Proporcionar manejo y tratamiento integral (audiol6gico y genético) a los
pacientes diagnosticados con SNCNS.

Proporcionar asesoramiento genético a los pacientes y sus familias,
calculando los riesgos de recurrencia con base en los estudios
moleculares.
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VIl. Material y Métodos

VIl.1 Diseno del estudio

Es un estudio de tipo transversal, descriptivo, observacional.

VII.2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion:

Inclusién:

= Pacientes evaluados en el Departamento de Audiologia y Foniatria del
HIMFG, con diagnéstico de sordera congénita no sindrémica.

= Que no presentaron factores de riesgo para sordera.

= Que aceptaron participar en el estudio.

Exclusion:

= Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.
= En quienes se identific entidad sindromica o factores de riesgo.

Eliminacién:
= Se eliminaron pacientes en que hubiese contraindicacién para toma de
muestra de estudio.

= Estudio audiolégico no concluyente.
= Cantidad insuficiente de DNA o no adecuada para analisis.
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VII.3 Tamano de la muestra

En este protocolo se incluyeron pacientes con sordera congénita no sindrémica
que acuden al Hospital infantil de México Federico Gomez, menores de 18 afnos.
Se evaluaron para descartar entidades sindromicas e identificar aquellos casos
secundarios a factores ambientales. Para cumplir el objetivo anterior, se realizaron
todas las valoraciones necesarias incluyendo historia clinica con énfasis en
especial en los antecedentes heredofamiliares para detectar consanguinidad é
endogamia asi como factores de riesgo infecciosos, traumaticos, hipdxicos;
examen fisico detallado y estudios para descartar alteraciones asociadas (renales,
oftalmoldgicas, cardiacas y vertebrales). La muestra final incluida en esta tesis es
de 11 pacientes.

Una vez identificados los casos de sordera congénita no sindrémica que
cumplieron con los criterios de inclusion, se les invité a participar en el estudio, y
previo consentimiento informado (Anexo 1) se extrajo 1ml de sangre periférica en
un tubo con EDTA para realizar el estudio molecular.
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VIl.4 Analisis molecular

Este analisis se realizd en el laboratorio de Biologia Molecular del Departamento
de Genética del HIMFG (con la participacion de la Biol. Adriana Sanchez Boiso).

Se realizé la extraccion de DNA utilizando el kit de Puregene® de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (Anexo 2).

Posteriormente se realiz6 la técnica de PCR para la amplificacion de las tres
regiones dénde se encuentran las mutaciones mas frecuentes por la técnica de
PCR (Anexo 3).

En la Figura 6 se muestra la regién codificante del exdn 2 del gen GJB2, y una
porcion del intrdbn (www.ensembl.org), se senalan las mutaciones analizadas en
este trabajo, asi como las secuencias de los oligonucleétidos utilizados y las
secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccidbn empleadas.
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Intrén

Exdn 2

ATTTTAATCCTATGACAAACTAAGTTGGTTCTGTCTTCACCTGTTTTGGTGAGGTTGTGTAAGAGT
TGGTGTTTGCTCAGGAAGAGATTTAAGCATGCTTGCTTACCCAGACTCAGAGAAGTCTCCCTGTT
CTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATTCGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTA

[
GAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCAT

I TGGAAAGATCTGGCTCACCbTCCTCTTCA CGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGA

GGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGQCAGGCTGCAAGAACGT

35delG
167delT

GTGCT1ACGATCACTACTT CCCCATCTCCCI*CATCCGGCTA GGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTC
CACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGA!
CATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGAACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCG

Secuencia de
reconocimiento de Pstl

235delC

Secuencia de

CATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCG
COTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAAC
GEOTEGCCTTETCCCAACACTOTGEALTELTT TETETCUCEECLCACGEAGAAGALTETITTCA
CAGTGTTCATGAT TGCAGTETCTEGAAT T TECATCO TGO TRAATE TCACTGAATTGTET TAT T TRLT
AATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAA

reconocimiento de Apal

Figura 6. Secuencia de la region codificante del gen GJB2 y una
porcion del intrén (www.ensembl.org). En verde se muestran los sitios
de los oligonucleétidos utilizados para amplificar el fragmento para
identificar la mutaciéon 35delG, en azul los utilizados para identificar la
mutacion c¢.167delT y en amarillo los oligonucle6tidos para la
c.235delC. En rojo se sefialan la secuencia de reconocimiento de las

respectivas enzimas de restriccién.

31



La secuencia de los oligonucleétidos utilizados se disenaron mediante el programa
primer3®; éstas se estandarizaron y se secuenciaron los fragmentos de interés,
con DNA del banco del laboratorio de biologia molecular del HIMFG. Las
secuencias de los mismos son las siguientes:
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Para la amplificacion de la regién en donde se encuentra la ¢c.35delG:

Oligonucleétido Secuencia Tamaino %GC Tm
en pb

Sentido AGCATGCTTGCTTACCCAGACTCA 24 50%  58.39

Antisentido TCCTTTGCAGCCACAACGAGGA 22 54.5% 58.70

El tamano esperado del producto es de 234 pb.

Para la amplificacion de la regidon en donde se encuentra la ¢.167delT:

Oligonucledtido Secuencia Tamano %GC Tm
en pb

Sentido AGCATTGGAAAGATCTCGCTCACC 24 50%  57.21

Antisentido GGGAGATGGGGAAGTAGTGATCGT 24 54.1% 57.25

El tamano esperado del producto es de 163 pb.

Para la amplificacién de la regidon en donde se encuentra la ¢.235delC:

Oligonucledtido Secuencia Tamano %GC Tm
en pb

Sentido GCTGCAAGAACGTGTGCTACGA 22 54.5% 58.14

Antisentido CGATGCGGACCTTCTGGGTTTT 22 56.52.5% 58.49

El tamano esperado del producto es de 210pb.
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Una vez amplificados los productos de PCR, se secuencio el fragmento para
identificar la mutacion ¢.35delG (Anexo 4).

La identificacién de las mutaciones ¢.235delC y c.167delT, se realiz6 mediante la
técnica de analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccién (RFLP’s por sus siglas en inglés). Las enzimas que se utilizaron fueron:
para la identificacion de la mutacién c.167delT se utilizé la enzima Psifl, ésta
proviene de la bacteria la Providencia stuartii |, y reconoce la secuencia
5°CTGCAG3’; el corte por la enzima Pstl produce ante la secuencia normal un
fragmento de 116 pb. y uno de 47pb; si la mutacion c.167delT esta presente, la
enzima no reconoce la secuencia por lo que no se produce el corte.

De manera similar la enzima Apal se utilizé para la busqueda de la mutacién
c.235delC, esta enzima proviene del Acetobacter pasteurianus, su secuencia de
reconocimiento es 5" GGGCCCS3’; ante la secuencia normal produce un fragmento
de 151pb y otro de 59 pb; si se encuentra la mutaciéon ¢.235delC, la enzima no
realiza el corte (Anexo 5).

Una vez confirmada la amplificacion, se realiz6 la reaccion de RFLP’s. Los
productos de restriccién fueron visualizados en gel de agarosa al 2%, usando un
marcador de peso molecular de 50 pares de bases (GeneRuler ®) como referencia
para confirmar el tamafno esperado de los fragmentos generados por las diferentes
PCR (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del gel de agarosa en el que se ejemplifican los fragmentos previos al corte, asi como
los fragmentos producidos por las enzimas de restriccion. A: producto de PCR y fragmentos producidos
por el corte enzimatico para el andlisis de la c.167delT; b: producto de PCR y fragmentos producidos por
el corte enzimdtico para el analisis de la c.235delC.



Cada uno de los pacientes fue analizado para las tres deleciones, en primer lugar
por analisis de restriccidn las delc.167delT y 236delC, en caso de que la reaccién
de restriccibn fuese negativa se realizd la secuenciacion para confirmar o
descartar la presencia de la del35G, como se muestra en el diagrama de flujo de
la Figura 8.

Andlisis clinico de
los pacientes
incluidos
W
Tema de muestra,
previc
consentimiento
informado
Extraccién de DNA
35delG 167delT 235delC
! A |
%méhﬁgag&:%m del Amplificacién del fragmento
fragmenis i l
Se corrobord Se corrcbord amplificacion por electroforesis en
amplificacién por gel de agarosa al 2%
electroforesis en ‘l‘
gel de agarosa al - -
2% Reaccién de restriccién
Reaccidn de Electroforesis en gel de agarosa al 2%
secuenciacidn
Secuenciacion
Andlisis de las
sacusnclas

Figura 8. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada.
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VIIl. Resultados

VIIl.1 Caracteristicas clinicas

En colaboracion con el Departamento de Audiologia y Foniatria, se seleccionaron
96 pacientes con diagnéstico de sordera congénita del archivo del Departamento
correspondientes a los afnos 2007 a 2011 y se procedié a la revisidbn de los
expedientes de los casos. En 66 casos se confirm6 que la presentacion fenotipica
en estudio correspondié a sordera debida a factores adversos al nacimiento,
secundarias a infecciones o uso de ototdxicos, ademas se identificaron casos de
sorderas sindrémicas, sorderas con alteraciones renales, cardioldégicas o
neurolégicas, por lo que fueron excluidos del estudio (Tabla 3, Figura 9).
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Tabla 3. Casos de sordera congénita analizados para la seleccidon de
pacientes

Diagnéstico Numero de casos
SCNS 33
Factores adversos 26
perinatales

Alteraciones renales 3
Cardiopatia 3
Alteraciones en SNC 19
Secundario a infecciones 3
Secundaria a ototdxicos 3
TORCH 1
Sindromes especificos 5
Total 96

Secundaria a TORCH, 1% Sindromes
ototoxicos, 3% especificos, 5%

Secundario a
infecciones, 3%

SCNS, 34%
Alteraciones en
SNC, 19 o

o

Factores
adversos
perinatales,
27%
Cardiopatia,
3%

Alteraciones
renales, 3%

Tabla 3 y Figura 9. Causas de sordera congénita en los pacientes
registrados en el Departamento de Audiologia y Foniatria (Fuente: Archivo
de Audiologia, Archivo clinico del HIMFG, Depto. de Bioestadistica y
Archivo Clinico).
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VIll.1.a Pacientes Incluidos

Se identificaron 33 casos de sordera congénita no sindromica que cumplieron con
los criterios de inclusién de la presente investigacién. De este grupo, sélo fue
posible evaluar e invitar a participar, previo consentimiento informado, a 15
pacientes. Tres de los casos fueron eliminaron por obtencién de DNA escaso para
el analisis, uno mas en que fue posible descartar las mutaciones c.167delT vy
c.235delC, el DNA fue escaso para permitir el analisis de la del35G. Por lo anterior
el analisis final de caracteristicas clinicas incluye a 11 pacientes, los que se
presentan en la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas clinicas y resultado del analisis molecular de los

once pacientes incluidos en el estudio

Paciente  Sexo Edad Procedencia Antecedente de Antecedente  Grado y tipo de Mutacién en
consanguinidad  familiar de sordera GJB2
sordera
1 Femenino 8 Edo. México No Si (hermana Sensorineural
meses menor) profunda bilateral
4 Femenino 1afo3 Edo México Si Si (hermana)  Sensorineural Polimorfismo
meses media bilateral V271
5 Femenino 16 Edo México  No No Sensorineural Polimorfismo
anos profunda bilateral Va7l
6 Femenino 5 afos Edo México  Si No Sensorineural G12L
3 profunda bilateral
meses
7 Femenino 2anos Edo México No Si (prima Sensorineural c.35delG
hermana) profunda bilateral
9 Femenino 3 afos Michoacan No No Sensorineural
profunda bilateral
11 Masculino 2 anos Edo. México No No Sensorinerural
profunda bilateral
12 Masculino 3 anos  Guanajuato  No No Sensorineural Insercion
media derecha, guanina en
profunda izquierda  codon12
13 Masculino 2 anos  Michoacan Si Si (primo Sensorineural
hermano) profunda bilateral
14 Masculino 9 afios DF No No Sensorineural
3 profunda bilateral
meses
15 Femenino 11 Michoacan No No Sensorineural
anos profunda bilateral
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VIll.1.b Caracteristicas clinicas, sociodemograficas y heredofamiliares:

De los 11 pacientes incluidos, se encontraron las siguientes caracteristicas
demograficas:

7 (63.63%) son de sexo femenino y 4 (36.36%) masculino.

Las edades de los pacientes incluidos van desde 8 meses hasta 15 anos
con un promedio de 5 anos.

6 provienen del Estado de México, 3 de Michoacan, 1 de Guanajuato y 1
del D.F.

En 3 de ellos se confirmé el antecedente de consanguinidad, en dos casos
en tercer grado y en uno en cuarto grado.

4 tienen antecedentes familiares de sordera congénita.

9 tienen sordera sensorineural profunda bilateral, 1 sensorineural media
bilateral y otro paciente tiene sensorineural media derecha y profunda
izquierda.

A 3 se les realiz6 diagnéstico por tamizaje auditivo neonatal, el resto se
diagnosticaron después de los dos afios de edad.
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VIIl.2 Resultados del estudio molecular

VIIl.2.a Amplificacién de las regiones de interés por PCR.

Se amplificaron los tres fragmentos de PCR a analizar y se visualizaron en un gel

de agarosa al 2% (Figura 10).

35dels a

500pb
250pb

Fragmento
de 234 pb

S e R R e e

167delT b

Fragmento
de 210 pb

Figura 10. Fotografias de los geles de agarosa al 2% en donde se visualizan

las regiones amplificadas. a. Producto para el analisis de la 35delG, b.

Producto para el andlisis de la c.167delT, c. Producto para el andlisis de la

c.235delC.
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VIIl.2.b Analisis mutacional por RFLP’s

Mutacion c.167delT:

En todos los casos analizados se observd corte por la enzima Pstl, por lo que se
concluye que ninguno de estos tiene la delecion de la timina en la posicién 167
(Figura 11).

500 pb

250 pb
Fragmento
de 116 pb
Fragmento
de 47 pb

Figura 11. Fotografia del gel de agarosa al 2% en donde se observan los dos fragmentos
producidos por el corte enzimatico. Se observa el control sin enzima y cinco de los
pacientes. MP: Marcador de peso molecular. C: control sin enzima de restriccién.
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Mutacién c.235delC:

En todos los casos analizados se observé corte por la enzima Apal, por lo que
ninguno de estos tiene la delecidon de la citosina en la posicién 235 (Figura 12).

Fragmento
de 151 pb

Fragmento
de 59 pb

Figura 12. Fotografia del gel de agarosa al 2% en donde se observan los dos fragmentos producidos por el
corte enzimatico. Se observa que en ninguno de los pacientes se encontré la mutacién, ya que en todos ellos
ocurrio el corte enzimatico. MP marcador de peso molecular.

43



VIll.2.c Analisis mutacional por secuenciacion

Mutacioén c.35delG:

Los once pacientes fueron analizados por secuenciacion directa en el fragmento
del exdén 2 previamente especificado para estudiar el sitio reportado de la
c.35delG. De los once pacientes, se encontré6 un paciente con la delecién
c.35delG en estado homocigoto y ademas se encontraron otras mutaciones vy
polimorfismos en cuatro pacientes diferentes (analisis asesorado por el Dr. Jesus
Aguirre Hernandez y el M. en C. Ricardo Vazquez Martinez).

Andlisis Clinico molecular del paciente con la mutaciénc.35delG

Paciente 7:

Paciente femenino de 2 anos, originaria y residente del estado de México.
Producto de la segunda gesta de padres de 37 anos, aparentemente sanos y no
consanguineos (Figura 13). Producto de embarazo planeado con percepciéon del
mismo al mes de gestacién, adecuado control prenatal, embarazo aparentemente
normo evolutivo. Fue obtenida a las 37 semanas de gestacién via abdominal por
ruptura prematura de membranas, peso al nacer de 2,560 g. (percentil 25), talla de
48 cm. (percentil 25) y Apgar de 9/9. Dandose de alta al binomio sin
complicaciones.

Al nacimiento se le realiz6 tamizaje auditivo neonatal, el cual no aprobé por lo que
fue referida.

Conocida en nuestra institucién desde los 4 meses de vida. Fue valorada por los
Departamentos de Audiologia y Otorrinolaringologia, en donde se realizaron
estudios de potenciales evocados auditivos de tallo cerebral en los que se
corrobor6 una sordera sensorineural profunda bilateral.

En el Departamento de Genética fue valorada al 1 afio 6 meses de edad, se
realiz6 historia clinica y exploracién fisica en la que no se encontré ningun dato
patoldgico. Se solicitaron estudios de extension:

e Valoracién oftalmologica: Normal.

e Electrocardiograma: Normal.

e Ultrasonido renal y pruebas de funcién renal: Normales.
e Radiografia de columna: Normal.

Por lo que se diagnosticd sordera congénita no sindrémica.
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Postoperada de implante coclear, actualmente a los 2 afios 4 meses, presenta
lenguaje de palabras sueltas, dirigido.

- [HO
1 2 3
,» L u ]
I N £

17

1 A 2
' Sordera congénite
nie singdrérnica

Microtia atresia

Ne consanguinidad

Figura 13. Arbol genealdgico de tres generaciones en el que se observa el
propositus (Il.1), asi como su prima hermana por rama materna (l11.4),
ambas con diagnédstico de sordera congénita no sindromica.
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Como ya se menciond previamente, se realizaron estudios de RFLP’s para
descartar las mutaciones c.167delT y ¢.235delC; los cuales resultaron normales
por lo que se descartd la presencia de estas dos mutaciones. Se realizd la
secuenciacion del fragmento de interés para la busqueda de la mutacion c¢.35delG,
en la cual se encontr6 la delecion en ambos alelos; se realizé la secuenciacion del
fragmento antisentido en la que se corroboré la presencia de la mutacion de forma
heterocigota (Figura 14).
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Figura 14. Electroferogramas de la secuencia en la que se encuentra la c.35delG, con una
flecha roja y sombreado en gris se marca el sitio de la delecion. a. Secuencia normal
(tomada del paciente 1). b. secuencia del paciente 7 en la que se observa la delecién de la
guanina en la posicién 35 de forma homocigota (oligonucleétido sentido). c. secuencia
antisentido (oligonucledtido antisentido) en a que se corrobora la delecidn.
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VIll.2.d Otras mutaciones detectadas

Se encontraron otros tres cambios (en 4 pacientes) dentro del fragmento analizado
por secuenciacion para la deteccion de ¢.35delG:

e Insercién con cambio en el marco de lectura (c.35insG) que no ha sido
reportada previamente.

e Mutacién de sentido equivocado ¢.34G>T, con probable efecto patoldgico.

e Polimorfismo V27| previamente descrito, el cual esta presente en dos de los
pacientes analizados en estado heterocigoto.

En el paciente 12 se detecté una mutacién por inserciéon en la que se incorpora
una guanina, lo que causa un cambio en el marco de lectura a partir del
aminodcido 12, y finalmente un codén de alto prematuro en el aminoacido 67.

Esta mutacion se encontré de forma heterocigota y no ha sido descrita
anteriormente.

A continuacién se presenta el analisis del paciente 12.
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Paciente 12

Paciente masculino de 3 anos 2 meses, originario y residente de Guanajuato.
Producto de la tercera gesta de padres no consanguineos. Padre de 30 afos y
madre de 22 anos al momento de la concepcién; ambos aparentemente sanos
(Figura 15).

Producto de embarazo planeado con percepcién del mismo a los dos meses de
gestacion, adecuado control prenatal, embarazo aparentemente normo evolutivo.
Fue obtenido a las 40 semanas de gestacion via abdominal por falta de progresién
de trabajo de parto, peso al nacer de 3, 000 g. (percentil 50), talla de 50 cm.
(percentil 50) y Apgar de 8/9. Dandose de alta al binomio sin complicaciones.

Al afio 3 meses de edad la madre notd que el paciente no respondia a estimulos
auditivos, por lo que acudié al DIF en donde se diagnosticé hipoacusia, se indicé
manejo con auxiliares auditivos y terapia del lenguaje. Fue referido a esta
Institucion a los 2 afnos 6 meses. Fue valorado por los Departamentos de
Audiologia y Otorrinolaringologia y se establecié el diagnoéstico de cortipatia
bilateral.

En el Departamento de Genética fue valorada a los 4 afos 6 meses de edad, se
realiz6 historia clinica y exploracion fisica, no se encontré ningin dato patolégico,
ni antecedentes de factores de riesgo para sordera. Se solicitaron estudios de
extension:

e Valoracién oftalmol6gica: Normal.

e Electrocardiograma: Normal.

e Ultrasonido renal y pruebas de funcién renal: Normales.
e Radiografia de columna: Normal.

Por lo que se diagnosticd sordera congénita no sindrémica.

Actualmente en protocolo de estudio para implante coclear, presenta lenguaje a
través de senas, sonidos vocalicos, trata de imitar sonidos onomatopéyicos, y
sonidos silabicos con intencién comunicativa.
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Sordara congénita
no sindrémilea

Mo consanguinided

Figura 15. Arbol genealdgico de tres generaciones en el que se observa el
propositus (Il.7), con diagndstico de sordera congénita no sindrémica.
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Se realizaron estudios de RFLP’s para descartar las mutaciones c.167delT y
c.235delC; los cuales resultaron normales por lo que se descart6 la presencia de
estas dos mutaciones. Se realizé la secuenciacion del fragmento de interés para la
busqueda de la mutacién c¢.35delG, en la que se encontrd la insercién de una
guanina en el codon 12 en uno de los alelos; se realiz6 la secuenciaciéon del
fragmento antisentido en la que se corroboré la presencia de la mutacion de forma

homocigota (Figura 16).
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Figura 16. Electroferogramas de la secuencia en la que se encuentra la inserciéon de una
guanina, con una flecha roja se marca el sitio. a. Secuencia normal (tomada del paciente 1).
b. secuencia del paciente 12 en la que se observa la insercién de la guanina de forma
heterocigota.(oligonucleétido sentido) c. secuencia antisentido en la que se corrobora la

insercidn (oligonucledtido antisentido).
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En el paciente 6, se detectd una transversiéon de una guanina por una timina en la
posicion 34 (c.34G>T), que ocasiona un cambio de glicina por cisteina en el
aminoacido 12; esta es una mutacion ya reportada previamente con probable
efecto patolégico.

A continuacién se describe el caso del paciente 6
Paciente 6

Paciente femenino de 5 afios 3 meses de edad, originario y residente del estado
de México. Producto de la segunda gesta de padres consanguineos en quinto
grado. Padre de 24 anos y madre de 27 afos al momento de la concepcion;
ambos aparentemente sanos (Figura 17).

Producto de embarazo no planeado, si deseado, con percepcion del mismo a los
dos meses de gestacién, adecuado control prenatal, embarazo aparentemente
normo evolutivo. Fue obtenida a las 40 semanas de gestacion via vaginal,
eutocico, peso al nacer de 3,500 g.(percentil 75), talla de 49 cm. (percentil 50) y
Apgar de 8/9, dandose de alta al binomio sin complicaciones.

Al ano 6 meses de edad la madre noté retraso en el lenguaje, por lo que acudié a
hospital en donde se diagnosticd hipoacusia, se indic6 manejo con auxiliares
auditivos y terapia del lenguaje. Fue referida a esta Institucién a los 3 afios 6
meses. Fue valorado por los Departamentos de Audiologia y Otorrinolaringologia y
se establecid el diagnostico de cortipatia bilateral.

En el Departamento de Genética fue valorada a los 4 afios 6 meses de edad, se
realiz6 historia clinica y exploracion fisica, no se encontrd ningun dato patolégico,
ni antecedentes de factores de riesgo para sordera. Se solicitaron estudios de
extension:

e Valoracién oftalmologica: Normal.

e Electrocardiograma: Normal.

e Ultrasonido renal y pruebas de funcién renal: Normales.
e Radiografia de columna: Normal.

Por lo que se diagnosticd sordera congénita no sindrémica.

Actualmente, presenta lenguaje a través de sefas, sonidos vocalicos con intencién
comunicativa.
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A  Propositus
Sordera congénita no
sindrdmica

Figura 17. Arbol genealdgico de seis generaciones en el que se observa el
propositus (VI.1) con diagndstico de sordera congénita no sindromica.
Consanguinidad: 1/256, coeficiente de parentesco: 1/128
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Se realiz6 analisis de RFLP para descartar las mutaciones c.167delT y ¢.235delC;
los cuales resultaron normales. Se secuenci6é el producto amplificado para la
busqueda de la mutacién c.35delG, la cual no se encontré. Se detectdé una
transversién de una guanina por una timina en la posicion 34 (C.34G>T), lo que
causa un cambio de glicina por cisteina en el aminoacido 12.
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Figura 18. Electroferogramas de la secuencia en la que se encuentra la transversién de la
guanina por la timina, con una flecha roja y sombreado se marca el sitio. a. Secuencia
normal (tomada del paciente 1). b. secuencia del paciente 6 en la que se observa el cambio
de la guanina por timina de forma heterocigota.(oligonucledtido sentido) c. secuencia
antisentido en que se corrobora la transversion (oligonucledtido antisentido).
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En dos de los pacientes se detect6 un polimorfismo; una transicion de una guanina
por una adenina en el codén 27, que en la proteina causa un cambio de valina por
isoleucina (V271), el cual es un cambio ya identificado como polimorfismo por
Kelley P. y colegas en 1998 (Kelley P., 1998). Este cambié se encontrd en los
pacientes 4 y 5 corroborados en la secuencia antisentido; en ambos el
polimorfismo se encontré de forma heterocigota (Figura 19).
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Figura 19. Electroferogramas de la regidn en la que se encuentra el polimorfismo V27I, con una flecha
roja y sombreado se marca el sitio. a. Secuencia normal (tomada del paciente 1). b. secuencia del
paciente 4 en la que se observa el cambio de guanina por adenina de forma heterocigota
(oligonucleétido sentido). c. secuencia del paciente 5 en la que se observa el mismo cambio
(oligonucleétido sentido).
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Figura 20. Diagrama que demuestra en resumen los resultados del analisis molecular
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IX. Discusion:

La sordera congénita es un problema importante de salud publica, siendo una de
las principales causas de discapacidad. Tiene multiples etiologias y en particular
las bases genéticas hacen que su herencia sea compleja.

En el presente trabajo de tesis se tuvo como objetivo describir las alteraciones
moleculares en el gen GJB2, en 11 pacientes con diagnéstico de sordera
congénita no sindromica del Hospital Infantil de México Federico Gomez

IX.1 Datos sociodemograficos

De los casos estudiados en este trabajo de tesis, la mayoria provienen del Estado
de México, dato que concuerda con la poblacion atendida en el Hospital Infantil de
México Federico Gomez. Asi mismo llama la atencion que tres (27.27%) de los
pacientes provienen del estado de Michoacan, pero se considera que esto es
debido a que nuestra institucién cuenta con un programa de referencia de nifios de
ese estado con diagndstico de sordera a nuestro hospital y no porque en este
estado se tenga una mayor prevalencia de sordera que en otros lugares de la
Republica de donde es originaria el resto de la poblacién atendida.

IX.2 Datos clinicos

De los pacientes incluidos, Unicamente a tres se les realiz6 el diagnéstico por
tamizaje auditivo neonatal; el resto se diagnostic6 de forma mas tardia (rango de
edad entre los 2 y 5 afos) dentro de este ultimo grupo de pacientes, 6 no han
logrado desarrollar lenguaje hablado, lo cual nos resalta la enorme importancia de
la deteccidn temprana de la hipoacusia mediante el programa de tamizaje auditivo
neonatal, ya que algunos de los pacientes diagnosticados tempranamente
entraron de manera inmediata al programa de evaluacion de implante coclear y
empezaron su rehabilitacién y tratamiento oportuno desde el momento de la
sospecha clinica, lo cual confiere un mejor pronéstico para la integracion y calidad
de vida de estos pacientes.

En tres de los casos (pacientes 4, 6 y 13) se corrobord la existencia de
consanguinidad entre los padres de los pacientes, y en cuatro pacientes
(pacientes 1, 4, 7 y 13) se cuentan con antecedentes heredofamiliares de sordera,
en todos ellos los demas individuos afectados de la familia son de la misma
generacion (hermanos o primos), es decir se observa una herencia horizontal.

Todos estos datos sugieren una herencia autosémica recesiva, el cual como ya se
menciond es el patron de herencia mas frecuente en las sorderas congénitas no
sindromicas.

56



En la gran mayoria de los pacientes la sordera es de tipo sensorineural profunda
bilateral, siendo éste el tipo de sordera mas frecuente en los casos de sordera
congénita no sindrémica, por lo que esta poblacién analizada refleja lo reportado
previamente en la literatura.

IX.3 Analisis Molecular

Se identificaron mutaciones en el gen GJB2 en dos pacientes (pacientes 7 y 12),
de los once pacientes analizados, lo cual corresponde al 18% de los casos; siendo
ésta una proporcién similar a la esperada por lo reportado en la literatura, ya que
se calcula que hasta 20% de los casos de sordera congénita no sindrémica se
dan por mutaciones en este gen (Kelley P., 1998). Sin embargo la muestra
analizada en este trabajo de tesis es muy pequefa para poder establecer
frecuencias, ademas de que solo se buscaron las tres mutaciones mas
frecuentes, incluyendo la secuenciacién de so6lo 210 pb por lo que no podemos
descartar la presencia de mutaciones en el gen en regiones no analizadas.

En un caso (paciente 7) se identific la ¢.35delG, siendo ésta la mutacion mas
frecuentemente asociada a esta enfermedad. Este caso representa el 9% de los
casos estudiados; lo cual corresponde a un porcentaje menor al reportado en la
literatura, ya que se calcula que la ¢.35delG corresponde a alrededor de 28 a 63%,
de las mutaciones en GJB2, dependiendo de la poblacion estudiada (Nejat M.,
2009); pero como ya se mencioné nuestra muestra es aun muy pequefa para
analizar frecuencias.

Es interesante que en esta poblacién no se encontraron ninguna de las otras dos
mutaciones reportadas como las siguientes en frecuencia (c.167delT y 235delT);
sin embargo como ya se mencion6 éstas son frecuentes en poblaciones de
ascendencia judia ashkenazi y asiatica respectivamente, y por el tipo de poblacion
que se atiende en nuestra institucion es probable que estas mutaciones se
encuentren realmente en baja frecuencia.

Interesantemente se encontrd otra mutacion (paciente 12), que correspondié a una
insercién de una guanina dentro de la secuencia de las seis guaninas en las que
ocurre la ¢.35delG; como ya se menciond esta mutacién no ha sido reportada y
causa un cambio en el marco de lectura con un coddén de alto prematuro en el
codédn 67, sin embargo hay que ampliar el estudio de este caso para determinar el
efecto que tiene este cambio en el fenotipo del paciente, como se discutira mas
adelante.

También se encontr6 otro cambid (paciente 6,) la mutacion ¢.34G>T, éste es un
cambio previamente reportado (Grish V., 2007), pero que no se ha demostrado
definitivamente su efecto patolégico, actualmente esta clasificado como un cambio
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probablemente patolégico (rs104894408). Este cambio se encontr6 de forma
heterocigota, por lo que seria importante clonar el fragmento para poder analizar la
secuencia de cada alelo por separado y asi corroborar la presencia de este
cambio.

Se identificaron 2 pacientes (pacientes 4 y 5) con el polimorfismo V271, ambos de
forma heterocigota, lo cual representa el 9% de los alelos analizados; ambos
pacientes son originarios del Estado de México, por lo habrd que descartar que
este sea un polimorfismo frecuente en nuestra poblacion, como ya se ha
mencionado previamente no hay estudios que determinen la frecuencia de
cambios en el gen GJB2 en pacientes mexicanos. Sin embargo Pandya en el
2001, reporté que la presencia de este polimorfismo, junto con otro cambio
(p.E114G) es causal de sordera congénita no sindromica; por lo que en estos dos
pacientes es importante ampliar la secuenciacién de todo el gen para descartar la
presencia de éste u otros cambios.

IX.4 Analisis de casos particulares

En relacion al paciente 7, en este caso se identificé la mutacion mas
frecuentemente reportada, la ¢.35delG en estado homocigoto. De forma
interesante, llama la atencién que a pesar de haberse encontrado la mutacién en
estado homocigoto, los padres no se conocen consanguineos, ni provienen de
comunidades endogamicas. Por este antecedente, seria interesante corroborar el
estado de portadores heterocigotos en ambos padres, para asi descartar que se
trate de una mutacién de novo, lo que seria importante para el asesoramiento
genético de la familia.

Como se menciond previamente en este caso la sordera se identific6 mediante
tamizaje auditivo neonatal, la paciente fue referida al Hospital Infantil de México
antes de cumplir los 6 meses de edad, y fue operada de implante coclear al afno
de edad, actualmente la paciente se encuentra en tratamiento por parte del
departamento de Audiologia y Foniatria y ya logra a los 2 anos 4 meses, lenguaje
de palabras sueltas, dirigido. Lo cual nos ejemplifica la importancia de la deteccién
oportuna de la sordera congénita y el impacto positivo que puede tener el
programa de tamizaje auditivo neonatal que se realiza actualmente en nuestro
pais y que uno de los aspectos dentro del abordaje y manejo multidisciplinario de
estos pacientes es el diagnostico molecular y el asesoramiento genético, como de
hecho se sefiala en las guias internacionales (Joint commitee on infant hearing,
2007).

En el caso del paciente 6 se detecto la mutacion ¢.34G>T, en estado heterocigoto.
Este es un cambio previamente reportado (Grish V., 2007), pero que no se ha
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demostrado bien su efecto, actualmente esta clasificado como un cambio
probablemente patolégico.

Esta mutacion de sentido equivocado, causa un cambio de glicina por cisteina en
la posiciébn 12 dentro de la cadena de aminoacidos (G12C). La glicina es una
aminodcido que en su estructura tiene cadenas laterales alifaticas y es un
aminodcido hidrofilico y polar; mientras que la cisteina es una aminoécido
hidrofilico y polar, pero que en su estructura tiene cadenas laterales con atomos
de azufre, esta ultima caracteristica le confiere a éste aminoacido la capacidad de
producir enlaces disulfuro por lo que puede alterar la estructura proteica.

Sin embargo, es de llamar la atencion que el cambio de un amino4cido en esa
misma posicién (aminoacido 12), si se conoce como patoldgico: la mutacion G12R
en estado heterocigoto, que se da por la transversién de una guanina por una
citosina en el codén 12 es una de las causas del sindrome queratosis ictiosis
sordera o KID por sus siglas en inglés (OMIM 148210), que como ya se menciond
es una enfermedad autosémica dominante (Richard G., 2002); sin embargo en
esta mutacion el cambio de aminoacidos si cambia una glicina que es un
aminoacido polar y que en su estructura tienen cadenas laterales alifaticas por
una arginina que tiene cadenas laterales con grupos basicos, a diferencia de la
mutacion G12C que se encontré6 en el presente trabajo que cambia por un
aminoacido estructuralmente distinto pero con cargas similares como se mencion6
previamente. Para asegurar que este cambio no sea un polimorfismo, se tendrian
que analizar 100 alelos en controles normoyentes. Ademas, el fenotipo del
paciente no recuerda en absoluto ninguna patologia y en particular no tenia datos
de KID, siendo considerado como un paciente con fenotipo normal y sordera
congénita.

Este cambio ha sido previamente reportado en pacientes con sordera congénita
no sindrémica, en un estudio realizado por Putcha et al en el 2007, en el que
analizaron los genes GJB2 y GJB6 en méas de siete mil pacientes con sordera
congénita no sindromica en Estados Unidos, encontraron esta mutacion como
unico cambio en el 0.4% de todas la mutaciones detectadas en estos dos genes.
Sin embargo, falta conocer mas al respecto del efecto que este cambio pudiera
tener sobre la proteina.

El caso del paciente 12 es muy interesante, ya que se identificé una mutacion, la
insercién de una guanina en el codén 12, que no ha sido previamente descrita, por
lo que, como ya se mencioné previamente, falta ampliar el andlisis, pero por
causar un corrimiento en el marco de lectura y codén de alto prematuro en el
coddn 67, es muy probable que se trate de una mutacién causal de enfermedad.
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En este caso la insercién se encontré en estado heterocigoto. Por lo que existen
varias posibilidades a considerar:

No podemos descartar que este caso se trate de un heterocigoto compuesto, ya
que como se menciond previamente, no se realizé el analisis molecular de todo el
gen, unicamente de dos fragmentos por RFLP’s y uno por secuenciacién, por lo
gue no conocemos la presencia o ausencia de una mutacion en el otro alelo en
otra regidn del gen, lo cual si ha sido descrito (Welch K., 2007).

Otra consideracién seria que se trate de un doble heterocigoto, ya que como se
mencionod previamente las conexinas funcionan en grupos de 6 y se pueden unir a
otras conexinas, en particular a la conexina 30 formando un conexén
heteromérico, y se han descrito casos de dobles heterocigotos con una mutacién
en un alelo en el gen GJB2y otra mutacion en un alelo de otro gen de esta familia,
principalmente en el gen GJB6, que codifica para la conexina 30, y que como ya
se menciond se encuentra en el mismo locus (Stevenson V., 2007).

Otra posibilidad es que esta mutacion, que no ha sido descrita previamente, sea
una causa de sordera congénita no sindrémica con patrén de herencia autosémico
dominante; ya que como ya se mencion6, mutaciones en el gen GJBZ2 causan
DFENB1 y en menor frecuencia DFNA3. En este aspecto es interesante que en este
caso, no hay antecedentes heredofamiliares de sordera ni antecedente de
consanguinidad, por lo que no es sugestivo de algun patrén de herencia en
particular, de hecho en este caso seria interesante hacer la secuenciacion en los
padres para igualmente determinar en ellos si alguno presenta el cambio y dado
que tienen fenotipo normal audiol6gico por lo que podria descartarse esta una
herencia autosémica dominante.

En este caso la sordera se detectd después de afio de edad, el paciente fue
manejado con auxiliares auditivos y actualmente se encuentra en protocolo de
estudio para implante coclear. Actualmente presenta lenguaje a través de senas,
sonidos vocalicos, trata de imitar sonidos onomatopéyicos y sonidos silabicos con
intencidbn comunicativa. Esto muestra la diferencia en el desarrollo del lenguaje
cuando hay una rehabilitacidn oportuna en comparacion con otros casos mas
tempranos como es el caso de la paciente 7, la cual fue diagnosticada por
tamizaje auditivo neonatal con intervencién de manejo oportuno, lo que nos vuelve
a demostrar el importante impacto del programa de tamizaje auditivo neonatal.
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X. Conclusiones

En esta tesis se realiz el estudio clinico y molecular de pacientes con diagnostico
de sordera congénita no sindromica atendidos en el HIMFG, se incluyeron 11
pacientes, en 5 de ellos fue posible identificar un cambio en la secuencia del gen
GJB2, que corresponde al 45%.

Tanto el perfil sociodemografico, como las caracteristicas clinicas de los pacientes
estudiados corresponden a lo reportado en la literatura, ya que no hay predominio
por algin sexo y en la mayoria de los casos la sordera es prelocutiva,
sensorineural profunda y bilateral.

Cuatro de ellos tienen antecedentes heredofamiliares sugestivos de herencia
autosémica recesiva, siendo éste el patrédn de herencia mas frecuente en las
sorderas congénitas no sindrémicas.

De los casos analizados en este trabajo de tesis, cuando se comparan aquellos
pacientes diagnosticados por tamizaje auditivo neonatal, con aquellos a los que se
les realizé un diagnostico tardio es evidente una diferencia importante en el
desarrollo del lenguaje ya que aquellos pacientes diagnosticados mediante
tamizaje auditivo neonatal y que se les otorgd manejo oportuno, tienen un mayor
desarrollo del lenguaje a diferencia del otro grupo de pacientes; lo cual nos
demuestra la importancia del programa de tamizaje auditivo neonatal.

No se identificd ningun paciente con las mutaciones ¢.167delT y ¢.235delC.

Se identificé otra mutacién que no ha sido reportada previamente, asi como otro
cambio que podria 0 no ser patolégico, como ya se explicd previamente. En estos
casos es importante determinar si estas mutaciones y polimorfismos son causales
de enfermedad y su frecuencia en la poblacién general.

En dos pacientes se identificd un polimorfismo previamente descrito; es importante
conocer la frecuencia de este cambio ya que no hay estudios que demuestren los
cambios en el gen GJB2 en poblaciéon mexicana.

En este estudio se analizaron unicamente dos SNP’s por RFLP y se secuencié un
fragmento de 210 nucleétidos, por lo que es importante completar la
secuenciacion de todo el gen y descartar la presencia de heterocigotos
compuestos, asi como estudiar el gen GJB6 para detectar dobles heterocigotos, lo
cual tiene importantes consecuencias en el asesoramiento genético.

Este trabajo, demuestra la importancia del estudio integral de los pacientes con
sordera, desde su diagndstico y manejo oportuno, y su estudio molecular lo que
nos permite calcular los riesgos e identificar portadores para asi otorgar un
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asesoramiento genético al paciente y su familia; asi como la importancia de
estudiar este tipo de patologias que no han sido analizadas en poblacién
mexicana.
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Anexos

Anexo 1: Carta de consentimiento Informado

DEPARTAMENTO DE GENETICA
DEPARTAMENTO DE AUDIOLOGIA

Carta de consentimiento para participar en el protocolo de investigacion:

“CARACTERIZACION DE MUTACIONES EN LOS GENES DFNB1/GJB2 EN NINOS
CON SORDERA CONGENITA DETECTADA POR TAMIZAJE AUDITIVO NEONATAL
EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ”

INVESTIGADORES

Dra. Veronica Fabiola Moran Barroso. Dra. Candy Sue Marquez Avila
Investigador Principal Investigador Suplente
Departamento de Genética Departamento de Audiologia

Estimado paciente y/o tutor:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, el cual
es una investigacién que pretende conocer y entender mejor porque se presenta la
enfermedad que tiene su hijo. Esta investigacion estudia las caracteristicas y los cambios
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que pudiera haber en el material hereditario que contiene la informacion para un
desarrollo adecuado de la audicion y que, al haber cambios puedan estos causar
alteraciones en este desarrollo. Por ello esta investigacion puede proporcionarnos
conocimientos que ayuden a otras personas en un futuro.

Queremos que usted sepa que participar en esta investigacion es totalmente voluntario y
que usted puede decidir no participar en el estudio y en este caso no perderia ninguna
prestacion a la que tiene derecho.

Si ustedes estan de acuerdo en participar y dependiendo de la edad y condiciones de su
hijo, ademas de explicarles a ustedes las caracteristicas del estudio podemos también
explicarle a él o a ella, las caracteristicas del referido estudio y solicitar también su
consentimiento.

En este estudio contamos con la autorizacién para incluir, ademas de los nifios
diagnosticados a través del analisis llamado tamizaje auditivo neonatal, a nifios que
tengan el diagnostico de sordera congénita, aun cuando esta no haya sido diagnosticada
en el periodo neonatal (al nacimiento) por el método de tamizaje.

En los parrafos siguientes se describe el estudio.

FINALIDAD DEL ESTUDIO: Su hijo tiene una alteracion del desarrollo de la audicion
presente desde el nacimiento (congénita). Se sospecha que estas enfermedades tienen
varias causas y una de ellas tiene que ver con alteraciones en el material hereditario, este
material contiene la informacién para desarrollarnos. A la manera en que esta arreglada
esta informacion se le llama gen y en el caso de las enfermedades mencionadas se
piensa que un gen llamado GJBZ2 (pero podrian ser otros) podria estar alterado o con
cambios llamados y esto contribuiria a que se presentara la enfermedad. El propésito de
este estudio es buscar los posibles cambios en el material genético de su hijo y el de
ustedes, y saber si este gen esta alterado, lo que nos ayudara a saber si realmente este
gen tiene alguna participacion en causar este tipo de enfermedades.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO:

Para este estudio, necesitamos tomarle a su hijo y a usted, una muestra de sangre,
mediante el siguiente procedimiento:
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1.- Con una jeringa desechable se le tomara a su hijo y a Usted una muestra de sangre de
la vena del brazo, 1ml. Esta muestra sera usada para el analisis de la molécula que
contiene nuestros genes y se llama ADN.

2.- Queremos que sepa, que no daremos a conocer ninguna informacién acerca de usted
ni de su familia que los pueda identificar, debido a que la informacién que se recabe es
absolutamente confidencial y con fines de investigacion y esta si se publicara en revistas
cientificas internacionales.

BENEFICIOS: Se les dara a ustedes asesoramiento genético con toda la informacion que
llegue a integrarse. Su colaboracion permitira obtener conocimiento que tal vez ayudara a
otras familias que presenten problemas similares en un futuro.

RIESGOS Y MOLESTIAS: Los posibles riesgos de la extraccibn de sangre son los
siguientes: molestia leve en el sitio por donde se le extrajo la sangre; a veces, la
formacion de moretones, desmayos y rara vez infeccion.

COSTOS: Tanto la extraccibn de muestras de sangre como las pruebas y cualquier
consulta que usted tenga con el médico para hablar del estudio de investigacién, asi como
los resultados no tendran ningun costo para usted.

Si surgiera algun problema o tuviese usted una pregunta con respecto a este estudio, a
sus derechos como participante en la investigacion o a cualquier lesion relacionada con la
investigacion, debera usted comunicarse con los médicos del departamento de audiologia
0 genética o con el investigador principal al teléfono 52 28 99 17 ext. 2037. Si deseara
hablar con alguien méas acerca del protocolo, aparte de los investigadores relacionados,
puede usted dirigirse a la Direccién de Investigacién a la ext. 2163.

Le sugerimos que conserve una copia de este documento para consultarla si es
necesario.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de
discutirlas y de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consentimiento para participar
en el estudio.
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México, D.F. de del

Nombre y firma del paciente

(De ser el caso)

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Direccion Direccidn

EL PRESENTE DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO HA SIDO APROBADO PARA
USARSE ENTRE LOS DIAS DE 2010 Y DE 2012
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Anexo 2: Extraccion de DNA genémico

1. Lisis de Glébulos Rojos: Se colocaron 300 uL de sangre periférica en un
tubo con 900 pL de solucién de lisis de gldébulos rojos, se invrtié varias
veces y se incubé durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd durante 20 segundos a 13000 revoluciones
por minuto; se eliminé el sobrenadante y se agitdé para resuspender el
botén.

2. Lisis Celular: Se agregaron 300 pL de lisis celular al botén previamente
resuspendido. Utilizando la pipeta se agita hasta obtener una solucién
homogénea.

3. Precipitacién de proteinas: Una vez obtenida la solucibn homogénea del
paso dos; se agrego la solucién de precipitacién de proteinas, se agit6 en el
vortex y se centrifugdé a 1300 revoluciones por minuto durante 1 minuto.

4. Precipitacién de DNA: El sobrenadante del tubo que sali6 en el paso 3 de la
centrifuga, se transfiri6 a nuevo tubo que contenia 300 uL de isopropanol,
se invirti6 el tubo 50 veces hasta que se observé el cumulo de DNA.
Posteriormente se centrifugo a 13000 revoluciones por minuto durante 1.
minuto. Una vez centrifugado, se retir6 el sobrenadante y se agregaron 300
UL de etanol al 70%; se centrifugd a 13000 revoluciones por minuto por 1
minuto y se decant6 el sobrenadante. Se colocé el tubo en un desecador a
velocidad media durante 15 minutos.

5. Hidratacién de DNA: Se resuspendi6 el DNA en 50uL de solucién de
hidratacién y se incubé 1 hora a 60°C.

Cuantificacion del DNA:

El DNA extraido se cuantifico por espectrofotometria con el equipo NanoDrop
®, en la que una unidad de densidad 6ptica corresponde a 50 mg/mL de DNA
de doble cadena.

Para determinar la pureza, se utilizé la razon DNA/proteinas, en la que valores
menores a 1.75 indican la presencia de proteinas.

Determinacién de la Integridad del DNA

Para confirmar la integridad del DNA ya cuantificado se realiz6 una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
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Anexo 3: Reaccion en cadena de polimerasa (PCR):

La PCR es una técnica de biologia molecular basada en la en la expansién
logaritmica de una secuencia de DNA o RNA conocida.

Etapas de la PCR:

1. Desnaturalizacién: Separaciéon de las dos cadenas de DNA por medio de
calentamiento. Se aplica una temperatura de 94 a 97°C durante 15 a 30
segundos.

2. Alineamiento: También llamada templado; en esta etapa de enfria por
debajo de la Tm para permitir la hibridacién de las cadenas sencillas con los
oligonucleétidos (primers, cebadores) correspondientes. Se aplica una
temperatura de 55 a 68°C por 30 a 60 segundos.

3. Elongacion: Es la etapa de amplificacion, la DNA polimerasa termoestable.
Se lleva a cabo a una temperatura intermedia de 68 a 72° C.

Estas etapas forman 1 ciclo de PCR, este ciclo se repite entre 25 y 35 veces,
para lograr una acumulacién exponencial de la secuencia a estudiar.

Los componentes de la PCR son:

DNA blanco: Corresponde el DNA a amplificar.

Taq Polimerasa: Es una DNA polimerasa, termoestable. Es una enzima
recombinante extraida de Thermusaquaticus, esta DNA polimerasa
presenta una tasa de incorporacién de nucleétidos de aproximadamente
150 nucledtidos por segundo.

Oligonucledtidos: También llamados cebadores o primers, son
secuencias complementarias a la cadena blanco que delimitan la regién
a amplificar; deben de tener una longitud de 18 a 25 nucleétidos, tener
un contenido de guanina y citosina del 5%0 a 60%.
Desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTP’s): Son las bases que se van
a incorporar para la amplificacion; se utiliza una mezcla con los cuatro
dNTP’s: dATP, dCTP, dGTP y dTTP.

Cloruro de Magnesio: EI magnesio es cofactor de la Taq Polimerasa.
Amortiguador:
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Para la amplificacién de los fragmentos estudiados, se utilizo:

e 2.5 pl de Amortiguador.

e (O.5pulde DNPT’s a 10mMol.

e 0.75 pl de MgCl2 a 50mMol.

e 1.0 pl de Oligonucledétido F a 10pMol.
e 1.0 ul de Oligonucle6tido R a 10pMol.
e 0.2 pl de Taq Polimerasa.

e 20 ng de DNA.

Las temperaturas utilizadas para los ciclos de la reaccién fueron:

e Desnaturalizacion inicial:96 °C por 2 minutos. Se repitié por 35 ciclos y

e Desnaturalizacion: 96 °C por 30 minutos. posteriormente permanecio a
e Alineamiento: 58.3°C por 30 minutos. 72°C por 10 minutos para la
e Extension: 72°C por 30 minutos. extension final.
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Anexo 4: Reaccion de secuenciacion:

Como ya se menciond para la identificacion de la mutacién del35G, se realiz6 la
técnica de secuenciacion directa.

Esta técnica permite determinar la secuencia de nucleétidos exacta de un
fragmento. La técnica utilizada en esta tesis es una técnica modificada de la
descrita por Sanger.

Primero, se purificé el producto de PCR, por el método de ExoSAP-IT®, el cual
elimina el exceso de oligonucleotidos y nucleétidos, ya que éstos pueden interferir
en la reaccién de secuenciacién. Una vez purificado el producto, se llevé a cabo la
reaccion de secuenciacion. Los reactivos utilizados para esta reaccion fueron:

e Big Dye 3.1 (Applied Byosistems ®) : 8 pl
e Oligonucleétidos: 5 pMol.

e Producto de la reaccién de PCR: 20 ng.
e Se ajusto a un volumen final de 20 pl.

Las condiciones que se utilizaron para la reaccion fueron:

e Desnaturalizacion inicial: 95°C por 5 minutos.

e 25ciclos:
o Desnaturalizacion: 95°C por 30 segundos.
o Alineamiento: 58°C por 10 segundos.
o Extension: 60°C por 4 minutos.

Una vez terminada la reaccion, esta se purificé mediante columnas CENTRI-SEP®
por el método de filtracién en gel para recuperar fragmentos de DNA mayores a 16
pb y eliminar hasta el 98% de sales nucledétidos trifosfatados y otros compuestos
de bajo peso molecular.

Posteriormente, se colocarén en el secuenciador ABI PRISM 310®. En este, los
productos de cadena sencilla de diferentes longitudes son separados por
electroforesis en capilar. El secuenciador detecta la fluorescencia emitida por cada
uno de los fluoréforos que permiten la identificacién de las cuatro bases ya que
cada uno de los fluoréforos emite una luz a diferente longitud de onda cuando es
excitado por el laser de Argon, lo que permite la deteccion de dichas bases en una
sola inyeccién del capilar. El software del equipo reproduce las sefnales recibidas
como un electroferograma que corresponde a la secuencia de nucleétidos.
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Anexo 5: Reaccion de restriccion:

Como ya se comento, para el analisis de las mutaciones c.167delT y ¢.235delC se
realizé la técnica RFLP (fragmentos de restriccién de longitud polimérfica).

Para el andlisis de la mutacion c.167delT se utilizé la enzima Pstl (Fermentas®).
Para el andlisis de la mutacién ¢.235delC, se utilizé la enzima Apal (Fermentas®).
Las condiciones utilizadas para la reaccién de restriccion fueron:

e 2.5ul de amortiguador.

e 0.2 pl de enzima de restriccién.
e 7.3 plde agua.

e 15 pl de producto de PCR.

Volumen final de 25 pl.

Las temperaturas utilizadas fueron:

e Incubacion: 37°C por 3 horas.
e Inactivacién: 65°C por 20 minutos.
e Mantenimiento: 4°C

Para identificar si se realizé el corte de enzimético se corrié en un gel de agarosa
al 2% durante 120 minutos a 100 volts, y fueron visualizados bajo luz UV.
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