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SECUENCIACION DE EXOMA COMPLETO EN UN GRUPO DE CASOS
FAMILIARES MEXICANOS CON HIPOACUSIA NEUROSENSORIAL

1.MARCO TEORICO:
Embriologia del oido

El oido externo y medio se originan del aparato branquial. La cavidad del oido
medio se deriva a partir del endodermo de la primera hendidura braquial. El oido
interno se desarrolla a partir de la placoda o6tica. Del primer arco o cartilago de
Meckel contribuye al martillo y al yunque. EI musculo tensor del timpano deriva del
primer arco branquial y es inervado por el nervio del primer arco branquial el cual
es rama del nervio trigémino. El segundo arco branquial o cartilago de Reichert
contribuye a la supraestructura del estribo. El musculo del estribo es inervado por
el nervio facial el cual es rama del nervio facial (nervio del segundo arco), se une
el primer nervio del arco al nervio lingual mandibular. La base del estribo es

derivado de la capsula otica (1).
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Figura 1. Embriologia del oido



Embriologia del oido interno

En el sistema auditivo, el oido interno se desarrolla méas temprano. Un
engrosamiento en la superficie del ectodermo en cada lado de la region del
rombencéfalo (la parte caudal del cerebro posterior) de los pliegues neurales en el
dia embrionario 22 o 23 anuncia el desarrollo del pabellén auricular. La formacion
de este engrosamiento ectodérmico, la placoda 6tica, es inducida mediante la
sefializacion del mesodermo paraxial y la notocorda. El crecimiento de la cabeza
transloca caudalmente la placoda 6tica al nivel de la regién del segundo arco
branquial. Durante la cuarta semana, la placoda otica se invagina profundamente
hacia el ectodermo en la superficie del mesénquima subyacente, formando la fosa
Otica. Los méargenes de cada fosa o6tica se fusionan posteriormente para formar la
vesicula o6tica (otocisto), el primordio del laberinto membranoso. Se distinguen dos
regiones de la vesicula 6tica: una porcién ventral que da lugar al saculo y el ducto
coclear (pars inferior), y una porcion dorsal que forma el utriculo y los canales

semicirculares (pars superior) y el conducto endolinfatico (figura 1).(2)
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Figura 2. Corte transversal a través del rombencéfalo que muestra la formacion de

las vesiculas oticas a) 24 dias, b) 27 dias, c) 4.5 semanas



Embriologia del saculo, Cécleay Organo de Corti

Aproximadamente en el dia 26 en la cuarta semana, la vesicula o6tica ventral se
diferencia dentro del saculo. Durante la quinta semana el polo inferior del saculo
comienza a alargarse y enroscarse. Esta proyeccion, el ducto coclear, penetra
alrededor del mesénquima en forma espiral. Para completar la octava semana, el
ducto ha realizado 2.5 vueltas. El desarrollo de la coclea membranosa y el saculo
mantienen su conexion a través del ducto reuniens.

Durante la séptima sema, las células del ducto coclear epitelial se diferencias para
formar el Organo de Corti. Inicialmente, estas células epiteliales son similares,
pero dentro de poco formaran dos crestas, una interna (el futuro limbus espiral) y
una cresta externa. La cresta externa forma una hilera de células sensoriales
auditivas internas (células pilosas) y 3-4 hileras fuera de las células pilosas. Los
estereocilios de las células pilosas se conectan a través de la membrana tectorial,
la cual se une al limbus espiral. Las células pilosas, sus células de soporte y la
membrana tectorial juntas constituyen al Organo de Corti. Las células
ganglionares espirales también se diferencian de las células en la pared del ducto
coclear para formar el ganglio espiral. Las proyecciones neuronales se extiendes
del ganglio espiral al 6rgano de Corti, terminando al lado del caliz adyacente en las
células pilosas individuales. Las células del ganglio espiral conservan su caracter
embrionario bipolar.

El mesénquima que rodea al conducto coclear pronto se diferenciara en cartilago.
Durante la novena semana estos tejidos cartilaginosos se someten a vacuolizacion
y forman los dos espacios perilinfaticos: la escala vestibular y la escala timpanica.
La membrana vestibular (de Reissner) separa al conducto coclear de la escala
vestibular y la membrana basilar separa al ducto colear de la escala timpéanica. La
pared lateral del ducto coclear permanece unida al cartilago circundante por el
ligamento espiral, mientras su aspecto medial esta sustentado por el modiolo
cartilaginoso, que posteriormente sirve como el eje 6seo se la coclea. La céclea se

desarrolla estructuralmente por la semana 26 (figura 3).
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Figura 3. Desarrollo de la escala timpani y de la escala vestibuli. A) El conducto
coclear es rodeado por una capa cartilaginosa. B) Durante la semana 10,
aparecen vacuolas alargadas en la capa cartilaginosa. C) El conducto coclear
(escala media) se separa de la escala timpani y de la escala vestibuli por las

membranas basilar y vestibular respectivamente.



Anatomia del oido

El oido se divide en tres componentes: externo, medio e interno (figura 4). El
pabellon auricular se compone de cartilago cubierto de piel. La forma del cartilago
es muy importante, debido a que le confiere la estructura al pabellén auricular. El
canal auditivo externo mide aproximadamente 2.5 cm. El tercio externo es
cartilaginoso y el tercio interno es 0seo. La piel de la parte 6sea es muy delgada y
se extiende sobre el periostio y no contiene glandulas, foliculos pilosos ni
estructuras anexas. La trompa de Eustaquio conecta el oido medio con la
nasofaringe. El tercio posterior de la trompa de Eustaquio del adulto es de
conformacioén ésea y termina dentro de la porcion petrosa del hueso temporal. Los
dos tercios anteriores son cartilaginosos. En adultos la tuba forma un angulo de
45° en relacion al plano horizontal, mientras que esta inclinacién es de solo 10° en

los nifios (1).
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Figura 4. Divisidn esquemaética del oido

La membrana timpanica comunica el oido externo con el medio, tiene una forma
eliptica y ligeramente coénica. La punta de este cono, el umbo, marca la parte
inferior del manubrio. ElI diametro de Ila membrana timpanica mide
aproximadamente 9 mm (9-10 vertical; 8-9 horizontal). El area de superficie es de
85-90 mm? La membrana timpanica se compone de tres capas, la capa

epidérmica externa, una capa mucosa interna, y una capa fibrosa media. El area
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por encima del proceso pequefio del martillo se conoce como pars flacida y el area
debajo como pars tensa. La pars flacida no tiene la capa fibrosa media, por esa
razén es flacida. La pars tensa se engrosa periféricamente formando el anillo
timpanico. El anillo timpanico no existe superiormente rodeando la pars flacida.
Hay in triangulo de luz en el cuadrante infero anterior de la membrana timpanica.
La posicibn de este triangulo cambia superiormente y comienza a ser mas

pequefio cuando la membrana timpanica se retrae. (1)

Cono de luz

Figura 5. Membrana timpanica

Cadena osicular

El martillo, yunque y estribo constituyen los tres huesos de la cadena osicular.
Estos huesos sirven para conducir el sonido de la membrana timpanica hacia la
coclea. ElI martillo es el hueso mas lateral y conecta directamente con la
membrana timpanica. Este tiene cabeza manubrio, cuello y un proceso anterior y
otro lateral. El proceso lateral esta directamente conectado a la paras flacida de la
membrana timpanica, el umbo. Un ligamento anterior se conecta al proceso
anterior que pasa a través de la fisura petrotimpanica y en asociacion con el
ligamento incudal posterior, crea el eje de rotacidn osicular. El proceso lateral del
matrtillo esta localizado en la parte supero lateral del martillo y estd muy proximo a
los canales semicirculares laterales. La cabeza del martillo esta localizada en el
techo, un lugar donde frecuentemente se forman colesteatomas. El muasculo
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tensor del timpano, une a la parte medial del matrtillo y se tensa en respuesta al
sonido, esta tension transmite el sonido a la coclea.

El martillo es el mas grande de los tres y se compone por el cuerpo y tres
procesos: anterior, largo y lenticular. EI cuerpo anterior del yunque se articula con
la cabeza del martillo en el epitimpano mientras que el proceso lenticular se
articula con la cabeza del estribo. El ligamento incudal posterior suspende el
proceso corto del yunque en la fosa incudal.

El estribo es el mas pequefio de los tres huesos y es el mas pequefo del cuerpo
humano. Lo componen cabeza, cuello, cruz anterior, cruz posterior y base. La
base se asienta en la ventana oval, la cual conecta al vestibulo. El ligamento
anular esta conectado al tejido conectivo que se encuentra entre la ventana oval y
la base. (3)

Figura 6. Cadena osicular

Oido interno

El oido interno en los mamiferos consiste en céclea, vestibulo y tres canales
semicirculares. Debido a su compleja anatomia, el oido interno es referido como
un laberinto. El oido interno tiene una doble pared en su estructura. La pared
externa es un hueso llamado capsula 6tica. El lumen de la capsula ética se llama
laberinto 6seo. La pared membranosa interna del laberinto se llama espacio
perilinfatico y esta lleno de perilinfa. Dentro del laberinto membranoso se llama
espacio endolinfatico y esta lleno con endolinfa. La perilinfa es rica en sodio y su
composicion es similar al fluido cerebroespinal. La endolinfa es rica en potasio y

muy diferente a la de otros fluidos corporales.
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El oido interno esta acompafiado por muchas estructuras vitales. El oido interno
se conecta al tronco encefalico con el nervio auditivo a través del canal auditivo
interno. El nervio facial pasa superiormente (porcion laberintica y timpéanica) y
posteriormente (porcidbn mastoidea) a la coclea y lateralmente (una union entre la
porcidon timpanica y la porcion mastoidea del nervio facial) hacia el vestibulo.
Ventralmente a la céclea, la arteria carotida interna forma un acodamiento. El

bulbo de la vena yugular esté localizado inferior a la céclea.

La coclea

La céclea es un d6rgano de la audicién. La céclea en los mamiferos tiene la
caracteristica forma enrollada, en los humanos la conforman 2.75 vueltas. El
epitelio sensorial de la coclea es el érgano de Corti, en el cual las células pilosas
sensoriales forman filas (4). En la figura 4 se muestra un corte del oido humano
mostrando el organo de Corti (organo espiral). Arriba a la derecha se pueden ver
las cuatro filas de celulas pilosas, que tienen como base las celulas de Dieter
silimares a pilares. Cada célula pilosa contiene mas de 100 cabellos individuales
(individual hairs). Los cabellos traducen el movimiento mecanico ocasionado por el
desplazamioento de las ondas sonoras a impulsos nerviosos, los cuales son

transmitidos al cerebro a traves del nervio coclear. (1)
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Fisiologia de la céclea.

La céclea convierte las oscilaciones de la base del estribo en potenciales de
accion de frecuencia especifica en el nervio auditivo. Este mecanismo es llamado
proceso de transduccidn mecano-eléctrico, y se realiza en varios pasos que
pueden subdividirse en:

¢ Fragmentacion de frecuencia especifica pasiva de la sefial de sonido

e Potenciacién frecuencia especifica activa de la energia acustica

e Conversion de la energia mecéanica en potenciales de accion en el nervio.

Anatémicamente, la cOclea se puede subdividir en tres compartimientos fluidos: la
escala timpani, la escala vestibular que contiene perilinfa rica en sodio y la escala
media (conducto coclear) que contiene endolinfa rica en potasio. Este gradiente de
potasio es producido por la estria vascular del ligamento espiral. Esta estructura
recibe la mayor parte del suministro de sangre coclear. Por lo tanto, los
transportadores de iones que se encuentran en la estria vascular son los mismos
gue se encuentran en el riidbn. Esto parece ser la causa de la ototoxicidad de

muchos farmacos y agentes nefrotoxicos.
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Este gradiente de iones se denomina potencial endococlear y es fundamental para
el buen funcionamiento de la céclea. La avascularidad de la estria vascular y la
atrofia general de esta estructura se han asociado con hipoacusia neurosensorial y
presbiacusia. Especificamente, la correlacion clinica y patolégica sugiere una
hipoacusia de frecuencia plana debido a la degeneracion estrial. Por supuesto la
pérdida de las células pilosas externas seguido por la pérdida de las células
pilosas internas se ha visto que es la causa mas frecuente de hipoacusia

neurosensorial, afectando primeramente a las regiones de alta frecuencia.

Fragmentacion pasiva de la onda viajera

Como se describié anteriormente, cada sefial acustica se transmite al oido interno
a través de la base del estribo dentro de la ventana oval. Cualquier
desplazamiento de la ventana oval es seguido por una onda viajera a lo largo de la
membrana basilar. En la ventana oval, se produce un desplazamiento antidrémico
como resultado del movimiento de la membrana basilar. Por lo tanto, la energia
acustica que ingresa a la coclea a través de la ventana oval se desvia a través de
la céclea en lugar de hacerlo a través del aparato vestibular. En los casos de una
tercera ventana, como en el caso del sindrome de dehiscencia del canal superior,
una parte de la energia se desvia a través de partes del sistema vestibular, lo que
causa una hipoacusia pseudoconductiva, el fenomeno de Tullio y problemas de
equilibrio (figura 8).

Es importante destacar que la onda que viaja dentro de la cAclea no esté viajando
continuamente, sino que alcanza su punto maximo en una posicién bien definida
dependiendo de la frecuencia del sonido. Especificamente, las ondas de alta
frecuencia alcanzan su punto maximo mas cerca de la ventana oval y redonda, y
las ondas viajeras de baja frecuencia alcanzan un punto apical cerca del
helicotrema. Por lo tanto, todo el espectro de frecuencias audibles se mapea a lo
largo de la membrana basilar, y cada frecuencia se correlaciona con un lugar en la

membrana basilar. Este es el primer principio esencial para la percepcién del tono
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y se llama tonotopicidad. De esta forma, cualquier sonido se divide en sus

porciones espectrales.

Potenciacion activa de la onda viajera

Los datos experimentales han demostrado que el pico de la onda viajera es mucho
mas agudo de lo que se esperaria solo con los mecanismos pasivos. Entonces se
descubri6 que este mecanismo dependiente de la energia producido por la

activacion local de células altamente especializadas, las células ciliadas externas.

El 6rgano de Corti esta localizado dentro de la escala media y tiene dos tipos
diferentes de células receptoras, ambas sensibles al movimiento: de tres a cinco
filas de células ciliadas externas y una fila de células ciliadas internas orientadas a
lo largo de los giros de la coclea. Las células pilosas estan cubiertas de haces de
estereocilios especialmente alineados en su membrana apical. Todos los
estereocilios estdn conectados a través de estructuras mecanicas denominadas

enlaces de punta (tip links).

Ambos tipos de células ciliadas estdan embebidas en las células de soporte y
residen en la membrana basilar. Estan cubiertas por una estructura de
glicoproteina gelatinosa - la membrana tectorial. Se cree que los estereocilios mas
altos encontrados en las células ciliadas externas estan incrustados dentro de la
membrana tectorial. Sin embargo, los estereocilios de las células ciliadas internas

no lo estan vy, por lo tanto, flotan libremente dentro del espacio subtectorial.

Debido a los diferentes puntos de apoyo de la membrana basilar y de la
membrana tectorial, el desplazamiento de la membrana basilar producido por una
onda viajera ocasiona un movimiento de cizallamiento y se desvian los
estereocilios de las células ciliadas externas. Esto abre canales de potasio
mecanosensibles cerca de los enlaces de punta de los estereocilios, lo que resulta

en la entrada de potasio a la célula. La entrada posterior de calcio despolariza la
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célula. La desviacion de los estereocilios en la direccion opuesta cierra los canales

y la célula se repolariza de nuevo.

Las células ciliadas externas poseen una proteina motora en sus membranas
laterales llamada prestina. Es sensible al voltaje y acorta la longitud de las células
ciliadas externas en microsegundos. Pueden cambiar la longitud (altura) de la
célula hasta un 5% cuando se despolariza. Usando este mecanismo, las células
ciliadas externas oscilan dentro de la frecuencia del ciclo despolarizacion-
repolarizacién y mejoran la onda viajera a nivel local, lo que lleva a un pico agudo
en un area definida del érgano de Corti. Especificamente, este pico mejorado y
dependiente de la energia es mucho mas agudo que el generado solo a través de

la energia mecanica.

Conversion de la onda viajera en potenciales de accién

Las células ciliadas internas junto con las cintas sinapticas de sus fibras nerviosas
aferentes son capaces de convertir la onda viajera en potenciales de accién
nerviosos. Los estereocilios de las células pilosas internas (CPIl) se desvian como
resultado del flujo de endolinfa hacia abajo de la membrana tectorial. De nuevo,
los canales de potasio mecanosensibles se abren y la célula se despolariza. La
endolinfa rica en potasio proporciona el combustible para este proceso. La
despolarizacién a su vez conduce a una activaciéon de canales de Ca?* de tipo L
dependientes de voltaje. La afluencia de Ca?*, por lo tanto, conduce a una
exocitosis muy rapida de las vesiculas de glutamato que se agrupan en un grupo
de vesiculas que facilmente son liberadas. El glutamato luego se une a un
receptor AMPA de la membrana postsinaptica, y se genera una corriente
postsinaptica excitadora. Se cree que el transmisor proporcionado por una
vesicula podria activar suficiente corriente para despolarizar la fibra nerviosa

aferente hasta su umbral.
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Normalmente, las excitaciones de las fibras nerviosas se correlacionan con la fase
real del ciclo de las sefales de sonido. Esto se denomina bloqueo de fase de la
fibra nerviosa y es el segundo mecanismo esencial para la percepcién del tono. Se
puede encontrar bloqueo de fase para sefiales de hasta 5 kHz, lo que demuestra

el procesamiento extremadamente rapido en el sistema auditivo.

Estribo

Membrana bsailar ST
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Figura 9. Arreglo de la frecuencia tonotopica dentro de la coclea. Las partes

cocleares correspondientes a los estimulos de alta frecuencia estan localizadas
basalmente, mientras que las areas que responden a bajas frecuencias estan

ubicadas hacia el apice de la céclea.
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Figura 10. Despolarizacién de las células pilosas. La fuerza de cizallamiento se
transforma en un potencial de accién por medio de la entrada de potasio desde el
espacio endolinféatico.
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Figura 11. Primera sinapsis auditiva en las vesiculas de glutamato del espacio
presinaptico.
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Arquitectura del Ganglio Espiral

Las células ganglionares espirales estan alineadas en grupos dentro del modiolo
0seo. La gran mayoria de las células ganglionares espirales son células de tipo I,
gue degeneran rapidamente después de la lesion de la dendrita. Por otro lado,
alrededor del 5% de las células ganglionares espirales son células de tipo Il, que
son mas pequefias y no mielinizadas. Las dendritas de las células de tipo Il forman
haces espirales ubicados entre las células de Deiter, donde discurren apicalmente
y luego inervan varias células ciliadas externas. Por lo general, una célula

ganglionar espiral tipo Il es mas resistente a las lesiones.

Los axones de las células ganglionares espirales se proyectan al ndacleo coclear.
El ndcleo coclear se subdivide en anteroventral, posteroventral y dorsal. Cada
axon se divide para proyectar a varias porciones del nucleo coclear.
Especificamente, cada neurona apical tipo | se proyecta hacia la porcion medial
del nucleo. Las neuronas de alta frecuencia de giro basal se proyectan hacia la
porcidn lateral del ndcleo coclear. De este modo, hasta cierto punto la frecuencia
tonotopica permanece algo conservada en el ndcleo coclear, debido a la
disposicion de la coclea. Los implantes auditivos del tronco encefalico intentan
utilizar esta organizacion para la estimulacién especifica de frecuencia del nucleo

coclear.
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Fisiologia eferente

Las fibras méas eferentes que se proyectan hacia la coclea se originan en el
complejo olivar superior. Los haces olivococleares ipsilaterales y contralaterales
conectan estas fibras a la céclea. Especificamente, el haz contralateral transporta
las fibras mayoritarias o eferentes a las células ciliadas externas del 6rgano de
Corti. Las fibras eferentes predominantemente inervan las células ciliadas
externas, la densidad de la fibra es mayor en el giro coclear basal. Hacia el apice,
las células ciliadas externas se inervan menos densamente. Como se menciono
anteriormente, se cree que las células ciliadas externas agudizan la onda viajera y
sus propiedades contractiles parecen ser responsables de la presencia y la utilidad

diagnéstica de las emisiones otoacusticas (5).
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HIPOACUSIA

La hipoacusia se define como la pérdida total o parcial de la audicion y se
considera discapacitante, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) si el
umbral esta por encima de 40 dB (considerando el mejor oido) en el adulto y de 30
dB en nifios(6). La hipoacusia puede afectar a todos los grupos de edad desde
recién nacidos hasta ancianos, afectando el desarrollo del habla y el lenguaje en
los nifios y ocasionando problemas sociales y de incorporacion a la vida laboral en
los adultos. La hipoacusia puede surgir desde cualquier parte de la via auditiva,
incluido el canal auditivo externo (CAE), el mecanismo de transmision del sonido,

la céclea, el nervio auditivo y las vias auditivas centrales.

Epidemiologia

La hipoacusia es el déficit sensorial mas prevalente en los seres humanos (7).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente 360 millones de
personas en todo el mundo o aproximadamente el 5% de la poblacion mundial
tienen una forma discapacitante de hipoacusia (8). Las formas congénitas afectan
a 1 de cada 1000 recién nacidos vivos, pero también se ha informado con una
prevalencia tan alta como es de 5 a 7 por cada 1000 recién nacidos vivos (9).
Estos nifios se enfrentan a desafios en el desarrollo del lenguaje, el habla y la
educacion, la hipoacusia disminuye las oportunidades y representa una carga
potencial para la sociedad. A los 60 afios el 40-50% de los adultos tendran
hipoacusia como resultado de factores ambientales y/o genéticos especificos, lo

gue resulta en aislamiento social y disminucion del ingreso familiar (10).

Aproximadamente el 3% de los nifios y adolescentes caucasicos presentan
hipoacusia y las estimaciones son mas altas entre algunas minorias y en los nifios
con nivel socioecondmico bajo. La hipoacusia infantil se detecta frecuentemente
cuando un padre informa que su bebé o nifio no responde a su voz, cuando hay

retraso en el habla o el lenguaje, o cuando el rendimiento escolar es deficiente. La
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sospecha del cuidador por hipoacusia debe hacer que un médico investigue mas a
fondo el caso. Los factores de riesgo adicionales para la hipoacusia que pueden

incitar la evaluacion se muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Factores de riesgo de hipoacusia

Sospecha del cuidador con respecto a baja audicion.

Historia familiar de hipoacusia

Estancia en la unidad de cuidados intensivos de mas de 5 dias
Infecciones in utero incluyendo:

e Citomegalovirus

e Herpes
e Rubeola
e Sifilis

e Toxoplasmosis
Exposicién in utero a:
e Diabetes materna
¢ Ingestidn de alcohol o drogas por la madre
Cuidado prenatal deficiente
Gestas multiples
Exposicién neonatal a:
e Oxigenacién membranal extracorpérea
e Ventilacion asistida
¢ Medicamentos ototdxicos (gentamicina, tobramicina)
e Diuréticos de asa
¢ Exsanguino transfusion debido a hiperbilirrubinemia
e Aspiracion de meconio
Examen fisico en el que se encuentre:
e Malformaciones de pabellén auricular
e Malformacioén del canal auditivo

e Apeéndices preauriculares
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e Hoyuelos auriculares
Alteraciones en el hueso temporal

Evidencia de historia familiar de sindromes genéticos conocidos

La prevalencia de hipoacusia en adultos aumenta con la edad. La hipoacusia en
adultos a menudo se presenta a través de quejas de los familiares al médico o al
afectado, lo que ocasiona que se aisle y se retire de su vida social. Se estima que
28 millones de adultos en los Estados Unidos tienen algun grado de discapacidad
auditiva (11)
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Epidemiologia de la hipoacusia en México

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) y el Consejo Nacional de
Poblacion (CONAPO) realizaron en el 2014 la Encuesta Nacional de la Dinamica
Demografica (ENADID) 2014. La Encuesta recabd informacion de una muestra
nacional conformada por 101,389 viviendas distribuidas en todo el territorio
nacional. De acuerdo con los resultados de los 119.9 millones de personas que
habitan el pais, 6% (7.2 millones) tienen discapacidad, y de éstas el 33.5% (2.4

millones) corresponde a discapacidad auditiva.

Las causas de sordera en el pais son: 28.9% por enfermedad, 49.6% por edad
avanzada, 9.3% por nacimiento, 6.3% por accidente, 0.8% por violencia y 5.1%

por otras causas.

Del total de personas con discapacidad auditiva, el 13.4% (320,000) tiene entre O-
14 afios de edad, es decir, estan en edad escolar. Sin embargo sélo el 14% de las
personas con discapacidad auditiva, entre 3 y 29 afios de edad, van a la

escuela(12).
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Clasificacion de la hipoacusia

Esta puede clasificarse en forma inicial en conductiva, sensorial y mixta (13) ) y
por su etiologia en genética o no genética. Asimismo la genética puede ser
sindromica o no sindromica, si es que existen 0 no manifestaciones clinicas extras

a la hipoacusia (14)

Etiologia no genética

Alteraciones del desarrollo embrionario

Las anomalias externas del oido a menudo se manifiestan como microtia, anotia o
atresia del CAE, a menudo se asocian con otros sindromes craneofaciales, y
generalmente dan lugar a una hipoacusia conductiva. Las anomalias del oido
interno, por otro lado, se producen durante el desarrollo embrionario del hueso
temporal, se pueden asociar con Sindromes genéticos o anomalias
craneofaciales, y pueden resultar en hipoacusia conductiva, neurosensorial o
mixta. Las malformaciones del oido interno se clasifican como: (1) Michel, (2)
Mondini, (3) Scheibe y (4) Alexander. El grado de severidad de la hipoacusia varia

ampliamente entre los pacientes.

Infecciones

La otitis media aguda (OMA) y la otitis media con derrame (OMD) son las causas
mas frecuentes de hipoacusia conductiva en los nifios. El liquido acumulado en el
oido medio previene la vibracion normal de la membrana timpanica produciendo la

hipoacusia.

El colesteatoma es un crecimiento de epitelio descamado que se forma dentro de
una bolsa de retraccibn como resultado de la disfuncion de la trompa de

Eustaquio, traumatismos en la membrana timpanica e inflamacion. El
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colesteatoma también puede ser congénito y expandirse hacia el oido medio y los
espacios mastoideos ocasionando una hemorragia cronica, presentdndose
hipoacusia y destruccion local. Las secuelas del colesteatoma pueden incluir
aparte de la hipoacusia, sintomas vestibulares, paralisis del nervio facial, absceso
subperiostico, meningitis, sepsis, trombosis del seno lateral, absceso cerebral e
incluso la muerte. La hipoacusia también puede deberse a infecciones maternas a
las que un nifio est4 expuesto durante el periodo perinatal. El dafio a la coclea en
desarrollo puede ocurrir debido a hepatitis, rubéola, toxoplasmosis, VIH, sifilis y
citomegalovirus. El citomegalovirus ha demostrado un aumento de 10 veces la

prevalencia de infeccién congénita en nifios con pérdida auditiva.

Exposicién al ruido

La exposicion al ruido a lo largo del tiempo provoca hipoacusia por dafio mecanico
directo a las estructuras cocleares y la sobrecarga metabdlica ocasionado por el
oxido nitrico y las especies reactivas de oxigeno a las células pilosas cocleares.
Las recomendaciones de la Administracién de Salud y Seguridad Ocupacional de
los Estados Unidos hacen hincapié en proteccion auditiva cuando se alcanza una
exposicion promedio de 85 dB. El ruido de una cortadora de césped eléctrica es
de 90 dB. Ademas, las explosiones cortas de ruido de 120 a 155 dB pueden
causar dolor y causar graves dafios neurosensoriales. La proteccion auditiva y

evitar la exposicion pueden prevenir la hipoacusia inducida por el ruido.

Otosclerosis

La otosclerosis es la causa principal de pérdida de audicion en adultos que no
tienen antecedentes de derrame u otitis media. La pérdida progresiva de audicion
conductiva o mixta ocurre cuando la base del estribo se osifica con la ventana oval
impidiendo su movimiento normal. La hipoacusia puede tratarse con auxiliares

auditivos o estapedectomia.
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Trauma

La hipoacusia conductiva debida a un traumatismo a la membrana timpénica es
frecuente como resultado de un cuerpo extrafio dentro del oido. Las perforaciones
pequefias en la parte antero inferior de la membrana timpanica causan un déficit
minimo, pero las perforaciones mas grandes en otras regiones pueden causar una
pérdida auditiva significativa. La interrupcion de la cadena osicular con hipoacusia
conductiva o mixta siempre debe tenerse en consideracion con lesiones

penetrantes (11)
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Etiologia genética

Se sospecha etiologia genética en el 50-70% de los casos de hipoacusia
congénita. De este porcentaje la hipoacusia sindromica es la responsable de
aproximadamente del 30% de los casos como parte de una constelacion de
multiples hallazgos clinicos en otros organos. Existen al menos 400 formas
clinicamente distintas de sordera sindromica en el catdlogo OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man). La hipoacusia no sindrémica constituye la mayor
fraccion de las hipoacusias, comprende el otro 70% de los casos y se pueden
clasificar por el modo de herencia. La herencia autosomica recesiva (abreviado
DFNB por sus siglas en inglés) es responsable del 80% de los casos, el 20% es
autosémico dominante (DFNA) y las formas mitocondrial y ligada al X (DFN)
corresponden al 1% de los casos. Hasta la fecha, mas de 140 loci se han asociado
con hipoacusia genética, con algunos loci que contienen mas de un gen y otros
gue contienen genes actualmente no identificados (15). Los genes asociados con

muchas formas de hipoacusia aun no se han descubierto.

En 1994, Guilford y cols. mapearon el primer locus para hipoacusia neurosensorial
autosémica recesiva en el cromosoma 13qg12-13 y lo denominé DFNB1,
hipoacusia y sordera no sindromica (Online Mendelian Inheritance in Man [OMIM,
base de datos en linea] # 220290). Tres afios mas tarde, el gen causante en ese
loci fue identificado como GJB2. Las mutaciones en GJB2 son causales en hasta
el 50% de los pacientes con hipoacusia neurosensorial autosémica recesiva
congénita de severa a profunda en varias poblaciones mundiales. Ningun otro gen
constituye una proporcidon tan significativa de la hipoacusia genética. Desde el
descubrimiento de la hipoacusia relacionada con GJB2, nuestra comprension de la
biologia del oido y la hipoacusia ha avanzado tremendamente a través de la
identificacion de patologias genéticas que conducen a la hipoacusia en modelos
animales y en humanos. Se han identificado mutaciones que afectan casi todas
las partes del 6rgano de Corti: el citoesqueleto celular, incluyendo actinas
(ACTG1) y genes asociados a actina (TRIOBP y RDX); miosinas (MYQOT7A,
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MYO15A, MYO6, MYO1lA, MYH9, MYH14); uniones célula-célula (OTOA,
CLDN14); accesorios célula-célula (CDH23, PCDH15); intersecciones (GJB2,
GJB6); transportadores (SLC26A4); y canales ionicos (KCNQ4) (Shearer,
Eppsteiner, & Smith, 2016)(16)

GJB2

GJB2 (DFNB1) (gap junction protein beta 2) es un gen localizado en el cromosoma
17p11.2 que esta involucrado en la homeostasis coclear. EI gen GJB2 codifica
para la proteina Conexina 26 que forma parte de la familia de las conexinas o de
unibn gap que se caracterizan por ser estructuras especializadas en las
membranas plasmaticas de las células adherentes. Estas estructuras consisten en
canales que unen una a otra célula facilitando la transferencia de iones y
pequefias moléculas entre ellas (17), esta formado por 2 exones y tiene
aproximadamente 23 dominios en el Homo Sapiens, es una proteina de unién de
brecha.

El gen GJB2 es responsable de la Hipoacusia no sindromica autosémica recesiva ,
y fue por primera vez descubierto en 1996 en familias consanguineas de Pakistan
(18). La mayoria de la hipoacusia no sindrémica (~50%) en nifios esta ocasionada
por mutaciones en el gen GJB2 (19). La mutacion 35delG en el gen GJB2 es
responsable de la mayoria de la discapacidad auditiva. Al menos 100 mutaciones
diferentes se han documentado en el gen GJB2 que ocasionan hipoacusia en
diferentes poblaciones.

Este gen es responsable de una fraccion desproporcionada de hipoacusia
autosémica recesiva, y sus mutaciones parecen ser fuertemente dependientes de
la poblacién. Las revisiones sisteméaticas han reportado una prevalencia mundial
del 17,3%, con los porcentajes mas altos de hipoacusia asociados a GJB2
observados en Europa (27,1%). Este hallazgo contrasta con las poblaciones
subsaharianas de Africa que tipicamente presentan una fraccion
considerablemente reducida (5,6%) de hipoacusia debido a mutaciones

patogénicas en GJB2 (20). A nivel mundial el alelo c.35delG, representa el 57% de
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los alelos patogénicos en los pacientes con DFNB1. La mayoria de estos alelos
(82.4%) se explican por la mutacién homocigética ¢.35delG vy el resto (17.6%) se
observa como heterocigoto compuesto con otros alelos patogénicos. El papel de
los efectos fundadores en el origen y la distribucién de varias mutaciones en GJB2

esta bien establecidos (7,21).

GJB6

El gen GJB6 se localiza en el cromosoma 13912, contiene 7 exones, codifica para
la proteina Conexina 30 (Cx30) la cual forma parte de las proteinas de union de
brecha en la cdclea en el oido interno. Cx30 consiste en 261 aminoacidos, las
mutaciones en este gen son también responsables de un elevado numero de
casos de hipoacusia no sindrémica autosémica recesiva, pero también es
responsable de casos de hipoacusia autosémica dominante en varias poblaciones.
Las proteinas de union de brecha Cx26 y Cx30 se expresan fuertemente en la
cOclea en el oido interno y juegan un papel vital en el mantenimiento del ion
potasio y en la homeostasis de la coclea. La delecién de 342 kb es considera el
tipo de mutacién mas frecuente en este gen, si se presenta de forma homocigota o
en transposicion con una mutacion en GJB2 recesiva también es causa de
hipoacusia. Aproximadamente 20 variantes patogénicas con Del(GJB6-D13S1830)
y Del(GJB6-D13S1854) se han identificado como causa de hipoacusia

neurosensorial.

GJB3

El gen GJB3 (DFNA2B) codifica para la proteina Conexina 31 (Cx31), se localiza
en el cromosoma 1p34.3, se compone por 2 exones en el humano. Se involucra
generalmente en la hipoacusia autosémica dominante y recesiva. La mutacion en
el gen GJB3 fue por primera vez identificada en una familia China con hipoacusia

autosdmica dominante.
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CLDN14

CLDN14 (DFNB29) es un gen que codifica para la proteina claudin-14. Este gen
se localiza en el cromosoma 21g22.3 y contiene 7 exones en el Homo Sapiens.
Pertenece a las proteinas de uniones estrechas, que normalmente muestra
adhesion célula a célula en el endotelio y en las células epiteliales, forma sellos
regulares alrededor de las células y sirve como barrera fisica para evitar que
varios solutos y agua entren directamente a través del espacio celular. Las
mutaciones en este gen ocasionan hipoacusia autosémica recesiva no sindromica.
CLDN14 se expresa en la mayoria de las células de la céclea, higado y rifién

donde ayuda en la formacion de uniones estrechas

MYOT7A

MYO7A (DFNBZ2) es un gen localizado en el cromosoma 11q13.5 y consiste de 55
exones. Codifica para proteinas miosinas no convencionales (VIIA) que consiste
en 2215 aminoacidos. Miosina VIIA se expresa generalmente en el epitelio de
tejidos de la retina y del oido interno. Las células pilosas y los estereocilios del
oido interno contienen principalmente la proteina Miosina VIIA. Cualquier variacion
en el gen MYO7A es responsable del 50% de los diferentes tipos de Sindrome de
Usher. Mutaciones en el gen MYO7A también ocasionan hipoacusia no sindrémica
autosémica recesiva en humanos. Ademas, se han reportado heterocigotos
compuestos 0 mutaciones homocigotas relacionadas con este gen en familias de

Pakistan, Palestina, Turquia e Iran

MYO15A

MYO15A (DFNB3) se localiza en el cromosoma 17p11.2 en humanos, consiste de
66 exones con 71,097 pb. MYO15A codifica para la proteina miosina XVA, consta
de 3530 aminoacidos y 39.5 KDa. MYO15A juega un papel importante en la
elongacion y desarrollo de los estereocilios y en los filamentos de actina. La
cohesién de los estereocilios es producida por la interaccién de whirlina y el gen
MYO15A. En el Homo Sapiens la mutacion en el gen MYO7A fue por primera vez

aislada en familias de Indonesia, donde cerca del 2% de la poblacién padece de
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hipoacusia. Al menos 43 mutaciones en este gen se han reportado que ocurren en
el dominio motor. Este tipo de mutaciones es generalmente responsable de

hipoacusia autosémica recesiva.

SLC26A4

SLC26A4 (DFNB4) es un gen localizado en el cromosoma 7931 tiene 23 exones
en humanos; codifica para una proteina transmembrana la Pendrina cuya funcion
principal es el transporte de aniones (Cl, Iy HCO3") en las membranas celulares.
La Pendrina se expresa abundantemente en el oido interno, tiroides y rifion.
Mutaciones en el gen SLC26A4 es responsable de la hipoacusia no sindromica
autosdmica recesiva, también en el alargamiento del acueducto vestibular vy el
Sindrome de Pendred caracterizado por hipoacusia neurosensorial autosémica
recesiva relacionada con alteraciones cocleares, ocasionado por mutaciones

alélicas en este gen

TMC1

TMC1 (DFNB12) es un gen localizado en el cromosoma 9g21.12, codifica para
una proteina similar a un canal transmembrana, consta de 25 exones y de 300kb.
TMCL1 se expresa en las células pilosas de la céclea y juega un papel importante
en la funcién de dichas células. Mas de 35 mutaciones homocigotas en este gen
han sido identificadas en 60 familias diferentes alrededor del mundo con
hipoacusia no sindrémica autosémica recesiva con un fenotipo caracterizado por
hipoacusia prelingual de seria a extrema, La mutacién frecuente es p.R34X,

mutacion sin sentido que se encuentra en poblacion del Norte de Africa y de Asia.

TMIE

TMIE (DFNB6) es un gen transmembranal del oido interno, se encuentra en el
cromosoma 3p21, contiene 4 exones, codifica para una proteina transmembrana
de 154 aminoéacidos y solo tiene un dominio transmembrana. Variantes en el gen
TMIE es responsable de hipoacusia autosomica recesiva no sindromica,

encontrado frecuentemente en poblacion de Pakistan. Mutaciones en el gen TMIE
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ocasiona defectos de las células sensoriales del oido interno y problemas en los

nervios auditivos

OTOF

OTOF (DFNB9) es un gen localizado en 2p23.1, consta de 48 exones codificantes
y de 90 kb, codifica para la proteina otoferlina y se expresa generalmente en las
células ciliadas de la coclea y del cerebro. Mutaciones homocigotas en este gen
son responsables de hipoacusia no sindrémica autosémica recesiva, al menos 93

mutaciones se han identificado en este gen (14)
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SECUENCIACION DEL EXOMA COMPLETO

La secuenciacion completa del exoma (SEC) permite realizar un estudio completo
de las regiones codificantes de un genoma para identificar cambios en las bases, y
también se puede usar para identificar alteraciones en el niumero de copias.
Debido a que se selecciona durante la construccion de la biblioteca ubicaciones
gendmicas especificas utilizando sondas predisefiadas, también se pueden
evaluar objetivos de interés, como son sitios de empalme, regiones no traducidas
(UTR), promotores e intrones. La secuenciacion del exoma completo se ha
adoptado ampliamente en la comunidad de investigacion biomédica. Los
esfuerzos pioneros tanto en la investigacion como en la genética médica
encabezaron en gran medida la aceptacion generalizada de esta tecnologia.
Como resultado se han desarrollado numerosos paneles de secuenciacion
dirigidos, disponibles comercialmente, que proporcionan un enfoque mas rentable
para evaluar genes y mutaciones especificas. (22)

La secuenciacion del exoma se dirige al 1 a 2% del genoma (22 000 genes)

codificantes de proteinas (figura 12).

33



Gene 1 Gene 2 Gene 3

DNA
= = C—ET)-
— i.I —
E———— I S |
Intergenic Intron Difficult-to-
region sequence region
Sanger Sequencing

My MR W M 0 il

NGS Gene Panel (only a selection of genes are targeted)

Dapth-of coverage graph
Aligned reads at
A l /| base resolution: | Gene 2 not targeted for sequencing A
[=]==] == w AATCTGACA ... =
[SESTe) e =
- -  AATCTGACA... o
= —
- = . AATCTGACA e
p—] A
Abgned NGS <= = AATCAGACA... -
fragments - e AATCAGACA... ——
{*reads”)
Exome Sequencing

Depth-of-coverage graph

Aligred NGS<__
fragments
("reads”)

L
i
i
-

il P

Figura 12. Tipos de pruebas de secuenciacion de nueva generacion (NGS).

El objetivo principal de cualquier prueba genética de diagnéstico es la
identificacion de variantes en la secuencia de ADN que puedan asociarse con los
signos y sintomas que presentan el paciente. Otros resultados de la prueba
pueden identificar posibles variantes de riesgo para la enfermedad genética que
esta ausente o no se ha diagnosticado en el momento de la prueba; estos
resultados se conocen como hallazgos secundarios, incidentales o médicamente
relevantes. Los pacientes con estas variantes de riesgo pueden beneficiarse de
los esfuerzos de deteccién y manejo tempranos. Se han publicado pautas para el

reporte clinico de las variantes identificadas (23)
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Interpretacion de variantes, recomendaciones del colegio americano de

genética médicay gendmicay de la asociacion de Patologia molecular.

Una mutacion se define como un cambio permanente en la secuencia de un
nucleotido, mientras que un polimorfismo se define como una variante con una
frecuencia de por lo menos en el 1% de la poblacion general. Los términos
‘mutacion” y “polimorfismo”, aunque han sido usados ampliamente ocasionan
confusién por las incorrectas interpretaciones de patogenicidad y efectos benignos
respectivamente. Por lo tanto, se recomienda que ambos términos sean
reemplazados por los términos “variante” con las siguientes modificaciones:

i. Patogénica

ii. Probablemente patogénica

iii.  Significado incierto

iv.  Probablemente benigna

v. Benigna
Aungue en estas modificaciones tal vez no clasifican todos los fenotipos humanos,
comprenden un sistema de cinco categorias de clasificacion para las variantes

relevantes en enfermedades humanas.

Literatura y uso de bases de datos

Un gran numero de bases de datos contienen un numero creciente de variantes
gue se descubren continuamente en el genoma humano. Cuando se clasifica y
reporta una variante, se busca informacién en las bases de datos asi como en la
literatura publica. Las bases de datos de secuencias pueden también ser usadas
para identificar apropiadamente secuencias de referencia. Las bases de datos
puedes ser muy Utiles para obtener informacion, pero deben de ser usadas con
precaucion.

Las bases de datos poblacionales (tabla 1) son utiles para obtener las frecuencias
de variantes en poblaciones grandes. Con las bases de datos poblacionales no se

debe de asumir que incluyen solo individuos sanos y se debe conocer que
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contienen variantes patogénicas. Estas bases de datos poblaciones no contienen
informacion extensa de los efectos funcionales de estas variantes u otros posibles
fenotipos asociados. Cuando se utilizan bases de datos poblaciones, se debe de
determinar si se utilizaron cohortes sanas o con enfermedad, y si es posible si se
incluyé mas de un individuo de una familia, asi como también el rango de edad de

los sujetos.

Tabla 1. Bases de datos de secuencias poblacionales y enfermedad-

especifica.

Bases de datos poblacionales

Exome Aggregation Consortium Bases de datos de \variantes
http://exac.broadinstitute.org/ encontradas durante la secuenciacion
de exoma de 61,486 individuos no
relacionados como parte de varios
estudios de enfermedades especificas
y estudios genéticos de poblaciones.
Sujetos con enfermedades pediatricas,
asi como individuos relacionados

fueron excluidos.

Exome Variant Server Base de datos encontradas durante a
http://evs.gs.washington.edu/EVS secuenciacion de exoma de grandes
cohortes de individuos de ancestria
europea y Afro Americana. Incluye
datos de cobertura para informar

ausencia de variacion.

1000 Genomes Project Base de datos de variantes
http://browser.1000genomes.org encontradas durante la secuenciacion
de baja cobertura y alta cobertura de 26
poblaciones. Provee mayor diversidad
comparando el servidor variante del

exoma (Exome Variant Server) pero
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también contiene datos de baja calidad,
y algunas cohortes contienen individuos

relacionados.

dbSNP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

Base de datos de variaciones genéticas

cortas  (frecuentemente <50 pb)
originadas de varias fuentes. Pueden
carecer de detalles del origen del

estudio y pueden contener variantes

patogénicas.

dbVar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar

Base de datos de variacion estructural
(frecuentemente >50 pb ) originadas de

varias fuentes.

Bases de datos de enfermedad

Clinvar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

Base de datos de afirmaciones sobre el

significado clinico y la relacion
fenotipica de las variantes genéticas

humanas.

OMIM

http://www.omim.org

Base de datos de genes humanos y
condiciones genéticas que también
contiene una muestra representativa de
asociadas

variantes genéticas con

enfermedad.

Base de datos de mutaciones en genes
humanos

http://www.hgmd.org

Base de datos de anotaciones de
variantes publicadas en la literatura.
Requiere suscripcion para acceder a

mucho de su contenido.

Locus/disease/ethnic/other-specific
databases

Human Genome Variation Society
http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html

Base de datos de variantes de acceso

La sociedad de variacion del genoma
humano es un sitio desarrollado con
una lista de miles de bases de datos
de

variantes con sus subtipos especificos.

que proveen anotaciones las

37




abierto de Leiden

http://www.lovd.nl

Un gran porcentaje de las bases de
datos estan construidas sobre la base
de datos del sistema de acceso abierto

de Leiden.

DECIPHER
http://decipher.sanger.ac.uk

Base de datos de citogenética
molecular para clinicos e investigadores
ligados a microarreglos gendémicos con
fenotipo usando el explorador del

genoma ensembl.

Bases de datos de secuencias
NCBI Genome

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome

Fuente de todas las secuencias de

referencia del genoma humano

completo.

RefSeqGene
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg

Recurso de secuencia de referencia de

genes médicamente relevantes.

Locus Reference Genomic (LRG)

http://www.Irg-sequence.org

MitoMap Secuencia de referencia revisada de

http://www.mitomap.org/MITOMAP/ Cambridge del DNA mitocondrial

HumanMitoSeq humanao.

Bases de datos de enfermedad

Contienen principalmente variantes encontradas en pacientes enfermos y con
variantes valoradas en enfermedad. Bases de datos gen-especificas y de
enfermedad que usualmente contiene variantes que estan clasificadas
incorrectamente, incluyendo las que estan publicadas de manera errénea en la
literatura revisada por pares, debido a que muchas bases de datos no se
desarrollan con evidencia primaria revisada. Cuando se utilizan bases de datos de
enfermedad, es importante considerar que pacientes se evaluaron, como se

describe abajo.
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Cuando se utilizan bases de datos se debe:

e Determinar qué tan frecuentemente se actualizan las bases de datos, si la
curacion tiene mantenimiento, y que meétodos fueron utilizados para la
curacion.

e Confirmar el uso de la nomenclatura HGVS y determinar la version del
genoma y el transcrito de referencia usado para nhombrar las variantes.

e Determinar el grado de validacion de los datos para el andlisis, por ejempilo,
la valoracién de las variantes encontradas con NGS y aquellas validadas
con secuenciacion Sanger, ademas de la evaluacion de la calidad métrica
que se provee, los cuales muchas veces requieren publicaciones
asociadas.

e Determinar la fuente y la independencia del listado de las observaciones.

e La evaluacion de las variantes también incluye busqueda de literatura
médica y cientifica. La literatura que utiliza nomenclatura vieja y
clasificaciones con base en una sola observacion deben utilizarse con

precaucion.

Herramientas de prediccion computacional (in silico)

Existe una variedad de herramientas in silico, publicas y comerciales que tienen el
propdsito de interpretar variantes. Los algoritmos usados por cada herramienta
pueden diferir, pero incluyen determinacion del efecto de la variante en el
nucleodtido y a nivel de amino acido, determinacién del efecto de la variante en el
transcrito primario y alternativo, otros elementos genémicos, asi como su impacto
en la proteina. Las dos categorias principales de estas herramientas incluyen
aguellas que predicen si un cambio de un solo nucleétido es dafino para la
funcién de la proteina o su estructura y aquellas que predicen si existe efecto en el
corte y empalme (tabla 2).

El impacto del cambio de un solo nucleétido depende de criterios como son si se
trata de aminoacidos o nucleotidos conservados evolutivamente, la localizacion y
el contexto dentro de la secuencia de la proteina, y la consecuencia bioquimica de

la sustitucion del amino acido. La medicidon de uno o de la combinacién de estos
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criterios se utiliza en varios de los algoritmos in silico como los que valoran el
impacto del cambio de un nucleétido. En general la mayoria de los algoritmos de
prediccidon para las variantes del cambio de un solo nucleétido tienen del 65-80%
de precision cuando se evallan variantes que ocasionan enfermedad. La mayoria
de las herramientas tienden a tener baja especificidad, ocasionando sobre-
prediccién de los cambios de un solo nucleétido como deletéreos y no son tan
confiables para predecir efectos mas leves de las variantes de un solo nucleétido.
Las herramientas in silico que se utilizan frecuentemente en los laboratorios
clinicos para la interpretacion de las variantes de un solo nucleétido son
PolyPhen2, SIFT y Mutation Taster.

Se han desarrollado varios programas computacionales para predecir el corte y
empalme a nivel exdnico o intrénico. En general las herramientas de prediccion
tienen alta sensibilidad (90-100%) y especificidad del 60-80% para predecir las
alteraciones en el sitio de corte y empalme. Algunas de las herramientas in silico
frecuentemente utilizadas se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2 Algoritmos de prediccion in silico

Categoria | Nombre Sitio web Bases
Prediccién | ConSurf http://consurftest.tau.ac.il Conservacién
de los evolutiva
cambios
de un solo
nucleotido
FATHMM http://fathmm.biocompute.org.uk Conservacion
evolutiva
MutationAssessor | http://mutationassessor.org Conservacion
evolutiva
PANTHER http://www.pantherdb.org/tools/csnpScorerm.jsp | Conservacién
evolutiva
PhD-SNP http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html Conservacion
evolutiva
SIFT http://sift.jcvi.org Conservacion
evolutiva
SNPs&GO http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-andgo | Funcion y
estructura proteica
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CRITERIOS PROPUESTOS PARA LA INTERPRETACION DE VARIANTES

Los siguientes criterios se utilizan para evaluar la evidencia de una variante
observada en pacientes con sospecha de enfermedades hereditarias

(principalmente mendelianas).

Se clasifican de la manera siguiente:

Una clasificacion para las variantes patogénicas o probablemente patogénicas
(tabla 3), y otra clasificacion para las variantes benignas o probablemente
benignas (tabla 4). Cada criterio patogénico se pondera como muy fuerte (PVS1
por sus siglas en ingles), fuerte (PS1-4); moderado (PM1-6), o de soporte (PP1-5).
Y cada criterio benigno se pondera como unico (BA1l), fuerte (BS1-4), o de soporte
(BP1-6).

La numeracién dentro de cada categoria no transmite ninguna diferencia de peso
y estd meramente etiquetada para ayudar a referirse a los diferentes criterios.
Para una variante dada, se seleccionan los criterios basados en la evidencia
observada para dicha variante. Luego, los criterios se combinan de acuerdo con
las reglas de puntuacion de la Tabla 5 para elegir una clasificacidén del sistema de
cinco niveles. Las reglas se aplican a todos los datos disponibles de una variante,
ya sea que se recopilen del caso actual en investigacion o de datos bien
publicados que hayan sido previamente evaluados. Los datos de casos no
publicados también se pueden obtener a través de recursos publicos (por ejemplo,
ClinVar o bases de datos especificas de locus) y de una base de datos propia del

laboratorio.
Para proporcionar flexibilidad critica a la clasificacion de variantes, algunos

criterios enumerados con un peso se pueden mover a otro peso utilizando el juicio

profesional, dependiendo de la evidencia recopilada.
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Por ejemplo, la regla PM3 podria reclasificarse a fuerte si hubiera mdultiples
observaciones de deteccion de la variante en trans (en cromosomas opuestos)
con otras variantes patdgenas. Por el contrario, en situaciones en las cuales los
datos no son fuertes, se debe considerar de bajo nivel. Si la variante no llena por
completo los criterios usando cualquiera de estas clasificaciones (patogénica o
benigna), o la evidencia para benigna y patogénica estan en conflicto, la variante
se clasifica como de significado incierto. Se debe de aplicar el juicio experto
cuando se evalua el cuerpo completo de la evidencia para tener en cuenta las

diferencias en la fuerza de la evidencia para la variante.

Variantes nulas PVS1

Ciertos tipos de variantes (p.e. sin sentido, desplazamiento del marco de lectura,
canodnicos +1 o 2 sitios de corte y empalme, codén de inicio, delecion de un solo
exén o multiexon) puede usualmente asumirse la alteracién de la funcion del gen
ocasionando una ausencia completa del producto génico por perdida de la

transcripcion o decaimiento de un transcrito alterado.

Tabla 3. Criterios para clasificar variantes patogénicas.

Evidencia de | Categoria

patogenicidad

Muy fuerte Variantes nulas PVSL1 (sin sentido, desplazamiento del marco de
lectura, canbnico +1 o 2 sitios de corte y empalme, codon de
inicio, delecién de un solo exdn o multiexonico) en un gen donde
la perdida de funcién es un mecanismo de enfermedad.
Precaucion:

-Con los genes donde la pérdida de la funcibn no es un
mecanismo de enfermedad conocido (p.e. GFAP, MYH?7)

-En la interpretacion de variantes con pérdida de funcion en el
final del extremo 3’ de un gen.

-Con las variantes en sitios de corte y empalme que predicen
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perdida de exones, pero mantienen la proteina intacta
-En la presencia de multiples transcritos.

Fuerte

PS1 El mismo cambio de aminoacido que una variante patdgena
establecida previamente, independientemente del cambio de
nucleotido.

Ejemplo: Val ->Leu ocasionado por cualquiera de las variantes
G>C o0 G>T en el mismo codon

Precaucion con las variantes que afectan el corte y empalme en

lugar de los aminoacidos o las proteinas.

PS2 de novo (con maternidad y paternidad confirmadas) en un
paciente con enfermedad y sin historia familiar.

Nota: Confirmaciéon de la paternidad solo si es insuficiente.
Donacion de o6vulo, maternidad subrogada, errores en la

transferencia de embriones.

PS3 Estudios funcionales bien establecidos in vitro o in vivo de
efecto dafiino en el gen o producto génico.

Nota: Los estudios funcionales que han sido validados y que se
han demostrado que son reproducibles y robustos en un entorno
de laboratorio de diagndstico clinico se consideran los mejor

establecidos.

PS4 La prevalencia de una variante en individuos afectados
incrementada significativamente comparada con la prevalencia
en los controles.

Notal: Riesgo relativo u OR, como lo obtenido en estudios de
casos y controles, que sea >5.0 y un intervalo de confidencia
alrededor del estimado o del riesgo relativo o un OR que no
incluya 1.0.

Nota 2. En casos poco frecuentes donde los estudios de casos y
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controles no muestran significancia estadistica, la observacion
de la variante en mdltiples pacientes no relacionados con el
mismo fenotipo y su ausencia en los controles, puede ser usado

como evidencia moderada o de bajo nivel.

Moderado

PM1 localizada en un sitio caliente o critico o en un dominio bien
establecido como funcional (p.e. sitio activo de una enzima) sin
variacion benigna.

PM2 Ausencia de los controles (o wuna frecuencia
extremadamente baja en los recesivos) en el proyecto de
secuenciacion de exoma, el proyecto de los 1000 genomas o el
Consorcio de Agregacion del Exoma

Precaucion: datos poblacionales de las inserciones/deleciones
puedes ser pobremente utilizados para la secuenciacion de
nueva generacion.

PM3 Para enfermedades recesivas, detectadas en trans con una
variante patogénica.

Nota: esto requiere examen de los padres (0 de su
descendencia) en determinada fase.

PM4 Cambios en el tamafio de la proteina como resultado de
una delecion/insercién en el marco de lectura en una regién no
repetida de variantes de paro.

PM5 Cambios de un solo nucle6tido en un aminoacido donde se
ha visto antes diferentes cambios determinados como

patogénicos.

Ejemplo: Argl56His es patogénico; y usted observa Argl156Cys
Precaucion: con los cambios que afectan el corte y empalme,
pero no al aminoacido o proteina.

PM6 Considerada de novo, pero sin confirmacion de paternidad
y maternidad.
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De soporte

PP1 Co-segregacion con enfermedad en mdultiples miembros
afectados de una familia, de un gen conocido que causa
enfermedad.

Nota: puede ser usado como evidencia fuerte con incremento de
los datos de segregacion.

PP2 Variante de un solo nucle6tido en un gen que tiene una tasa
baja de cambio de un solo nucleétido benigno y en el que las
variantes de un solo nucleotido son un mecanismo frecuente de
enfermedad.

PP3 Mdltiples lineas de evidencia computacional de soporte
como efecto deletéreo en un gen o producto génico
(conservacion, evolucion, impacto en el corte y empalme, etc.)
Precaucion: debido a que muchos de los algoritmos in sillico
utilizan la misma o similar base para sus predicciones, no se
debe considerar cada algoritmo como un criterio independiente.
PP3 puede ser utilizado solo una vez en la evaluacién de una
variante.

PP4 Fenotipo de un paciente o historia familiar que es altamente
especifica para una enfermedad con etiologia monogénica.

PP5 Variante reportada recientemente como patogénica, pero la
evidencia no esta disponible para el laboratorio y poder

desarrollar una evaluacion independiente.
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CRITERIOS PARA CLASIFICAR VARIANTES BENIGNAS

Evidencia de
impacto

benigno

Categoria

Unico

BA1 Frecuencia alélica >5% en el Proyecto de Secuenciacion de
Exoma, Proyecto de los 1000 genomas, o en el Consorcio de

Agregacion del Exoma.

Fuerte

BS1 Frecuencia alélica mas elevada que la esperada para la
enfermedad.

BS2 Observada en un adulto sano para una enfermedad
recesiva (homocigoto), dominante (heterocigoto) o ligada al X
(hemicigoto), con penetrancia completa a una edad temprana.
BS3 Estudios funcionales in vitro o in vivo bien establecidos que
muestran un efecto no dafiino en la funcién de la proteina o en
el corte y empalme.

BS4 Ausencia de segregacion en miembros afectados de la
familia.

Precaucion: la presencia de fenocopias para fenotipos
frecuentes (p.e. cancer, epilepsia) pueden simular ausencia de
segregacion en individuos afectados. También, las familias
pueden tener mas de una variante patogénica contribuyendo a
una enfermedad autosémica dominante, confundiendo aun mas

una aparente falta de segregacion.

De soporte

BP1 Variante de cambio de un solo nucle6tido en un gen para el
cual las variantes truncas son conocidas que causan
enfermedad.

BP2 Variante en trans con una variante patogénica para un gen
dominante o de penetrancia completa u observado en cis con
una variante patogénica en cualquier patron de herencia.

BP3 En inserciones/deleciones dentro del marco de lectura en

una region repetitiva sin funcién conocida.
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BP4 Multiples lineas de evidencia computacional sugieren
ausencia de impacto en el gen o en el producto génico
(conservado evolutivamente, impacto en el corte y empalme,
etc.).

Precaucion: debido a que muchos algoritmos in silico utilizan el
mismo o similar bases en sus predicciones, cada algoritmo no
se debe contar como un criterio independiente. BP4 puedes ser
utilizado solo una vez en la valoracion de una variante.

BP5 Variante encontrada en un caso con una base molecular
alternativa para la enfermedad.

BP6 Recurso recientemente reportado como variante benigna,
pero la evidencia no esta disponible en el laboratorio para
desarrollar una evaluacion independiente.

BP7 Una variante sindénima (silenciosa) para la cual los
algoritmos de prediccion de corte y empalme no predicen ningun
impacto en la secuencia consenso. Y el nucleétido no esta

altamente conservado.

Los criterios después son combinados de acuerdo a las reglas de la tabla 5 para

elegir una clasificacion del sistema de cinco niveles. Las reglas se aplican a todos

los datos disponibles de una variante, ya sea que se recopilen del caso actual en

investigacién o de datos bien publicados que hayan sido previamente evaluados.

Los datos de casos no publicados también se pueden obtener a través de

recursos publicos (por ejemplo, ClinVar o bases de datos especificas de locus) y

de una base de datos propia del laboratorio.

Para proporcionar flexibilidad critica a la clasificacion de variantes, algunos

criterios enumerados como un peso se pueden mover a otro peso utilizando el

juicio profesional, dependiendo de la evidencia recopilada.
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Por ejemplo, la regla PM3 podria actualizarse a fuerte si hubiera mdultiples

observaciones de deteccion de la variante en trans (en cromosomas opuestos)

con otras variantes patogénicas.

REGLAS PARA COMBINAR CRITERIOS EN LA CLASIFICACION DE

VARIANTES

Patogénica

(i) 1 Muy fuerte (PVS1) Y
(a) 21 Fuerte (PS1-PS4) O
(b) 22 Moderado (PM1-PM6) O
(c) 1 Moderado (PM1-PM6) y 1 de soporte (PP1-PP5) O
(d) =22 De soporte (PP1-PP5)
(ii) 22 Fuerte (PS1-PS4) O
(i) 1 Fuerte (PS1-PS4) Y
(a) 23 Moderado (PM1-PM6) O
(b) 2 Moderado (PM1-PM6) Y =2 de soporte (PP1-PP5) O
(c)1 Moderado (PM1-PM6) Y 24 de soporte (PP1-PP5)

Probablemente

patogénica

() 1 Muy fuerte (PVS1) Y 1 moderado (PM1- PM6) O

(i) 1 Fuerte (PS1-PS4) Y 1-2 moderado (PM1-PM6) O
(iii) 1 Fuerte (PS1-PS4) Y 22 de soporte (PP1-PP5) O

(iv) 23 Moderado (PM1-PM6) O

(v) 2 Moderado (PM1-PM6) Y =2 de soporte (PP1-PP5) O
(vi) 1 Moderado (PM1-PM®6) Y 24 de soporte (PP1-PP5)

Benigna

() 1 Unica (BA1) O
(ii) 22 Fuertes (BS1-BS4)

Probablemente

() 1 Fuerte (BS1-BS4) Y 1 de soporte (BP1-BP7) O

benigna (ii) 22 de soporte (BP1-BP7)
Significado (i) No cumple con los criterios mostrados arriba O
incierto (i) Los criterios para benigno y patogénico son contradictorios.
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SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION EN LA HIPOACUSIA

El advenimiento de la secuenciacién de nueva generacion (NGS por sus siglas en
inglés) ha abierto nuevas posibilidades tanto en relacion con la deteccion de genes
conocidos, como con la identificacion de nuevos genes candidatos en la
hipoacusia. Varios estudios recientes han evaluado el espectro mutacional en
grandes cohortes multiétnicas; un estudio en particular evalué 342 familias con
mutaciones negativas en GJB2 de Asia, Africa, Europa, América Latina y Oriente
Medio. La tasa de diagnostico fue del 15% (53/342) y para los diferentes grupos
fue del 0% (0/7, Guatemala), 4% (4/91, Africa del Sur, 4% (4/90, Nigeria), 17%
(9/53, Florida del Sur), 26% (10/38, Tunez), 26% (6/23, India), 42% (8/19, Turquia)
y 57% (12/21 Irdn). Las variantes causales fueron detectadas en el 7% (13/185) de
las familias sencillas y en el 25% (40/157) de las familias multiples. Y entre los
genes se incluye a MYO15A (MIM 602666) (13 %; 7/53), SLC26A4 (MIM 605646)
(9 %; 5/53), USH2A (MIM 608400) (9 %; 5/53), MYO7A (MIM 276903) (8 %; 4/53),
TRIOBP (MIM 609761) (6 %; 3/53), y MYO6 (MIM 600970) (6 %; 3/53) (24). Esto
no es inesperado porque en los ultimos afios se ha identificado un numero
creciente de genes asociados a hipoacusia mediante secuenciacion de alto
rendimiento en poblaciones consanguineas de Iran, Pakistan, etcétera (25), por
ejemplo en un estudio de Sloan-Heggen y cols. donde se les realizo NGS a 1119
pacientes con hipoacusia se encontré tasas de diagndstico en caucasicos de 38%,
asiaticos 63% y del medio este 72% y se encontr6 mas baja en Afroamericanos
con un 26% (7,26). Tales tasas de resolucion basadas en la poblacion se han
replicado recientemente y casi siempre carecen de un gran grupo hispano cuando
se incluye como en el estudio de Bademci y cols. donde se realiz6 secuenciacion
de exoma completo a 160 familias con hipoacusia no sindrémica autosémica
recesiva encontrado mutaciones causales en 90 familias (56%) y 54% de las
mutaciones no habian reportadas previamente, pero cabe destacar el nimero de
familias para cada nacionalidad 101 familias de Turquia, 54 de Iran, 2 para
Ecuador, 1 de Puerto Rico y tan solo 2 para México y para este Ultimo pais no se

encontraron las mutaciones causales (27)
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Estudios sobre hipoacusia realizados en pacientes mexicanos

Se dispone de informacion limitada sobre las mutaciones de GJB2 en pacientes
mexicanos con hipoacusia; Arenas-Sordo y cols.(28) describieron a GJB2 como
causante de hipoacusia en el 10.6% de pacientes no relacionados en el centro de
México, Hernandez-Juarez y cols.(29) reportaron una prevalencia del 3,8% en los
pacientes del norte de México y Loeza-Becerra y cols.(30) reportaron solo el
2.14% en pacientes del oeste y noreste. Es importante destacar que el bajo
rendimiento diagnéstico atribuido a las mutaciones en GJB2 deja abierta la
posibilidad de otras alteraciones genéticas en un gran porcentaje de estos

pacientes.

En el 2015 Martinez-Saucedo y cols., encontraron en dos familias mexicanas la
presencia de dos trimutaciones en el gen GJB2 por medio de secuenciacion
directa en todos los miembros de las familias y en 100 controles sanos,
encontrando en la familia 1 la trimutacion p.S19R/p.R32S/p.E47*, mientras que los
miembros afectados de la familia 2 muestran la trimutacion p.F311/p.W44*/p.V84M,
los padres de ambas familias fueron heterocigotos para las mutaciones con
audicion normal (31), en otro estudio realizado por la misma autora se encontré a
los hijos afectados de una familia mexicana con Hipoacusia Neurosensorial no
Sindrémica utilizando secuenciacion de exoma completo la mutacion homocigota
c.del35G en el gen GJB2, los padres fueron heterocigotos con audicion normal
(32).
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2. Planteamiento del problema:

La Hipoacusia es un problema se salud publica mundial, en mas del 50% de los
casos la hipoacusia es de tipo congénita o prelingual y de origen genético con un
patrén autosémico recesivo, es decir existe el 25% de riesgo por embarazo de
tener un hijo afectado. Lo que se conoce acerca de los genes causales de la
enfermedad es con base en la literatura mundial donde el gen GJB2 es
responsable de casi el 20% de las hipoacusias congénitas. El estudio de esta
patologia altamente discapacitante en México se encuentra rezagado, y en los
estudios realizados hasta el momento el gen GJB2 presenta tasas de diagndéstico
bajas (3-11%) que no concuerdan con la tasa mundial, ya que mutaciones en
cerca de otros 200 genes han sido asociados con diferentes formas de hipoacusia
y depende del grupo étnico estudiado. En el de Arenas-sordo y cols también se
estudiaron las 2 deleciones mas frecuentes de GJB6 y la mutacién mitocondrial
A1555G del gen MTRNR1. En ningun caso se encontraron presentes. Ademas del
estudio realizado por Martinez y cols. ya mencionado previamente donde se
encontro la trimutacion en el gen GJB2, también poco frecuente en México.

Estudios actuales de secuenciacion de nueva generacion en poblaciones con
hipoacusia alrededor del mundo tienen una tasa de diagnéstico de mas del 40%,
proporcionando informacion acerca de la heterogeneidad genética extrema, lo que
sugiere que la mayoria de los genes de hipoacusia aun no se han descubierto. Se
han identificado muchos genes nuevos en familias consanguineas de Pakistan e
IrAn, mientras que la poblacion mexicana necesita evaluar con mayor frecuencia a

la hipoacusia con estas nuevas tecnologias.

Durante muchos afios, la prueba de exclusion rutinaria de GJB2 fue la Unica
opcion disponible para las pruebas genéticas moleculares en pacientes con
hipoacusia. A menos que los sintomas clinicos adicionales sugiera genes
especificos, la mayoria de los probandos sin mutaciones en GJB2 permanece sin

diagndéstico molecular, limitando el asesoramiento genético adecuado (24,33)
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3. Justificacion:

En el estudio de los pacientes mexicanos con hipoacusia se necesita utilizar la
técnica molecular de secuenciacion de exoma completo para disminuir el
conocimiento parcial de la genética molecular en esta poblacién. Asimismo, no
han sido descritos genes nuevos de hipoacusia en pacientes mexicanos. La
identificacion de nuevos genes aportard tanto a la investigacion basica como a la
clinica, ya que se podrd otorgar un adecuado asesoramiento genético a los
pacientes afectados, dando mas certidumbre sobre los riesgos para su
descendencia, con el objetivo ultimo de explorar el desarrollo de nuevas terapias,
ademas de comenzar a dar pautas para la realizacion de paneles moleculares
donde se estudien a los genes mas frecuentes disminuyendo el costo del
diagnéstico genético, lo que a su vez mejorara el cuidado de los pacientes con
hipoacusia (33,34).

Ademas, el conocimiento del espectro de mutaciones en México, puede permitir a
los médicos tomar decisiones basadas en la evidencia, proporcionando asi una
mejor y mas rentable atencion al paciente. Por ejemplo, informes anteriores han
encontrado una asociacion entre pacientes con mutaciones en los genes GJB2 y
SLC26A4 con un mejor resultado en el tratamiento de la hipoacusia con el

implante coclear (35).

Una caracteristica comun entre los estudios recientes con NGS es que la tasa de
casos resueltos (con mutaciones en genes de hipoacusia conocidos) depende en
gran medida de la poblacion por lo que en México falta realizar este tipo de
estudios para condicionar el manejo de esta patologia a las caracteristicas propias

de nuestra poblacién.
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4. Pregunta de investigacion:
¢Qué variantes genéticas se encontraran mediante secuenciacibn de exoma
completo en un grupo de casos familiares mexicanos con hipoacusia

neurosensorial?

5. Objetivo general:
Identificar variantes genéticas que pudieran ser la causa de hipoacusia
neurosensorial mediante la realizacion de secuenciacion de exoma completo a un

grupo de casos familiares con hipoacusia de probable etiologia genética.

6. Objetivos especificos:

¢ Realizar la secuenciacion Sanger de GJB2 en los probandos y de resultar
positivos realizar el andlisis de segregacion en la familia.

e Identificar las variantes obtenidas mediante NGS ya reportadas causantes
de Hipoacusia con base en los criterios propuestos de la ACMG con ayuda
de las bases de datos:

o Exome Aggregation Consortium

o GenomAD

o Deafness Variation Database (DVD)
o Human Gene Mutation Database

o Clinvar

o OMIM

e Utilizar algoritmos de prediccién in silico que predicen el impacto de las

variantes encontradas
o SIFT
o MutationTaster
o PolyPhen-2
o VarSome

e A las variantes identificadas se les realizara analisis de segregacion (disefio
de primers y secuenciacion Sanger) a toda la familia para confirmar o

descartar patogenicidad.
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7. Material y métodos:
7.1. Tipo de estudio:

Se realizara un estudio descriptivo, transversal y analitico

7.2. Descripcion del universo de trabajo:
Pacientes de Genética del INR con hipoacusia neurosensorial. Anualmente
se reclutan alrededor de 50 nuevos casos, de los cuales aproximadamente

entre el 10 y el 15% son casos familiares

7.3. Criterios de inclusion:
e Pacientes con Hipoacusia Neurosensorial bilateral de severa a
profunda con al menos un familiar afectado.
e De cualquier sexo, edad o edad de inicio de la hipoacusia
e Que cuente con al menos dos audiometrias

e Que cuente con tomografia computada de oidos

7.4. Criterios de exclusion:
e Cualquier otro tipo de Hipoacusia en el que se sospeche etiologia no
genética (infecciosa, traumatica, ototoxicidad, etc.)

e Que no cuenten con al menos tres generaciones nacidas en México
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7.5. Tamafo de muestra:
Se utilizé la férmula para calcular el tamafio de muestra en estudios
descriptivos para cuando la variable principal es de tipo cualitativo y la

poblacién es finita:

n= NZ? P9
d> N-D+Z* pq

Obteniendo un resultado de 21 pacientes, pero debido a que el proyecto no
conto con financiamiento, solo se analizaron 10 casos familiares, con ayuda

del Dr. Haaf del laboratorio Biozentrum de la Universidad de Wurzburg

7.6. Variables:

Independientes: variantes génicas

Dependientes: Hipoacusia, inicio, tipos de hipoacusia, lateralidad

Posibles confusores: infecciones perinatales y traumas que condicionen
hipoacusia, que se pretenden controlar con un adecuado interrogatorio.
Hipoacusia sindromica que se controla al realizar una correcta exploracion

fisica.
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7.7. Descripcion de los procedimientos:

7.7.1 Recoleccion de las muestras:

Previo consentimiento informado y una adecuada caracterizacion clinica de
los pacientes se les realizO6 toma de muestra de sangre periférica
(probando, padres y el segundo afectado).

7.7.2. Extraccion de DNA:

Se realiz6 la extraccion de DNA mediante la técnica salina

7.7.3. Secuenciacion Sanger de GJB2:

Se realizé la PCR y secuenciacion automatizada del gen GJB2 para
determinar la presencia 0 no de variantes patogénicas en estado
homocigoto o heterocigoto en los casos indice. En caso de encontrar una
variante patogénica se realizd el andlisis de segregacion en la familia
completa (Anexo 1).

7.7.4. Secuenciacién de exoma completo y analisis bionformatico:

El protocolo se realizd en el Biozentrum de la Universidad de Wurzburg,
Alemania.

El enriqguecimiento del exoma dirigido se realiz6 con el Kit TruSeq Rapid
Exome, (llumina, anexo 2) mediante la hibridacién de todos los exones y las
secuencias intrénicas que los flanquean. Posteriormente se utilizd el Kit
NextSeq Reactivo v2 con el secuenciador NextSeq 500 (llumina). Por
experimento, se permite la secuenciacion de 12 individuos con lecturas
“‘paired-end” de 2x76 pb.

En la Universidad de Wurzburg se establecié el analisis del exoma completo
mediante médulos especificos para hipoacusia incluyendo la integracién de
la copia local de la Deafness Variation Database (DVD), que actualmente
comprende mas de 7000 variantes patogénicas o0 probablemente
patogénicas (21). Adicionalmente han realizado base de datos de pacientes
con descendencia alemana y del medio este con una amplia diversidad de

enfermedades genéticas. Los datos clinicos de estos pacientes han
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permitido establecer que su audicion es normal, haciendo el uso de su

exoma apropiado como un filtro.

Las variantes identificadas se analizaron utilizando el software GenSearch
NGS y Alamut. La prediccion in silico del impacto de las variantes se realizo
con los algoritmos SIFT, MutationTaster y PolyPhen 2. Se utiliz6 el genoma
de referencia humano NCBI GRCh37p10. Se utilizaron como condiciones
del filtrado las que tuvieran una frecuencia mayor al 20% y una Frecuencia
de Alelo Menor (MAF) <1%. Todas las variantes se analizaron para

heterocigosidad, homocigosidad y heterocigoto compuesto.

Esta metodologia no permite una evaluacion fiable de las variantes en las
areas con secuencias muy repetitivas, asi como de grandes
duplicaciones/deleciones. No se evallan la presencia de variantes en
mosaico de bajo grado o en otros tejidos, en regiones reguladoras del gen'y

reordenamientos cromosomicos.
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RESULTADOS
Se analizaron 10 casos familiares con hipoacusia neurosensorial de probable
etiologia genética, todos los casos tenian por lo menos un familiar afectado, como

se observa en los arboles genealdgicos:
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Todos los probandos son originarios del centro de México, excepto el probando de
la familia numero 9 el cual es originario del Norte de México (Reynosa
Tamaulipas). La edad de los pacientes se encuentra en el rango de 1 hasta 34
afos, todos presentan hipoacusia neurosensorial, 8 casos son de presentacion
congénita, 2 casos de presentacion poslingual. La severidad de la hipoacusia se
encontré de moderada a profunda, siendo la profunda la mas frecuente. Sélo en el
caso HL-212 integrante de la familia 5 la hipoacusia es progresiva. El tono de
frecuencia de la hipoacusia se encuentra en el rango de medio a alto, siendo el
tono de frecuencia alta el que predomina. Dos probandos HL-138 y HL-392
presentan caracteristicas dismérficas que no pueden ser atribuibles a sindromes
conocidos.

El probando HL-138 integrante de la familia nimero 3 presenta ademas de la
hipoacusia, déficit intelectual y dismorfias craneofaciales, como es craneo braqui-
plagiocéfalo, microsomia hemifacial derecha, fisuras palpebrales ligeramente
inclinadas hacia arriba, aparente telecanto, Uvula pequefia, hiperlordosis lumbar,
dedos de las manos con cojinetes e hipotrofia hipotenar bilateral, ligera limitacién a
la dorsiflexion de pie derecho, cuenta con resonancia de encéfalo donde se
reporta gliosis inespecificas de la sustancia blanca subcortical. Ventriculomegalia
selectiva de los recesos temporales.

El probando HL-392 integrante de la familia nimero 10 presenta microsomia
hemifacial derecha y pardlisis izquierda del VI par craneal

El probando HL-321 de 34 afos integrante de la familia 7 presenta déficit
intelectual, marcha atéxica y pies cavos.
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Cuadro 2. Caracterizacion clinica de los probandos.

Familia Probando Edad Tipo de Edad de Severidad Progresion Tono de Sindrémico
hipoacusia inicio frecuencia
1.TC HL-85 3 afios NS Congénita Severa No Alto No
(1.7)
2. MM  HL-96 16 afos NS Congénita Severa No Alto No
(111.8)
3.SC HL-138 6 afios NS Congénita OD: No Alto Caracteristicas
(1.3) profunda, dismoérficas
Ol:
moderada
4. DD HL-174 16 afos NS Congénita Moderada No Medio No
(111.6)
5.VC HL-212 12 anos NS Poslingual OD: Si Derecho: No
(n.7) severa, media,
Ol: izquierdo:
moderada alto
6. VH HL-272 20 afos NS Poslingual OD: No Medio No
(1.8) severa,
Ol:
moderada
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1.2Z2

8. RH

9. DPA

10. GC

HL-321
(I1.2)
HL-69
(I11.5)

HL-367
(I11.1)
HL-392
(V.4)

34 aflos

22 afos

NS

NS

NS

NS

Congénita

Congeénita

Congénita

Congénita

NS= neurosensorial, OD= oido derecho, Ol=oido izquierdo

Profunda

OD:
severa,
Ol:
profunda

Profunda

Profunda

No

No

No

No

Alto

Alto

Alto

Alto

Déficit
intelectual
No

No

Caracteristicas

dismorficas
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Resultados de la Secuenciacion Sanger del gen GJB2 en todos los

probandos.

Variantes encontradas:

Posicion Cromosoma Exon Cigosidad
GJB2 C.79G>A 13 2 De sentido  Heterocigoto
equivocado
p.(Val27lle)

Esta variante fue encontrada en cuatro probandos (familias nimero 1,3, 4 y 6),

variante benigna frecuentemente encontrada en poblaciébn mexicana.

Posicion Cromosoma Exon Cigosidad

GJB2 €.-22-12C>T 13 2 Substitucién Heterocigoto

Esta variante fue encontrada en el probando de la familia 7, las herramientas de

prediccion la consideran una variante benigna.

Posicion Cromosoma Exoén Cigosidad
GJB2 c.139G>T 13 2 Sin sentido Heterocigoto
p.(Glu4d7*) compuesto
c.551G>C 2 De sentido
equivocado

p.(Argl184Pro)
Estas dos variantes fueron encontradas en el probando de la familia nimero 9, las
herramientas de prediccion la consideran patogénica, ademas de que se

encuentran reportadas en ClinVar.

64



Electroferogramas que muestran las variantes (c. [551G>C];[139G>T) en el gen

GJB2 encontradas en el probando HL-367 (familia 9)
~66_GJB2_HL367_Ex21_Rev_C07.ab1

L

LSGGAGGT GTGGGG A GATGA GCAGGCCGACT TTGT
AGGAGGT GTGGGGA GATGA GCAGGCCGACTTTGT ¢ 139G>T

66_GJB2_HL367_Ex22_For_E08.ab1

TGACTGCTTTGT GTCCCEGC CCACG((:B AGAAGAC T
GACTGCTTTGT GTCCCBGGC CCAC GG AG AAGAC T ¢ 551G>C

Se realizé el andlisis de segregacion en el resto de la familia:

| O
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ﬂr A

Il :
CCBGCC 2ol EEEs gm
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(| I
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||| |||~
| |
SCCGGC C AT TA
S G Té GC CC%GCC ATTAGC

SCCGGC C GATGAGC
CCGGCC ATGAGC
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Confirmando que el individuo Ill.2 hermana del probando presenta las mismas
variantes patogénicas que el hermano (c. [551G>C];[139G>T) , y la madre es
portadora de la variante ¢.139G>T vy el padre de la variante ¢c.551G>C, por lo que

se concluye que se trata de Hipoacusia autosdmica recesiva tipo 1A (DFNB1A).

Al resto de los probandos se les realiz6 secuenciacion de exoma completo.
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Resultados de la secuenciacion de exoma completo

Se encontré en el probando HL-392 integrante de la familia niamero 10, una
variante patogénica de acuerdo a Clinvar, en el gen USH1G c¢.742C>T,
p.(GIn248*) en estado homocigoto, para lo cual se realizd el analisis de
segregacion de la familia y se confirmd en el probando y en su hermana la
presencia de dicha variante, asi como el estado de portador de ambos padres, lo
gue permite determinar que se trata de Sindrome de Usher tipo 1 G, enfermedad
autosdmica recesiva asociada con hipoacusia Yy retinitis pigmentosa. El sindrome
es clinica y genéticamente heterogéneo, Bashir y cols. 2010 reportaron 4
miembros afectados de una familia pakistani con Sindrome de Usher tipo 1G; los
pacientes tenian una forma atipica de la enfermedad, con hipoacusia de moderada
a severa, funcion vestibular normal y ausencia de problemas visuales. Aunque la
funduscopia mostro sintomas leves de retinitis pigmentosa y disco 6ptico pélido en
los pacientes a las edades de 13, 15y 22 afos de edad.

Electroferogramas de la familia numero 10:

66_USH1G_HL392_Ex2_R_E01abi

U

NM
ICTCTCGGGCCTOTAGCTGGGC AGCGACGTGATG]

66_USH1G_HL392_Ex2_F_A01.ab1

Probando

sC TC GC TCTCGGGCCTGT.—'«GCTGGGC.—'\GCG;‘-.CG_

GGCTTGGACCAGGACCTGGAGCCCGAGACTAGE iICCACGGGGCAAGACC AAGAT GCAGAA GAAGC T GG

66_USH1G_HL356_Ex2_F_801 ab1 66_USH1G_HL38E_Ex2_R_F01.abt
Hermana : !
M \J W\ U J '[ WW J\ !
CTCGCTCTCGOOE FTOTAGC T GBGEAGCGAD O (CTCGCT CTCGGOCCTGTAGC GG GCA GEGAGC G
TAGGCT TGGACGA GGACCTGGAGCCOGA GACTA ACGGCC AGGGGCAAGACCAAGAT GCAGAAGAAG
66_USH1G_HL3B0_Ex2_F_D01.ab1 66_USH1G_HL380_Ex2_R_H01.abi
Madre ,

GCCCGC IL.[:[,I[J\ L[:L-GLL[(;I! bL IGGGU\GU
GATTTA GGCTTGGACGAGGACCTGGAGCCCGAG

I\ n| ﬁ H'.'; | ) .\
\m W | I\IMW k/\f‘M\f\f\} NU \Lm \N\M\

TC GCT C_CGGGCCTGF_IE_A GCTGGGC A GCGAC GTG

WCGGCC AGGGGLCAAGACC AAGATGC A GAAGA AGC
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Padre 66_USH1G_HL40%_ E:? F cotabt 86_USHIG_HL403 Ex2 | Er? G01.abi LR
— T

i

CTCGCTCTCGGGCC GTAGC TGGGCA GC GACGT

CGET CTCBGGCCTGCAGCTGGGEAGCGAC BTG

AGOCT TOGACGAGGACET B0 AGCCCOABACT AG tCGGCCAGGGGCAAGACEAAGAT GC A GA A GA AGC

En el probando HL-96 (familia niumero 2) se encontraron las variantes que
confirmadas con Sanger se trata de Sindrome de Usher tipo 2C: enfermedad
autosomica recesiva genéticamente heterogénea caracterizada por hipoacusia al
nacimiento y desarrollo posterior de retinitis pigmentosa progresiva (RP), esta es
la causa mas frecuente de hipoacusia y ceguera en adultos y afecta del 3-6% de

nifios que nacen con hipoacusia.

Posicion Cromosoma Exén Tipo Cigosidad

GPR98 c.5167C>G 13 2 p.(Prol723Ala) Heterocigoto
GPR98 €.14939T>C 2 p.(Val4980Ala)) compuesto

Variante ¢.5167C>G en el gen GPR98:

"66_GPROG HLI6 E24 F AO7.ab1 66_GPRI5_HLS6_E24_R_DO7ab1
Probando : : : . : -

L o i X o ] el A A W 2 A b,
GGACGCAATGACCCTGECTGCAAGCAGCGT TCC) GGACGCAATGACCC TGCCTGCAA GCA GCGTT CC
GGACGCAATGACCCTGC CTGCAAGCAGCGT TCC, GGACGCAATGACCC TGCCTGCAAGCA GC GTTCC

Pad '66_GPRYB_HL329_E24_F_C07.801 66_GPRIS_HLI29_E24_R_FO7.ab1

adre ErE— T T T T T T
5 5 ‘ f\
.GG:\CGCA/\TGJ\CCCTGECTGCA’\."\GC:\GCGTTCC. GGACGC Qﬂ TGACCCTG%C GCJ‘\Q GCAGC GTTCC

LCGACGCAATGACCCTOGCCTGCAAGCAGC GTTCCC GEACGCAATGACCCTGCC TGOAA GCA GC GTTCC

b‘b‘ GPR98_HL324_E24_F_BOT ab1 66_GPRI8 324 _E24 07.ab1
Madre - - 88 GPRIG_HL524 EQ4 50T 3D
31

A i ok, Al i e bt bt oo
GGACGC’-‘*ﬂTGACCCTGCCTGCﬁﬂGCAGCGTTCC- GGACGC \J TGACCC GCCTGC \AGC\GC GTTCC

GGACGCAATGAC CCTGCLTGCAAGCAGCGTTCCC GGACGCAATGACCCTGCCTGCAAGCAGC GTTCCO
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Variante ¢.14939T>C en el gen GPR98:

Probando

Padre

Madre

66_GPR98_HLS6_E73 F_GO7.ab1
T

66_GPR98_HL96_E73_R_B08.ab1
T

T
11

CTTCACCTAT CAGGAG?GCAGAGCA GTGCTCCT
CTTCACCTATCAGGAGTGCAGAGCAGTGCTCCT

66_GPR98_HL329_E73_R_D08.ab1
—_—

AHAM nmluh il

. L] i A N '
CTTCACCTE\TCAGGAG%GCAGAGCAGTGCT ccmy
CTTCACCTAT CAGGAGTGCAGAGCAGTGOCT CCTYy

66_GPR98_HL324 E73_F_HO7.abf
T

CTTCACCTAT CA’AGGAG%GCAGAGCAGI@CT cCCT
CTTCACCTAT CAGGAGT GCAGAGCAGTGCT CCT|

66_GPR95_HL324_E73_R_C08.ab1
T

CTTCACCTATCAGGAGTGCAGAGCA GTGC TCCT
TCTTCACCTATCAGGAGT GCAGAGCA GTGC TCCT

[
CTTCACCTATCAGGA GTGCAGAGCAGTGCT CCTy
CTTCACCTAT CAGGA GTGCAGAGCA GTGCT CCTY

En el probando HL-212 se encontro la variante ¢.5317G>A en el gen TNC, la cual
esta registrada en ClinVar (Oct-2018): RCV000083259.2. Afecta a un nucleétido
débilmente conservado y a un aminoacido moderadamente conservado
(considerando 12 especies)

Se considera patogénica: hipoacusia autosémica dominante 56, las herramientas

de prediccion la evalian como deletérea:

Cigosidad

Gen Posiciéon Cromosoma Exoén

TNC 0.117803295C>T 9 19

De sentido Heterocigoto
equivocado

C.5317G>A
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Frecuencias poblacionales en GenomAD

Population Frequencies

o Allele Allele MNumber of Allele
Eopulation Count Number  H Frequency
v Latino 26 35440 0 0.0007336
v Other 2 7216 0 0.0002772
v African 4 24970 0 0.00071&02
» European{non- 44 129128 0 0.00008519

Finnish)
v Ashkenazi Jewish 0 10368 0 0.000
+ East Asian 0 19934 0 0.000
» Europesn 0 25120 0 0.000
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+ South Asian 0 30616 0 0.000
Total 43 282792 o 0.0001521
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Andlisis de segregacion en la familia mediante secuenciacion Sanger

Probando

Hermano

Hermano

Madre

Padre

[ m:_u_ziz_m_r_,mm

as_mc_nma_,ssq_a_m.m |

GAAAC1CA1AccrthGreene1accf19rcne
GAAACT CATACCT GGCGTGOAGTACC TTOTCAG

fsaancrcirnoCrGGdeGGnGr%ccwTGTCAG
GAAACT CATACCTIGGOGTGGAGTACCTTIGTICA G

&M_M!S_Eﬂ_ﬁ_mms

GAAAC-bA1ACCTGGbGTGGAGI#CCTTGFbAG
GAAAC TCATACCT GECOTGOAGTACETTOTCAG

566_TNC_HL248_E19_F_E02ab1

1 Ii
L
Al e B0 LR AT IH!I..‘:'{ A
GrAACTCATACCGGGCAGTGCGTAOT TAaGT ATGY
A C GGTGAAC TGCCT CGA |
GMACTCATACCTGGCGTGGAGTACCTTGTCAG!

66_TNC_HL286_E15_R_HOZ abi

T Fat) A S | [ i o
GAAACTCATACCT GGCGTGGAGTACCTTGT CAG
GAAACTCATACCT GGCGTGGAGTACi:TTGT Ca G

i I ol WAl o LA
GAALCTCA(T:ACCTGGCG GGAGT%CCTTGTCAGl
GAAACTCATACCTGGE GTGGAGTACCTTGTC A Gy
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En el probando HL321, integrante de la familia nimero 7 se encontré la variante:

Posicion ~ Cromosoma Intrén  Tipo Cigosidad
HK1 g.71075772T>A 10 1 Substitucion en  Homocigoto
el sitio de
splicing
p.?

Esta variante es una substitucion en el sitio de corte y empalme, que esta
localizada en el sitio donador del corte y empalme en el intrén 1. La consecuencia
de este cambio no se puede predecir, pero una delecion del exonl es muy
probable.

Las herramientas de prediccion la valoran como deletérea:

Variante nula (dentro de %2 sitios de corte y empalme candnicos) afectando al gen
HK1.

En GenomAD hay un heterocigoto reportado y 0 homocigotos.

Fenotipos asociados con el gen HK1 en OMIM:
HEXOKINASE 1; HK1

HGNC Approved Gene Symbol: HK1
Cytogenetic location: 10g22.1  Genomic coordinates (GRCh38): 10:69,269,990-69,401,581 (from NCBI)

Gene-PhenO[’ype Relaﬁoﬂslﬁps View clinical synopses as a table
Phenotype Phenotype
Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key
10g22.1 Hemolytic anemia due to hexckinase deficdency 235700 3
Neuropathy, hereditary motor and sensory, Russe type 605285 3
Retinitis pigmentosa 79 617460 3
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Andlisis de segregacion de la familia numero 7, el probando es homocigoto para la

variante mientras que el resto de la familia son heterocigotos.

P rOb ando K] Gensearch, ¢ viewer: C:\ \Desktop\2018-11-23 181123 L auf5370 2 Pacla\66_HK1_HL321 IN1_F HO8.ab1 o] -a-| =]
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I ! I !
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T O T UrRsec F5 [ quaity | [y crapn | | ACGT | | Wl | [ Complete graph | ==~ " [ color rer

Nt

. » O _ . -, s
CTGAGGCCTGGCGAGATTGGGG%%AGTAGC TGTGGT CC

¥ Y-
Paosition in file: — 51: 0.581702 Base.
Pasition in file: — S2.0.131518 Base: —

M ad re K] Gensearch, viewer: C! 2018-11-23 181123 Lauf5370_2_Paola\66_HK1_HL303_IN1_F_FO8.ab1 [E=NEom =)
—_— ~ Complete grapn | =
- ;LJrec 5 [ Quanty | s Graph ACGT L Complete graph |~~~ """ [ Colar ref

v -
Position in file: — 81: 131702 Base:
Position in file: — sz~ Base:—
Pad re n Gensearch, chromatogram viewer: C:\Users\fkt28vc\Desktop\2018-11-23 181123 Lauf5370_2 Paola\66_HK1_HL294 IN1_F_E08.abl o || 3=
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Position in file: — 51:1.153953 Base
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En el probando HL-321, integrante de la familia nUmero 3 se identifico la variante:

Posicion Cromosoma Exén Cigosidad
LRP5 c.442C>T 11 2 Substitucion Heterocigoto
sin sentido
p.(GIn148%)

Afecta al receptor relacionado con la lipoproteina de baja densidad nimero 5
GenomAD reporta 2 heterocigotos y 0 homocigotos.

Las herramientas de prediccion consideran la variante como deletérea, se
encuentra entre dos sitios calientes relacionados con mutacién, uno con riesgo
para masa Osea elevada y otro con Vitreoretinopatia exudativa tipo 4, como se

muestra en la siguiente figura:
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Dicha variante esta relacionada con Osteopetrosis Autosémica Dominante tipo 1,

como lo muestra OMIM:

# 607634
OSTEOPETROSIS, AUTOSOMAL DOMINANT 1; OPTAI

Alternative titles: symbols

OSTEQPETROSIS, AUTOSOMAL DOMINANT, TYPE T

Phenotype-Gene Relationships

Location
119132

Osteopetrosis, autosomal dominant 1 607634 AD 3

Phenotype Phenotype

MIM number Inheritance mapping key Gene/Locus

Gene/Locus
MIM number

Andlisis de la secuenciacién Sanger, donde se observa al probando y a su madre

como heterocigotos, el resto de la familia presentan el alelo silvestre:
66_LRPS HL138 2 F CO8.abf

Probando

Padre

Madre

GAAGGTGCTCTTCTGGEAGGACCTTGAC A GCC

GAAGGTGC TCTTCTGGCAGGAC CTTGAC CAGC C

66_LRPI_HL 106_2_F_ADS 851
.

B

.|\

GAAGGTGC TCTTCTGGCAGGACCTTGAC CAGC C
GAAGGTGC TCTTCTOGCAGGACCTTGACCAGE C
66 _LRPS HL129 2 F BOS.ab1
—
T

1

Wi Jﬁh" 1“ A

-G-‘-a‘-G-G-lG-C'C'lL'lCGC A GGBACCT ACCAR GCC
iG AAGGTGCTCT TCTGGC&ES&EE‘TTG-‘-CE&GCC
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Prima

Madre de la prima

GAAGGT GGTC TT CT GGGAGGM: GTTGAEGA Gl: =
GAAGGTGC TCTTCT GGCAGGACCTTGAC CGA GC C

SR AEL 3 '

GAAGGTGC TCTTCTGGCAGGACCTTGACCAGC C

GAAGGTGC TCTTCTGGCAGGACCTTGACCAGC C
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Tabla 2. Resumen de las variantes identificadas en los probandos mediante NGS

2 HL-96 1.8 Probando GPR98 ¢.5167C>G p.(Prol723Ala) Heterocigoto Sindrome de
compuesto  Usher tipo 2C
GPR98 ¢.14939T>C p.(Val4980Ala) Sindrome de
Usher tipo 2C
3 HI-138 1.3 Probando LRP5 C.442C>T p.(GIn148*) Heterocigoto Osteopetrosis
autosémica
dominante 1
5 HL-212 .7 Probando TNC c.5317G>A p.(Vall773Met) Heterocigoto Hipoacusia
autosémica
dominante 56
7 HL-321 1.2 Probando HK1 C.60+2T>A p.? Homocigoto Neuropatia
hereditaria
motora y
sensitiva
(Tipo Russe)
10 HL-392 V.4 Probando USH1G c¢.742C>T p.(GIn248%) Homocigoto Sindrome de
Usher tipo 1G
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DISCUSION

La hipoacusia neurosensorial (SNHL por sus siglas en inglés) es el deterioro
sensorial mas frecuente en seres humanos. La secuenciacion de nueva
generacion (NGS) se ha convertido en el estandar para el diagnéstico etiologico
de la SNHL de inicio temprano. En dos familias se encontré diagnostico genético
inesperado de Sindrome de Usher, el cual tiene una relevancia clinica importante
ya que estos pacientes necesitardn un seguimiento cercano en caso de que se
desarrollen caracteristicas sindrOmicas, ya en estudios previos de otras
poblaciones donde se analiz6 SNHL aparentemente no sindrémica se habian
reportado casos de Sindrome de Usher detectados mediante NGS (36), cabe
destacar que en nuestra poblacion esto se sospechaba pero no existe algun
precedente de dicha asociacién teniendo como punto de partida la hipoacusia
neurosensorial, que en el caso de Sindrome de Usher (principal causa genética de
sordera asociada con ceguera) es de maxima utilidad el diagnéstico genético ya
que el progreso en la comprension de los mecanismos celulares y moleculares
qgue intervienen en el funcionamiento del oido interno ha ayudado a desarrollar
terapia génica que consiste en la sustitucion local de genes alterados endégenos,
la cual ya se encuentra en pruebas en modelos murinos de sindrome de Usher,

con resultados alentadores (37).

La hipoacusia genética es altamente heterogénea, especialmente la no sindromica
(38), encontramos una variante en el gen LRP5, el cual codifica para un receptor
de lipoproteinas de baja densidad transmembrana que se une e internaliza los
ligandos en el proceso de endocitosis mediada por receptores. Esta proteina juega
un papel clave en la homeostasis esquelética y muchas enfermedades
relacionadas con la densidad ésea son causadas por mutaciones en este gen. Las
mutaciones en este gen también causan vitreorretinopatia exudativa familiar
(RefSeq, mayo de 2014), la variante heterocigota c.442C>T esté relacionada con
Osteopetrosis autosémica dominante tipo 1 que de acuerdo a Van Hul y cols. (39)
la Osteopetrosis tipo 1 autosdmica dominante se caracteriza por la osteosclerosis

generalizada mas pronunciada en la boveda craneal. Los pacientes a menudo son
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asintomaticos, pero algunos sufren dolor e hipoacusia. Parece ser el Unico tipo de
osteopetrosis que no se asocia con un aumento en la tasa de fracturas. Esta
variante ya ha sido previamente reportada en poblacion mexicana en estado
homocigoto y esta relacionada con Sindrome de Pseudoglioma-Osteopetrosis
(40), el cual es un fenotipo mucho mas agresivo (los pacientes presentan
microftalmia y sintomas neuroldgicos) que si se presentara la variante en estado

heterocigoto como en la paciente que se presenta en este estudio.

Otra variante encontrada relacionada también con un sindrome con hipoacusia, se
encuentra en el gen HK1, que codifica para una hexocinasa. Las hexocinasas
fosforilan la glucosa para producir glucosa-6-fosfato, el primer paso en la mayoria
de las vias del metabolismo de la glucosa. Este gen codifica una forma ubicua de
hexocinasa que se localiza en la membrana externa de las mitocondrias. Las
mutaciones en este gen se han asociado con anemia hemolitica debido a
deficiencia de hexocinasa, ademas de otros fenotipos relacionados con otras de
sus isoformas que pueden ser tejido-especificas (RefSeq, abril de 2016). El
paciente presenta la variante ¢.60+2T>A que muy probablemente ocasiona la
delecion del exon 1 de esta enzima, lo cual aunado a la sintomatologia del
paciente (pies cavos y marcha ataxica), hace sospechar fuertemente en el
diagnéstico de Neuropatia hereditaria motora y sensitiva, tipo Russe que se
presenta en estado homocigoto OMIM # 605285, sabemos de antemano que
dentro del espectro de Charcot Marie Tooth, se reporta la hipoacusia en algunos
de sus subtipos, pero en el tipo Russe no se encuentra reportada ademas de que
el segundo hermano afectado con hipoacusia es heterocigoto para la variante por
lo que faltd determinar si esta variante en estado homocigoto en el probando es la
causante de la hipoacusia, ya que se necesitan estudios funcionales para
determinar causalidad, ayudaria enormemente también la secuenciacion del
exoma del segundo hermano afectado y de los padres para descartar muchas
variantes relacionadas especificamente con hipoacusia. Esto ultimo no pudo

realizarse como parte de este proyecto, por la falta de presupuesto para cubrir el
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costo de la secuenciacion del exoma de otros miembros de la familia que facilitaria

el analisis de las variantes (41).

La Unica variante de hipoacusia no sindromica que se encontré fue c.5317G>A
que afecta al gen TNC, este gen codifica una proteina de matriz extracelular con
una distribucion tisular restringida espacial y temporalmente. Esta proteina es
homohexamérica con subunidades unidas por disulfuro y contiene mudltiples
dominios tipo EGF vy fibronectina tipo Ill. Esta implicada en la guia de las neuronas
migratorias, asi como en los axones durante el desarrollo, la plasticidad sinaptica y
la regeneracion neuronal. Esta variante se presenté en estado heterocigoto y esta
reportada como claramente patogénica de acuerdo a ClinVar y DVD como
causante de la Hipoacusia Autosomica Dominante 56, pero en el analisis de
segregacion mediante la Secuenciacion Sanger se encontroé que el probando, uno
de los hermanos afectados y la madre son heterocigotos, mientras que el tercer
hermano afectado con el mismo fenotipo y el padre presentan el alelo silvestre; la
presencia de la variante en la madre (la cual no se encuentra afectada) y la
ausencia de la variante en el tercer hermano afectado (ya que presenta el mismo
tipo de hipoacusia), aunado al hallazgo de 43 individuos heterocigotos sanos en
GenomAD, nos hace concluir que esta variante no es la causante de la
hipoacusia, por lo que se necesita continuar con el estudio de esta familia que
presenta una genealogia altamente sugestiva de una hipoacusia no sindromica
autosOmica recesiva, ya que presenta tres hijos afectados con el mismo fenotipo y
dos padres sanos, en esta familia también seria Gtil la secuenciacién del exoma
del resto de la familia para lograr la identificacibn mediante estudios de

homocigosidad incluso de genes candidatos(42).

La desventaja principal del presente estudio es la ausencia de la determinacion de
genes candidatos, ya que las variantes encontradas afectan a genes conocidos de
enfermedad que estan relacionados directa o indirectamente con hipoacusia, no
se realiz6 la determinacién de genes candidatos debido a la falta de tiempo y la

ausencia de presupuesto para este proyecto; la secuenciacion del exoma de los 9
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probandos fue financiada completamente con recursos de la Universidad de
Wurzburg, por lo que la secuenciacion de otros integrantes de las familias no fue
posible y con lo que se hubiera facilitado el analisis. Otras desventajas son las ya
conocidas inherentes a la técnica de secuenciacion de exoma completo como es
que no abarca las regiones intronicas o reguladoras, es dificil valorar regiones

altamente repetitivas, ademés de que no identifica grandes rearreglos (43)

La principal aportacion de este estudio, es sentar un precedente mas para futuros
estudios donde se pueda evaluar a un niumero mayor de pacientes con NGS y asi
poder determinar la epidemiologia molecular de la hipoacusia en México, y
posiblemente realizar paneles dirigidos a los genes causantes de hipoacusia en
nuestra poblacion. Recordemos que en forma habitual solo se ofrece el estudio de
algunos genes de conexinas, y al tratarse de una poblacion tan heterogénea como
la mexicana el uso de la NGS deberia de considerarse dentro de las primeros
pasos en el algoritmo diagndstico del estudio de la hipoacusia, y poder ofrecer a
los pacientes un asesoramiento genético mas asertivo e incluso preventivo, al
adelantarnos a las complicaciones y mejorar el seguimiento como en los casos
positivos de Sindrome de Usher que fueron detectados, enfermedad en la que ya

se encuentran estudios avanzados de terapia génica.
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CONCLUSIONES

e A pesar de la baja frecuencia de mutaciones en el gen GJB2 encontradas
en los estudios sobre hipoacusia en pacientes mexicanos, se debe de
iniciar el analisis genético con la secuenciacion Sanger del gen GJB2, dicha
técnica sigue siendo el estandar de Oro de la Secuenciacion de Nueva
Generacion. De 10 familias sometidas a esta primera prueba, dos pacientes
afectados de una familia son heterocigotos compuestos para dos variantes
patogénicas en el gen GJB2.

e La secuenciacion de exoma completo, permitié el diagnostico de Sindrome
de Usher tipo 2C en una familia y el tipo 1G en otra. El Sindrome de Usher
es la principal causa de hipoacusia asociada con ceguera, la
implementacion de la Secuenciacién de Nueva Generacion en el estudio de
los pacientes con hipoacusia permite detectar entre otras muchas
patologias, aquellas que nos permitan ofrecerle al paciente intervenciones
oportunas para el desarrollo de una mejor calidad de vida a largo plazo,
ademas de que ya se encuentra en estudios avanzados la terapia génica
para el sindrome de sordo-ceguera.

e También se determind el diagndstico genético de hipoacusia relacionada
con otros sindromes relacionados con déficit sensorial auditivo, como es la
Osteopetrosis autosémica dominante 1.

e Se encontrd una variante en una region intrénica en el gen HK1, el uso de
estas nuevas tecnologias permitira abrirnos el panorama hacia el papel que
juegas las variantes en las regiones reguladoras. Para la variante
encontrada en este gen las herramientas de prediccion no permiten
determinar su impacto y se necesitan de estudios funcionales futuros.

e Se encontrd una variante en el gen TNC que se encuentra reportada como
claramente patogénica en ClinVar y en la Deafnees Variation Database,
pero en la familia afectada el analisis de segregacion descarté a esta
variante como causa de enfermedad aunado a los hallazgos encontrados
en GenomAD, lo que recalca la necesidad de valorar el origen de los datos

gue se encuentran asentados en las bases de datos utilizadas.
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Aspectos éticos y de bioseguridad:

El presente estudio se apega a la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud Art. 17: con riesgo minimo “venopunciéon”, que
se evita con compresion digital adecuada durante 3 minutos. Se obtuvo
consentimiento informado de todos los participantes de la investigacion, se
les otorgd toda la informacién necesaria para decidir su participacion en la
investigacion, con el beneficio de obtener datos de los genes causales de
patologia que condiciona malformaciones, discapacidad y pueden
heredarse. Se explic6 que la persona responsable del proyecto estaria
pendiente de la realizacién del estudio. Se explico asimismo que debido a
gue son estudios de investigacion, los resultados no deben utilizarse como
diagndsticos clinicos, por lo que no se entregarian resultados por escrito, la
parte de la investigacion que pueda ser comunicada sera a través de la
comunicacion directa con el sujeto de estudio, que se contactara via
telefénica para que acuda con el responsable de la investigacion. Se les
solicité, al aceptar participar, que firmaran la carta de consentimiento
informado, y se pidi6 a 2 testigos que también lo hicieran. Con el fin de
respetar el derecho de confidencialidad de los participantes, toda la

informacion individual se codificé.
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