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Resumen

La otoesclerosis es un desorden local del metabolismo dseo del hueso que se caracteriza por
reabsorcion y depdsito de hueso en forma anémala, denominado otoespongiosis. .

La prevalencia es de 0.3% a 0.4% en la poblacién general, 5-7%, incidencia en poblacién caucasica®,
5-9% de pacientes con hipoacusia y 18-22% en hipoacusia conductiva.* El 60% cuenta con historia
familiar positiva (agregacion). Este padecimiento es mas frecuente en el sexo femenino con una
proporcién de 2:1.

Genéticamente se considera de origen multifactorial poligénico, aunque existen casos familiares
con herencia autosémica dominante, aparentemente monogénicos.

Dentro de los genes que se han estudiado como susceptibles para desarrollar Otoesclerosis, se
encuentran los polimorfismos de COL1IA1 debido a la similitud que existe entre las lesiones de
Otoesclerosis y las de Osteogénesis Imperfecta a nivel auditivo.

Los SNP de COL1A1: Sp1l, posicion +11126 G/T (TTGGG) rs1800012 y SNP rs 2141279 (C/T) se han
relacionado con una actividad de transcripcion aumentada in vitro y por lo tanto como factores de
susceptibilidad.’

Objetivo

Busqueda de la asociacion de los polimorfismos SNP rs1800012 y r2141279 en pacientes con

otoesclerosis

Metodologia
Estudio de casos y controles.

Pacientes y métodos
Se incluyeron 85 sujetos de ambos sexos con edades comprendidas entre los 23 y 71 afios con
diagndstico de Otoesclerosis y 86 sujetos controles pareados por edad y sexo. Se determind la

presencia del los polimorfismos rs1800012 y rs2141279 asi como sus variantes alélicas.

Anilisis estadistico

Descriptivo: Medidas de tendencia central: moda, media y mediana. Desviacién estandar. Rango
para algunas medidas. Para las variables cualitativas se realizd chi - cuadrada de independencia.
Para las variables cuantitativas, dependiendo de su distribucidon normal o no, se analizaron con t

de Student o U de Mann-Withney.



Se obtuvo la razén de momios no-ajustada para las diferentes variables. Para el analisis
multivariado se empled la regresién logistica para obtener las razones de momios ajustadas. Los
modelos de regresién logistica se obtuvieron ingresando las variables con p <0.1 en el analisis
bivariado. Se considerd significativa cuando presentd una p< 0.05. El andlisis se llevd a cabo con el

programa Stata/SE 8.0 y SPSS 17.

Se realizé la prueba de Hardy Wienberg para saber si la distribucién de los polimorfismos en la

poblacién estudiada se encontraba en equilibrio.

Resultados

Se eligieron todos los casos 85 (49.7%) y se parearon por edad y sexo con 86 (50.3%) controles,
guedando una muestra total de 171, 126 (73.7%) eran del sexo femenino, 45 (26.3%) del sexo
masculino para una proporcion 2.8:1, con edades comprendidas entre los 23 y 71. Edad de inicio
de Otoesclerosis minima de 8 y maxima de 58 con una media de 33.21. Presentacién temprana de
la Otoesclerosis en 69 (81.2%) de los casos. La forma de presentacion de la Otoescleroris fue
bilateral en 74 casos representando el 87.1%. En cuanto a los casos, 15 tienen familiares con
diagndstico confirmado de Otoesclerosis y 34 sujetos sospechosos del mismo diagndstico en

conjunto representan el 57.64%.

La presentacién del polimorfismo rs1800012 de COL1A1 en la poblacién estudiada, la proporcion
de casos que presentaron el polimorfismo rs 1800012 fue la misma proporciéon en que los
controles presentaron el polimorfismo, se aplicd Chi cuadrada para saber si existia relacion entre
la presentacién del polimorfismo rs1800012 en casos y controles. Resultando una p de 1.000,
mayor a 0.05, por lo que concluimos que no existe relacién entre la presentacion del polimorfismo
rs 1800012 y el diagndstico de Otoesclerosis. Se realizd la misma prueba en el caso del
polimorfismo rs2141279, resultando una p no significativa mayor a 0.05, 0.301, por lo que
concluimos que no existia relacion entre el polimorfismo y el diagndstico de Otoesclerosis,
tampoco existid una asociacion entre la presentacién de los polimorfismos y el sexo de los

individuos.

Se requiere de una muestra mayor para dar obtener resultados definitivos, sobre todo porque con
la muestra recabada, pareciera que el polimorfismo rs214679 no se encuentra en equilibrio en

nuestra poblacion.



Antecedentes

La Otoesclerosis es un desorden local del metabolismo éseo del hueso encondral avascular del
oido medio, que se caracteriza por reabsorcion y depédsito de hueso en forma andmala,
denominado otoespongiosis. *. Esta remodelacién puede conducir a la fijacién del estribo debido
a la invasion de focos otosclerdticos en la articulacion estapedio-vestibular, lo que resulta en
pérdida de la audicidn de tipo conductivo. En el 10% de los casos existe pérdida de la audicidn
neurosensorial de inicio. A la Otoeclerosis de tipo conductivo puede agregarse de manera
secundaria hipoacusia neurosensorial.?

Tiene una prevalencia de 0.3% a 0.4% en la poblacién general, 5-7% de incidencia en poblaciéon
caucasica; ® 5-9% de pacientes con hipoacusia general y 18-22% de los individuos con hipoacusia
conductiva. El 60% de los individuos diagnosticados con Otosclerosis, cuenta con historia familiar
positiva para este padecimiento.*

El grado de penetrancia y la expresividad son variables lo cual podria estar relacionado con la
distribucidon de las lesiones otoesclerdticas en la cdpsula dtica, ya que estas lesiones se han
reportado en sitios que podrian no causar sintomas clinicos, ya que se han encontrado en sujetos
sin sintomas de Otoesclerosis como hallazgo post mortem. La pérdida de la audicion a menudo
comienza entre los 15 y 45 afios de edad, con una edad media a los 33 afios. Tiene una mayor

incidencia en mujeres con una relacidon 2:1 siendo esta preponderancia femenina atribuible a

factores hormonales.? Es mas frecuente de forma bilateral que unilateral (89 vs 65%).°

Se ha asociado la presencia de Otoesclerosis con el aumento de IgG para el virus del Sarampidn, ’
presuponiendo que el virus del sarampion favoreceria una mutacién en el gen COL1A1, afectando
la transcripcidn del colageno tipo | y por otras vias alteraria también la transcripcion de la colagena
tipo 1. ® En 1989 Gordon predijo que podria deberse a una alteracién en el brazo largo del
cromosoma 17 en el gen COL1A1 debido a la semejanza con las lesiones observadas en pacientes

con diagndstico de Osteogénesis imperfecta.

Desde un punto de vista genético, la otosclerosis es usualmente considerada como una
enfermedad de tipo multifactorial; sin embargo, se han reportado familias con herencia
autosémica dominante de tipo monogénico™ para la cual se han encontrado varias regiones
aunque aun no se han identificado genes, los loci de estas regiones son: OTSC1 en el cromosoma

15q25-q26,10 OTSC2 en el cromosoma 7q34—36,11 OTSC3 en el cromosoma 6p21.3—p22.3,12 oT15¢4
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16021-23.2," OTSC5 en el cromosoma 3q22-q24,"* OTSC7 en el cromosoma 6q13-16.1 ,* OTSC8
9p13.1-9921.11" y OTSC10 1941-44." Es interesante resaltar que los loci identificados en estudios
familiares y los genes localizados en estudios de asociacién, no se sobrelapan.’® Se han relacionado
también otros genes como el gen de la reelina (RELN),*% el TGFB1,%* el BMP2 y BMP4,% el ACE y
el AGT.”

En el afio 2010, Megan Ealy, Richard J.H. Smith, realizaron un resumen que incluia todos los loci
hasta ese momento relacionados con la Otoesclerosis de tipo familiar en diferentes poblaciones. *®

(Tabla 1).

Tabla 1. Loci identificados que contribuyen a la Otoesclerosis familiar y poblaciones en las que

fueron estudiados™®

Locus Posicion Origen de familia estudiada
0oTSC1 15925-q26 India

Tunez
OTSC2 7934-36 Bélgica

Gran Bretafna

0TSC3 6p21-22.3 Chipre
Tunez
OTSC4 16921-23.2 Israel
OTSC5 3922-24 Holanda
OTSC6 - -
OTSC7 6g13-16.1 Grecia
Holanda
OTSC8 9p13.1-9g21.11 Tunez

Tabla tomada de articulo Megan Ealy, Richard J.H. Smith, Review The Genetics of otosclerosis, Hear Res. 266 (2010) 266: 70-74

Para la Otoesclerosis de tipo multifactorial se han realizado varios estudios de asociacion, dentro
de los que se han estudiado polimorfismos en genes probablemente susceptibles. Como COL1A1,
COL1A2, y COL2A1,** los cuales fueron seleccionados por la llamativa similitud patoldgica entre la

otosclerosis y la Osteogénesis imperfecta que es causada por mutaciones en estos genes.25 Por



otra parte se penso en el gen COL2A1 debido a que se expresa de manera abundante en la capsula

otica. >’

Mckeena et al. [1998], encontraron una asociacién estadisticamente significativa entre el gen
COL1A1 y la otoesclerosis, pero no se encontrd ninguna asociacion entre COL1A2 y COL2A1.%*

La proteina coldgena tipo | madura estd formada por un heterotrimero de 2 cadenas alfa 1
(producidas por el gen COL1A1), y una cadena alfa 2 producidas por el gen COL2A1).%*

En 1998, M.J. McKenna y colaboradores, realizan un estudio de asociacidn entre el polimorfismo rs
1800012 y la presentaciéon esporadica y familiar de Otoesclerosis, reportando una asociacion
significativa en ambos casos, en este caso, los controles eran pacientes con diagndstico de
Degeneracién Macular asociada a la edad (AMD en sus siglas en inglés) ya que por la edad en que
esta enfermedad se presenta, mayores a 60 afos, era poco probable que desarrollaran
otoesclerosis en el futuro .** (Tabla 2 y Tabla 3). En 2004, encuentran la asociacién del
polimorfismo rs1800012 de COL1A1 y la Otoesclerosis de presentacion familiar y esporadica e
infieren de manera indirecta la asociacién de Otoesclerosis con Osteoporosis debido a que dicho

polimorfismo se reporta con la misma frecuencia en ambos padecimiento.

Tabla 2. Comparacion de la frecuencia alélica entre casos familiares y esporadicos de

Otoesclerosis rs 1800012%*

SS Ss ss Total de
pacientes
OS Familiar 22 (44%) 25 (50%) 3 (6%) 50
OS Esporadica 21 (42%) 25 (50%) 4 (8%) 50

X* =0.166, df = 2, p = 0.920

0S, otoesclerosis

S Alelo normal, s alelo con polimorfismo (G/T)

Tabla tomada de M.J. McKenna, A.G. Kristiansen, M.L. Bartley, J.J. Rogus, J.L. Haines, Association of COL1A1 and otosclerosis. Evidence for a shared genetic

etiology with mild osteogenesis imperfecta, Am. J. Otol. (1998) 19: 604—610.



Tabla 3. Comparacién entre pacientes con Otoesclerosis y Controles de rs 1800012%*

SS Ss ss Total de

Pacientes
Otoesclerosis 43(43%) 50 (50%) 3 (3%) 100
AMD 88 (81%) 20 (19%) 0 (0%) 108

X*=32.06, df = 2, p = 0.0001 AMD, Degeneracién Macular asociada con la edad

S alelo normal, s polimorfismo , * Los controles tenian diagndstico de AMD (Degeneracidon Macular asociada con la
edad)

Tabla tomada de M.J. McKenna, A.G. Kristiansen, M.L. Bartley, J.J. Rogus, J.L. Haines, Association of COL1A1 and otosclerosis. Evidence for a shared genetic

etiology with mild osteogenesis imperfecta, Am. J. Otol. (1998) 19: 604—610.

Chen et al. [2007], mediante un estudio de casos y controles, investigaron la asociacién entre los
genes de coldgena tipo | y la otosclerosis. Identificaron haplotipos de susceptibilidad y proteccion
en COL1A1, que fueron significativamente asociados con la otosclerosis en la poblacion caucasica.
Estos haplotipos alteran la actividad del gen reportero en la linea celular de osteoblastos
afectando la unidn de los factores de transcripcién a los elementos que actuan en cis. Sus datos
sugieren que cantidades aumentadas de homotrimeros de colagena (l), son causalmente
relacionados con el desarrollo de otosclerosis. El SNP: Spl, posicién +11126 G/T (TTGGG)
rs1800012 y SNP rs2141279 intrén 15(en poblacidén belga y holandesa) , se relacionaron con una
actividad de transcripciéon aumentada in vitro y por lo tanto como factor de suceptibilidad.® Otros
SNP reportados de COL1A asociados a Otoesclerosis son SNPs rs1107946 (5’ rio arriba cambio de
G/T), rs2269336 (5'rio arriba cambio de C/G), SNP rs2586498 (en el intron 5) y
SNP PCOL1 -1782 T/delecién de T (G delecién TCAT) rs11327935 .*°

En el afio, 2012, Schrauwen | y colaboradores realizaron un meta analisis con toda los estudios
hasta entonces realizados en asociacién de polimorfismos de COL1A1 y COL2A2 y otesclerosis.*

(Tabla4y5)
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Tabla 4. Comparacion de frecuencias de los SNPs en COL1A1 y COL2A2 en poblacion

Estadounidense y Alemana®

Nombre de Posicion de SNP #rsen Valor AO vs GO vs AO
SNP dbSNP p de CEPH Alemanes vs
HW Caucasicos Caucasicos GO

controles controles

p (prueba de X?)

COL1A1 Up1l - 6895C/T 169700 1 0.077 0.762 0.729
PCOL2 - 2116G/T 1107946 0.94 0.209 0.213 0.283
PCOL1 - 1782T/AT 11327935 0.37 0.097 0.032 0.866
PCOL3 - 1482C/G 2269336 1 0.117 0.110 0.445
Intl +368 A/G 98988186 0.54  0.027 0.328 0.869
Spl +1126 G/T 1800012 0.37 0.004 0.374 0.689
Int5 +2623 C/T 7406586  0.55 0.003 0.340 0.382
Int30 +9573C/T 2857396  0.99 0.811 0.503 0.55
Int44 +13449C/T 2886488  0.23 0.746 0.965 0.146
Ex52/3'UTR +16100C/T 1061237 0.06 0.723 0.068 0.151

COL1A2 Prol - 2869 C/T 3763469 0.06 0.992 0.544 0.217
Pro2 - 1929G/T 6962524  0.41 0.557 0.408 0.166
Intl + 1581 A/G 3888625 0.64 0.88 0.899 0.313
Ext52/3'UTR +36166 G/T 1062394  0.57 0.946 0.854 0.866

AO, pacientes con Otoesclerosis de EUA; GO pacientes con Otoesclerosis de Alemania; HW Hardy Weinberg; p
value valor de p de Pearson en X>.UTR regién no traducida; CEPH Centre d’Etude du Polymorphisme, ° Calculo
de Alelo menor A combinado con alelo menor C.

Khalfalla et al. [2011], reportaron en un estudio con poblacién tunecina, una fuerte relacién entre
el SNP rs11327935 vy la otosclerosis, pero ademas, que ésta era una asociacion sexo especifica,

siendo mas frecuente en la poblacién femenina.*
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TABLA 5.

Asociacion de polimorfismos de COL1A1 en poblacién caucasica Belga, holandesa y suiza®

SNP Nombre de SNP Posicién Valor-p
Belgas-

Holandeses

rs16970089 Upl 5" rio arriba 0.604
rs11327935 Pcoll 5" rio arriba 0.659
rs9898186 Intl Intrén 1 0.699
rs1800012 Spl Intrén 1 0.963
rs25866498 Int5/rs7406586 Intrén 5 0.453
rs2075555 Intrén 11 0.771
rs17639446 Intrén 12 0.428
rs2141279 Intrén 15 0.022
rs26966247 Intrén 28 0.642
rs2857396 Int30 Intréon 30 0.826
rs2075559 Intrén 36 0.771
rs2586488 Int44 Intrén 44 0.919
rs1061237 Ex51/3°UTR 3'UTR 0.757
rs909102 3’rio abajo 0.958
Suizos

rs1800012 Spl Intrén 1 0.262

Il. Planteamiento del Problema

La Otoesclerosis es una enfermedad caracterizada por una remodelacién 6sea desordenada en la
capsula dtica. Tiene una prevalencia de 0.3% a 0.4% en la poblacién general, 5-9% de pacientes
con hipoacusia y 18-22% de los individuos con hipoacusia conductiva. Se han identificado algunos
polimorfismos en el gen de COL1A1 asociados a Otoesclerosis afectando de manera negativa la
expresion del fenotipo, sin embargo hasta el momento no se ha realizado ningln estudio que

reporte estos cambios en la poblacién mexicana.
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I1.1 Justificacion

Se trata de una de las causas mas frecuentes de consulta por hipoacusia de tipo conductivo no
congénito en adultos en el servicio de Audiologia. En la casuistica del Instituto Nacional de
Rehabilitacién la Otoesclerosis tiene el segundo lugar en frecuencia de atencién en la consulta y

representa el 6% de todas las patologias del oido, presentandose cerca de 500 consultas al afio.

Debido a que no se conoce la etiologia de la Otoesclerosis y existen algunos estudios que
sustentan la etiologia genética como principal factor causal, este estudio pretende contribuir al
conocimiento del origen de esta enfermedad, al detectar la presencia de los polimorfismos
rs1800012 y rs2141279 del gen COL1A1 en pacientes con otosclerosis, con la finalidad de realizar
una correlacién entre estas entidades en poblacién mexicana, ya que hasta la fecha no existe

algun estudio similar en la literatura nacional.

En caso de existir una asociacidn de estos polimorfismos en nuestra poblacidon ayudaria a
determinar un factor genético mas, como riesgo de padecer Otoesclerosis en la poblacion

mexicana.

Pregunta de Investigacion

éExiste asociacion entre los polimorfismos SNP rs1800012 y rs2141279 del gen COLIA1 y la

Otoesclerosis en pacientes mexicanos?

lll. Hipétesis

Los polimorfismos tipo SNP: rs1800012 y rs2141279 del gen COL1A1 estan asociados con la

enfermedad Otoesclerosis en pacientes mexicanos.

13



IV. Metodologia

Tipo de Estudio y disefio en general

Casos y controles

CASOS

Seleccion de los sujetos de estudio

Pacientes que acudan a consulta del Instituto Nacional de Rehabilitaciéon a los que ya se les ha
realizado el diagnéstico de Otoesclerosis mediante Audiometria pudiéndose tratar de casos

incidentes o casos prevalentes.

Criterios de inclusion

Sujetos de cualquier sexo con edades comprendidas entre los 18 y 80 afios al momento
del estudio con diagndstico Otoesclerosis mediante audiometria.

- Sujetos que cuenten con el antecedente de por lo menos 3 generaciones nacidas en
Meéxico y cuyos apellidos sean de origen espafiol o prehispanico.

- Sujetos que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento

informado. (Anexo 1).

Criterios de exclusion

- Familiares en cualquier grado de sujetos que estén participando en el estudio.
Pacientes con antecedentes de ruptura de tenddn de Aquiles, tenddn rotuliano o ruptura

del manguito rotador.

Criterios de eliminacion

- Sujetos en los que por cualquier razén no se logre analizar la muestra (DNA insuficiente,

muestra de mala calidad.)

14



CONTROLES
Seleccion de controles

Sujetos que asistan a cualquier servicio del Instituto Nacional de Rehabilitacion que sean
acompafiantes de pacientes, familiares de pacientes o personal del Instituto y cuya asistencia al

instituto no se deba al diagndstico de Otoesclerosis.
Criterios de Inclusion

Sujetos de cualquier sexo con edades comprendidas entre 18-80 afios.
- Sujetos sin antecedentes familiares de Otoesclerosis.
- Sujetos con antecedente de por lo menos 3 generaciones nacidas en México, con apellidos

de origen espafiol o prehispanico.
Criterios de Exclusion

- Sujetos con antecedentes de ruptura de tenddn de Aquiles, tenddn rotuliano o ruptura del

manguito rotador.

Criterios de Eliminacion

- Sujetos en las que por cualquier razén (DNA insuficiente, muestra inadecuada, etc) no sea

posible el andlisis de la muestra.

Variables

Variable independiente: Polimorfismos SNP: rs1800012 y rs2141279 del gen COL1A1
Variable dependiente: Otoesclerosis

Variables Universales: Edad, sexo, talla, peso, lugar de origen.

Otras variables: Presencia de endogamia, coeficiente de consanguinidad, inicio de presentacion

de sintomas de Otoesclerosis, bilateralidad de hipoacusia secundaria a Otosclerosis, nimero y

15



grado de familiares afectados, antecedente de Sarampidn, antecedente de consumo de
hormonales.
DEFINICIONES
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL CATEGORIA ESCALA
Afios de vida Seresta a la fecha | cyantitativa
Edad i actual la fecha de Aios
cronoldgica nacimiento de intervalo
Sexo del paciente
) ) . . Cualitativa 1Masc
SEXO Diferencias fenotipicas | OBSERVACION . )
dicotémica nominal
2Fem
1. Izq
Bilateralidad de la|Afeccion de unoo Oido izquierdo, Cualitati al
ualitativa nomina
Otoesclerosis ambos oidos derecho o ambos 2Derec
3Bilate
Cuantitativa
Edad de inicio de|Afios de vida al inicio |Edad del paciente AR
. fios
enfermedad de la enfermedad en afios Continua de
intervalo
Antecedente de
familiar con sospecha
Antecedente clinica de o 1.Si
- . ) Cualitativa :
Familiar Otoesclerosis o Siono dicotémi il
icotdmica nomina
sospechoso sordera en edad 2.No
temprana (joven o
adulto joven)
Antecedente familiar
Antecedente . o
o de Otoesclerosis ) Cualitativa
Familiar ) . . Siono o . S/N***
i diagnosticada (joven o dicotémica nominal
confirmado ]
adulto joven)
Antecedente de NUmero
i Numero de
Familiar  afectado | familiar con camnil de 12 o . de
12 grado otoesclerosis, o amiliares de 12 Cuantitativa discreta familiar
sordera en edad grado afectados es
temprana (joven o
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adulto joven)

Antecedente de

familiar con ) Numero
. . Numero de
Familiar afectado | otoesclerosis, o . o ) de
familiares de 29 Cuantitativa discreta .
22 grado sordera en edad familiar
. grado afectados
temprana (joven o es
adulto joven)
Antecedente de
familiar con , Numero
. ) Numero de
Familiar afectado | otoesclerosis, o . o . de
familiares de 3@ Cuantitativa discreta .
32 grado sordera en edad familiar
. grado afectados
temprana (joven o es
adulto joven)
Antecedente de
familiar con , Numero
- . Numero de
Familiar afectado | otoesclerosis, o . o . de
familiares de 4@ Cuantitativa discreta .
492 grado sordera en edad familiar
. grado afectados
temprana (joven o es
adulto joven)
Antecedente de | Antecedente familiar ) Cualitativa
. L o Siono . . S/N
consanguinidad de relaciéon familiar dicotémica nominal
Antecedente familiar o
Antecedente de i ) Cualitativa
) de origen de Siono o . S/N
endogamia . . dicotdmica nominal
comunidad pequefia
(Solo en caso de
pacientes femeninos)
Antecedente de
Antecedente aparicion de la Cualitativa
P Sio no L ) S/N***
Hormonal enfermedad o dicotdmica nominal

aumento en la
severidad con el
embarazo
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Presencia de
PCR-RT polimorfismo . Cualitativa
d d di Siono di .. inal S/N***
rs 1800012 etectado mediante icotomica nomina
PCR-RT
Presencia de
PCR-RT polimorfismo . Cualitativa
d d di Siono o ) S/N***
Rs2141279 etectado mediante dicotémica nominal
PCR-RT

Definiciones conceptuales

Polimorfismo: Son cambios en la secuencia del DNA que se presentan en mds de 1% de la

poblacién y que pueden en ocasiones alterar la susceptibilidad o expresién de un fenotipo.***

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). Cambio de un

solo nucleétido en la secuencia del DNA presente en por lo menos el 1% de la poblacién.>”

OTOESCLEROSIS: Desorden local del metabolismo déseo del hueso encondral avascular que se
caracteriza por reabsorcidn y depdsito de hueso en forma andmala, denominado otoespongiosis.

Definiciones Operativas

SNP: Amplificacion positiva de la secuencia de interés del gen COL1A1 con una sonda TagMan
especifica para los polimorfismos rs1800012 y rs11327935 mediante técnica de PCR en tiempo

real.
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Otosclerosis: Uno o mds de los siguientes datos audiométricos en pacientes adultos con
hipoacusia progresiva no congénita:

La otoesclerosis clinica se diagnostica mediante los siguientes criterios:

1.- Historia de hipoacusia lentamente progresiva generalmente bilateral y de inicio en la
juventud.

2.- Enla exploracion fisica, una otoscopia normal o si el paciente se encuentra en fase activa (fase
de otoespongiosis) se puede observar el sigho de Schwartze (coloracién rojiza del promontorio y
ventana oval que se transluce a través de la membrana).

3.- Diapasones con patrén generalmente conductivo.

4. Valoracion audioldgica con una audiometria tonal con patrén de hipoacusia conductiva o mixta
con un nicho de Carhart, generalmente con una brecha aéreo-dsea y reflejos estapediales
ausentes o con patron de “on-off”.

En otosclerosis coclear: Audiometria con componente sensorineural de pérdida en todas las
frecuencias, o en las frecuencias altas con curvas de tipo planas, ascendentes o en “muesca”.

5.- Historia familiar de la enfermedad

6.-Antecedente de mayor progresién con el embarazo en caso de tratarse de paciente del sexo
femenino.

7.- Generalmente sin antecedentes de cuadros infecciosos 6ticos. *°

El diagndstico clinico basado en la historia, examen fisico y audiometria puede ser apoyado por
estudios de imagen. La tomografia computada de alta resolucién (HRCT de las siglas en inglés) es
la modalidad de eleccién, debido a la capacidad de detectar lesiones dseas patoldgicas dentro y
alrededor de la platina, céclea y laberinto. La otosclerosis en la imagen tomografica se identifica
como un foco hipodenso dentro de la capsula ética, mds comunmente anterior a la ventana oval,
otros hallazgos por tomografia incluyen a la platina engrosada, estrechamiento del nicho de la
ventana oval o redonda y signo del doble halo (lesién hipodensa rodeando la céclea).

Varios autores han evaluado la sensibilidad de la tomografia para diagnosticar otosclerosis en las
ultimas décadas. Estudios recientes han reportado una sensibilidad por encima del 90% utilizando
tomografia de alta resolucion, sin embargo al comparar los hallazgos tomograficos con los
histopatoldgicos existe una tasa significativa de falsos negativos en la tomografia. Desde que se
introdujo la tomografia computada a la otologia ha mostrado ser un instrumento util para el
diagndstico de multiples enfermedades sin embargo no es una herramienta que se utilice de

rutina en la otosclerosis ya que el diagndstico generalmente es clinico. *”*
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a) Otoesclerosis estapedial: Hipoacusia conductiva de bajas frecuencias y presencia del nicho de
Carhart.

b) Otoesclerosis coclear: Audiometria con componente sensorineural de pérdida en todas las
frecuencias, o en las frecuencias altas con curvas de tipo planas, ascendentes o en “muesca”.

V. Objetivos
Objetivo General

Buscar si existe asociacion de los SNP rs1800012 y rs2141279 del gen COL1A1 con la Otoesclerosis

en pacientes mexicanos.
Objetivos especificos

- ldentificar frecuencia y variantes alélicas de los polimorfismos rs1800012 y rs11327935 en

los sujetos con y sin diagndstico de Otosclerosis.

Tamaiio de la muestra:
El tamafio de la muestra se calculd con la ecuacidn de Schlesselman para casos y controles:
N= [zav (1+1/C)*(Pn*Qn)+ zBV (P1* Q1) + (PO*QO/C) I*/ (P1 —PO)?

Se toma en cuenta tomando en cuenta la prevalencia de los polimorfismos informados

previamente en otras poblaciones, pareando 1 control por caso
Considerando:

za=1.96

Zb=0.84

C=1

R=2

PO= Prevalencia de exposicion en controles
Q0=1-PO

Pn= (P1+C*P0)/(1+C)

Qn=1-Pn

P1= PO*R/[1+PO(R-1)]

R=razén de momios a demostrar.

El resultado fue 134 casos y 134 controles
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VI. Diagrama de Flujo

Identificacion de muestra

Pacientes con d|agnost|co Grupo control

de Otosclerosis

Invitacidn a formar parte del
estudio

Firma de consentimiento
informado y recoleccién de datos

Obtencién de muestra
sanguinea por
venopuncion

Extraccion
cuantificaciony
dilucion de DNA

PCR en tiempo real

Andlisis
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VII. Procedimiento

1. Seleccion de sujetos con diagnéstico clinico de Otosclerosis.

N

. Seleccion de sujetos control

3. Firma de consentimiento informado

4. Andlisis riguroso de antecedentes familiares de Otosclerosis.

5. Se obtendran muestras de sangre venosa periférica.

6. Extracciéon de DNA de muestras de sangre venosa periférica.

7. Amplificacidn de regiones de interés rs1800012 y rs2141279 del gen COL1A1 mediante técnica

de PCR en tiempo real.

8. Analisis de resultados.
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VIII. Analisis Estadistico

Descriptivo: Medidas de tendencia central: moda, media y mediana. Desviacién estandar. Rango

para algunas medidas.
Para las variables cualitativas se realizara chi - cuadrada de independencia.

Para las variables cuantitativas, dependiendo de su distribucion normal o no, se analizardn con t

de student o u de mann-withney.

Se obtendrd la razén de momios no-ajustada para las diferentes variables. Para el andlisis
multivariado se empleara la regresion logistica para obtener las razones de momios ajustadas. Los
modelos de regresidon logistica se obtendran ingresando las variables con p <0.1 en el andlisis

bivariado.
Se considerara significativa una p< 0.05

Prueba de Hardy- Weinberg para saber si los polimorfismos se encuentran equilibrio dentro de la

poblacién estudiada.

El andlisis se llevara a cabo con el programa Stata/SE 8.0 y SPSS 21
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IX Resultados

Se reunidé una muestra total de 241 sujetos, 90 casos y 151 controles a los cuales se les extrajo 3ml
de sangre mediante venopuncién para extraccion de DNA. Se extrajo y cuantific6 DNA y durante
este proceso se perdieron 12 muestras por mala técnica de extraccion (1 caso, 11 controles), se
decidié eliminar 7 muestras mas de ADN por no lograr reunir todos los datos necesarios para el
analisis de este estudio, en este caso, todos controles, quedando en ese momento un total de 222
sujetos, 89 casos 133 controles. Al realizar técnica de PCR en tiempo real no fue posible obtener el
resultado de ninguno de los dos polimorfismos estudiados de 9 muestras, 4 casos y 5 controles.

Por lo que se eliminaron antes de realizar el andlisis de resultados.

En dos muestras mas sdlo se pudo obtener el resultado de 1 polimorfismo.

El analisis por lo tanto se realizd con 213 muestras restantes.

Obteniendo:

Se analizaron 213 sujetos, 161 de sexo femenino (75.6%) y 52 del sexo masculino (24.4%), para
una proporcién de 3:1. Reuniendo 128 controles (60.1%) y 85 casos (39.9%) para una proporcion
de 1.5:1 con edades comprendidas entre los 17 y 71 afios, con una media de edad de 44.35 y una

desviacion estandar de 11.54.

SEXO
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Masculino 52 24.4 24.4 24.4
Validos Femenino 161 75.6 75.6 100.0
Total 213 100.0 100.0

Estadisticos descriptivos

N Rango Minimo Maximo Media Desv. tip. | Varianza

N valido (segun lista) 213

Edad afios 213 54 17 71 44.35 11.540 133.182
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Caso 6 control

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Caso 85 39.9 39.9 39.9
Validos  Control 128 60.1 60.1 100.0
Total 213 100.0 100.0

La edad de inicio de Otoesclerosis fue minima de 8 y maxima de 58 con una media de 33.21.

Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv. tip. | Varianza

Inicio afios 85 8 58 33.21 10.514 110.550

N valido (segun lista) 85

Para saber si la distribucidon de edad de inicio seguia una distribucidn normal, se aplico la prueba
de Kolmogorov- smirnov para 1 muestra resultando una p mayor a 0.05, por lo que concluimos

con datos estadisticos que la edad de inicio sigue una distribucidon normal.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Inicio afos
N 85
Parametros normales®” Media 3321
Desviacion tipica 10.514
Absoluta .079
Diferencias mas extremas  Positiva .079
Negativa -.052
Z de Kolmogorov-Smirnov 727
Sig. asintot. (bilateral) .667

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

Se aplicd T de student para muestras independientes para saber si habia diferencia en la edad de

inicio entre sexos. Con una media de edad de inicio de 31.39 y desviacion estandar de 8.805 en
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sexo masculino y de 33.89 con desviacidn estandar de 11.071 en sexo femenino y una p de Levene

de 0.210, varianzas iguales, y una p bilateral de 0.334, por lo que no existen evidencias

estadisticamente significativas para afirmar que existe diferencia entre la edad de inicio de

presentacidn entre sexos.

Estadisticos de grupo

SEXO N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
Masculino 23 31.39 8.805 1.836
Inicio afios
Femenino 62 33.89 11.071 1.406

Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de
Error tip. confianza parala
Sig. Diferenci de la diferencia
(bilatera ade diferenci
F Sig. t gl 1) medias a Inferiar Superior
Inicio afios  Se han asumido varianzas iguales 1597 210 -872 83 334 -2.495 2568 -7603 2512
Mo se han asumido varianzas iguales -1.078 49.262 .286 -2.495 2312 -7.142 2151

En cuanto a la presentacién temprana de la Otoesclerosis, igual o menor a 40 afios, 69

los casos tuvieron un inicio temprano de la enfermedad.

Temprano
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Si 69 81.2 81.2 81.2
Vélidos No 16 18.8 18.8 100.0
Total 85 100.0 100.0

La presentacion de la Otoesclerosis fue bilateral en 74 (87.1%), izquierda en 7 (8.2%) y derecha en

4 (4.7%) de los casos.
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Presentacion de la enfermedad

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Derecha 4 4.7 4.7 4.7
Izquierda 7 8.2 8.2 12.9
Vélidos
Bilateral 74 87.1 87.1 100.0
Total 85 100.0 100.0

15 (17.6%) de los casos tuvieron familiares con diagnéstico confirmado de Otoesclerosis, 34 (40%)

con familiares sospechosos de tener Otosclerosis.

No hubo casos ni controles que presentaran consanguinidad o endogamia.

Familiares confirmados por audiometria

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje
acumulado
Si 15 17.6 17.6 17.6
Validos No 70 82.4 82.4 100.0
Total 85 100.0 100.0
Familiares sospechosos (sin audiometria)
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Si 34 40.0 40.0 40.0
Vélidos No 51 60.0 60.0 100.0
Total 85 100.0 100.0

El polimorfismo rs1800012 del gen (cambio de T/G) de COL1A1 no se pudo analizar en 2 muestras
(0.9%) y en las 211 muestras restante tuvo una prevalencia de 21.327% (43 participantes), 95.5%
de forma heterocigota (GT) y 4.44% de forma homocigota (2 participantes) el resto de los
participantes 78.67% (166 sujetos) no presentaron este SNP y fueron homocigotos para el alelo

silvestre (wild type) del gen (GG).
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rs1800012

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Sin datos 2 9 9 9
GG 166 77.9 77.9 78.9
Vélidos TT 2 9 9 79.8
GT 43 20.2 20.2 100.0
Total 213 100.0 100.0

En cuanto al polimorfismo rs 2141279 del gen de COL1A1, no se obtuvieron datos en 2 muestras

(0.9%) y en el resto 211, se tuvo una prevalencia 35.55%

(75 sujetos) todos de manera

heterocigota y el resto de los participantes 136 (64.45%) presenté el alelo silvestre de forma

homocigota.
rs2141279
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
sin datos 2 .9 .9 9
CcC 136 63.8 63.8 64.8
Vaélidos
CT 75 35.2 35.2 100.0
Total 213 100.0 100.0

Se aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra (por tener una muestra mayor a 50),

para saber si la distribucidn de la edad era normal.

Se obtuvo:
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Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Edad afios

N 213

Parametros normales®” Medié ] 44.35

Desviacion tipica 11.540

Absoluta .078

Diferencias méas extremas  Positiva .078

Negativa -.073

Z de Kolmogorov-Smirnov 1.142

| Sig. asintot. (bilateral) .147

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

Una Z de K-S de 1.142 no significativa mayor a 0.05 lo cual nos indicd que la distribucion que

seguia la edad en la muestra era normal. Por lo que se aplicé estadistica paramétrica.

Teorema del limite central

Promedio 1.96 DS 95 %

44.35 +11.54x1.96 = 66.9684 Limite superior
44.35 -11.54x1.96 = 21.7316 Limite inferior
EE= DS/ Vn

EE=11.54/v213=0.79

IC 95% = Estimador +/- Z (EE)

IC 95%=44.35 +/- 1.96 (0.79)

IC 95%= 44.35 +/- 1.5484

Limite superior 45.8984

Limite inferior 42.8016

Para saber si la distribucidn de la edad era igual entre casos y controles se aplicd T de student para
muestras independientes.
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Estadisticos de grupo

Caso 6 control N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
Caso 85 47.82 9.864 1.070
Edad afios
Control 128 42.05 12.023 1.063
La prueba de Levene para la igualdad de varianzas fue de 0.009
Prueba de muestras independientes
Prueba de LevenelPrueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
varianzas
IF Sig. t sl Sig. Diferencia [Error tip. de[95% Intervalo  de
(bilateral) |[de medias |la diferencia |[confianza para Ia
diferencia
Inferior  [Superior
Se han asumido]6.899 .009 3.682211 .000 5.777 1.569 2.684 8.869
varianzas
iguales
|Edad
. No se han| 3.831{201.675{.000 5.777 1.508 2.803 8.750
afios
asumido
varianzas
iguales

Debido a la diferencia de varianza de edad entre casos y controles y para un mejor analisis de la

muestra, se eligieron todos los casos 85 (49.7%) y se parearon por edad y sexo con 86 (50.3%)

controles, quedando una muestra total de 171.
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De los cuales 126 (73.7%) eran del sexo femenino, 45 (26.3%) del sexo masculino para una

proporcién 2.8:1, con edades comprendidas entre los 23 y 71 afios, con una media de 47.40 y una

desviacion estandar de 10.15.

SEXO
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Masculino 45 26.3 26.3 26.3
Validos Femenino 126 73.7 73.7 100.0
Total 171 100.0 100.0
Estadisticos descriptivos
N Minimo Maximo Media Desv. tip. | Varianza
Edad afios 171 23 71 47.40 10.150 103.030
N valido (segun lista) 171
Caso 0 control
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Caso 85 49.7 49.7 49.7
Validos  Control 86 50.3 50.3 100.0
Total 171 100.0 100.0

En cuanto al polimorfismo rs 1800012, (cambio de T/G), se pudo encontrar en 34 (19.8%)

muestras: 33 (19.35) en forma heterocigota, 1 (0.6%) de forma homocigota; el resto, 136 (79.5%)

presentd el genotipo silvestre de forma homocigota. No se pudo obtener datos de 1 (0.6%)

muestra.
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1800012

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Sin datos 1 .6 .6 .6
GG 136 79.5 79.5 80.1
Vélidos TT 1 .6 .6 80.7
GT 33 19.3 19.3 100.0
Total 171 100.0 100.0

Aplicamos la prueba de Hardy Weinberg para saber si los polimorfismos se encontraban en

equilibrio en la poblacién que dice.
(AA)p®+ 2pq (2Aa) +g° =1
p=2xAA+Aa
2x (AA+Aa+aa)
Para rs 1800012
Genotipo GG 136, GT33,TT1
p=2x(136) +(33)
2x(136+33+1)
p = 305/340= 0.89705882
q=1-p
g =1-0.89705882
q=0.10294118

Valores esperados de HW

AA = p’n= 0.89705882% x 171 = 137.606185

Aa=2pgn =2x0.89705882 x 0.1029441118 x 171=31.58

Aa=q°’n=0.10294118%x 171 < 1.812
(0-E)?

Aplicamos la X’ =Y =

X? = (136-137.60618)* + (33-31.58)* + (1 — 1.812)

137.60618 31.58 1.812
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X =(-1.61)°+ (1.42)° + (-0.81)°
137.60618  31.58 1.812

X’=2.59 + 2.02 + 0.66
137.60618 31.58 1.812

X?=0.02+ 0.06+0.36 = 0.44

Hay 1 grado de libertad. El nivel de significancia para un grado de libertad = 3.84, con una X’ de

0.44, menor a 3.84, se acepta que la poblacidn tiene proporciones de HW, estd en equilibrio.

Referente al polimorfismo 2141279 el polimorfismo (cambio de C/T) se presentd en 56 (32.75%)

de forma heterocigota, en el resto, 113 (66.1%) se presentd el wildtype de forma homocigota. No

se pudieron obtener datos de 2 muestras (1.2%).

2141279
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vélido acumulado
sin datos 2 1.2 1.2 1.2
CcC 113 66.1 66.1 67.3
Validos
CT 56 32.7 32.7 100.0
Total 171 100.0 100.0

Se aplicé la prueba de HW para saber si la distribucidn del polimorfismo rs 2141279 se encontraba

en equilibrio en nuestra poblacidn.

Genotipo CC113, CT56,TT O

(AA)p®+ 2pq (2Aa) +g° =1

p=2xAA+Aa

2x (AA+Aa+aa)

p=2x(113) + (56)
2x(113+56 +0)

p=282
338
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p = 0.83431953

q=1-p

g=1-0.83431953

g =0.16568047

Valores esperados de HW

AA= p°n = 0.83431953° x 169 = 0.69608913 x 169 = 117.639055
Aa =2pgn =2x0.83431953 x 0.16568047 x 169 = 46.7219012

aa=q’n=0.16568047"x 169 = 0.02745002 x 169 < 4.63905507
(0-E)?

Aplicamos la X’ =Y =

X’= (113- 117.639055)%/ 117.639055 + (56-46.7219012)%/46.7219012 + (0 - 4.63905507)%/
4.63905507

X’=(-4.639055)°/117.639055 + (9.2780988)°/46.7219012 + (-4.6390551)°/4.63905507
X*=21.5208313/117.639055 + 86.0831173/46.7219012 + 21.5208322/4.63905507

X =0.18293995 + 1.8424575 + 4.63905513

X’ = 6.66445258

Hay 1 grado de libertad. El nivel de significancia para 1 grado de libertad = 3.84, con X’ de

6.66445258, mayor a X°, no se puede aceptar que la poblacién tenga proporciones de HW.
Posteriormente se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra (por ser una muestra

mayor a 50), para saber si la distribucion de la edad era normal, obteniendo una Z de K-S de 0.823,

mayor a 0.05, por lo que concluimos que la distribucion de edad en los 171 sujetos es normal.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Edad afios
N 171
Parametros normales®” Media 4740
Desviacion tipica 10.150
Absoluta .063
Diferencias mas extremas  Positiva .041
Negativa -.063
Z de Kolmogorov-Smirnov .823
Sig. asintot. (bilateral) .507

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
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Posteriormente para comprobar promedio de edad entre grupos se aplicé un T de student para
muestras independientes. Obteniendo una p en la prueba de Levene de 0.697, mayor a 0.05, por
lo que asumimos que las varianza de edad entre grupos es la misma y por lo tanto podemos

compararlos, una vez asumiendo que las varianzas son iguales obtuvimos una p bilateral de 0.592,

con lo que pudimos concluir que no existian diferencias de edad entre grupos.

Estadisticos de grupo

Caso 6 control N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
Caso 85 47.82 9.864 1.070
Edad afios
Control 86 46.99 10.467 1.129

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para
laigualdad de varianzas

Prueba T paralaigualdad de medias

95% Intervalo de
) confianza parala
Error tip. diferencia
Sig. Diferencia dela
F Sig. t gl (bilateral) | de medias | diferencia Inferior Superior
Edad Se han asumido
aFios varianzasiguales .152 .697 .537 169 592 .835 1.556 -2.236 3.906
No se han asumido
varianzasiguales 537 168.618 .552 .B35 1.555 -2.235 3.905

Se decidid ver la distribucién de edad por sexo era similar se realizé una T de Student para

muestras independientes con una media de 44.80 en el sexo masculino y de 48.33 en el sexo

femenino, obteniendo una p de Levene de 0.096, asumimos que las varianzas son iguales y con

una p bilateral para la prueba T de igualdad de medias de 0.045, asumimos que existe diferencia

en la distribucidn de edad entre SEXO, teniendo una media de edad mayor en el sexo femenino.
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Estadisticos de grupo

SEXO N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
Masculino 45 44.80 11.379 1.696
Edad afios
Femenino 126 48.33 9.552 .851
Prueba de Levene para
la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
Error tip. confianza parala
Sig. Diferenci dela diferencia
(bilateral ade diferenci
F Sig. t gl 1 medias a Inferior Superior
Edad afios  Se han asumido varianzas iguales 2804 098 -2023 159 045 -3533 1.747 -5.982 -.085
Mo se han asumido varianzas iguales -1862 67.428 067 -3533 12398 -7.321 .54

Tabla. Asociacion entre Polimorfismo rs 1800012 del gen COL1A1 con Otoesclerosis

Polimorfismo Casos Controles Total
1800012 del gen
Columna 1l Columna2
Si 17(Casilla A) 17 (Casilla B) 34(marginal n1)
Renglén 1
NO 68 (Casilla C) 68 (Casilla D) 136 (marginal n2)
Renglén 2
Total 85 (marginal n3) |85 (marginal n4) | 170 (N)

AxD/BxC=0R
OR=1

La proporcidn de casos que presentaron el polimorfismo rs 1800012 fue la misma proporcion en
que los controles presentaron el polimorfismo.

Aplicamos Chi cuadrada (ya que nuestra muestra era mayor a 40 y ninguna frecuencia era menor a
5) para saber si existia relacion entre la presentacion del polimorfismo rs1800012 y casos y
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controles. Resultando una p de 1.000, mayor a 0.05. (por lo que concluimos que no existe relacidn

entre la presentacién del polimorfismo rs 1800012 y el diagndstico de Otoesclerosis.

Tabla de contingencia 1800012 * Caso 6 control

Caso 6 control Total
Caso Control
Recuento 17 17 34
Si
Frecuencia esperada 17.0 17.0 34.0
1800012
Recuento 68 68 136
No
Frecuencia esperada 68.0 68.0 136.0
Recuento 85 85 170
Total
Frecuencia esperada 85.0 85.0 170.0
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson .000? 1 1.000
Correccion por continuidad® .000 1 1.000
Razén de verosimilitudes .000 1 1.000
Estadistico exacto de Fisher 1.000 576
Asociacion lineal por lineal .000 1 1.000
N de casos validos 170

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 17.00.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Se realizd la misma prueba en el caso del polimorfismo rs2141279, resultando una p no

significativa mayor a 0.05, 0.301, por lo que concluimos que no existia relaciéon entre el

polimorfismo y el diagndstico de Otoesclerosis.
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Tabla. Asociacién entre Polimorfismo rs 2141279 del gen COL1A1 con Otoesclerosis

Polimorfismo Casos Controles Total
2141279 del gen
Columna 1l Columna2
Si 31(Casilla A) 25 (Casilla B) 56(marginal n1)
Renglén 1
NO 53 (Casilla C) 60(Casilla D) 113(marginal n2)
Rengldén 2
Total 84 (marginal n3) |85 (marginal n4) |169 (N)

OR=14
Los casos presentaron 1.4 mas veces el polimorfismo que los controles, sin embargo este
resultado es menor a 3, por lo que no existe evidencia estadisticamente significativa para

considerarlo un factor de riesgo.

Tabla de contingencia 2141279 * Caso 6 control

Caso 6 control Total
Caso Control
Recuento 31 25 56
Si
Frecuencia esperada 27.8 28.2 56.0
2141279
Recuento 53 60 113
No
Frecuencia esperada 56.2 56.8 113.0
Recuento 84 85 169
Total
Frecuencia esperada 84.0 85.0 169.0
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Pruebas de chi-cuadrada

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrada de Pearson 1.071° 1 .301
Correccion por continuidad® .759 1 .384
Razon de verosimilitudes 1.072 1 .300
Estadistico exacto de Fisher .330 192
Asociacion lineal por lineal 1.064 1 .302
N de casos validos 169

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 27.83.

b. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

Se realizé una chi cuadrada para ver si existia relacién entre la presentacion de los polimorfismos

rs 1800012 y 2141279 y el sexo, resultando en ambos casos p no significativas mayores a 0.05, por

lo que concluimos que no existia evidencia estadistica significativa para aceptar que existia una

relacidn entre el sexo y los polimorfismos estudiados.

Tabla de contingencia 1800012 * SEXO

SEXO Total
Masculino Femenino
Recuento 6 28 34
Si
Frecuencia esperada 9.0 25.0 34.0
1800012
Recuento 39 97 136
No
Frecuencia esperada 36.0 100.0 136.0
Recuento 45 125 170
Total
Frecuencia esperada 45.0 125.0 170.0
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Pruebas de chi-cuadrada

Valor al Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrada de Pearson 1.700° 1 192
Correccion por continuidad® 1.181 1 277
Razén de verosimilitudes 1.815 1 178
Estadistico exacto de Fisher 277 .138
Asociacion lineal por lineal 1.690 1 .194
N de casos validos 170

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 9.00.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

OR de 0.595 y chi cuadrada de 0.138, por lo que no existe asociacién estadisticamente

significativa.

Tabla de contingencia 2141279 * SEXO

SEXO Total
Masculino | Femenino
Recuento 14 42 56
Frecuencia esperada 14.9 41.1 56.0
2141279
Recuento 31 82 113
Frecuencia esperada 30.1 82.9 113.0
Recuento 45 124 169
Total
Frecuencia esperada 45.0 124.0 169.0
Pruebas de chi-cuadrada
Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrada de Pearson .114° 1 .736
Correccion por continuidad® .023 1 .879
Razén de verosimilitudes 114 1 .735
Estadistico exacto de Fisher .854 443
Asociacion lineal por lineal 113 1 737
N de casos validos 169
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a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 14.91.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

OR de 0.75 y chi cuadrada mayor a 0.05 por lo que no encontramos asociacién estadisticamente

significativa.

Para conocer la relacidén entre el sarampidn entre casos y controles realizamos una tabla de

contingencia

Tabla de contingencia Caso 6 control * Present6 Sarampién

Present6 Sarampién Total
Si No
Recuento 32, 53a 85
Caso
Frecuencia esperada 28.8 56.2 85.0
Caso 6 control
Recuento 264 604 86
Control
Frecuencia esperada 29.2 56.8 86.0
Recuento 58 113 171
Total
Frecuencia esperada 58.0 113.0 171.0

Cada letra de subindice indica un subconjunto de Presentd Sarampion categorias cuyas

proporciones de columna no difieren significativamente entre si en el nivel .05.

Con una OR de 1.39 lo cual quiere decir que los casos tenian 1.39 mas probabilidades de haber

estado expuestos al Sarampidn, realizamos una chi cuadrada que fue mayor a 0.05, por lo que no

existe un nivel de significancia estadistica para decir que exista una asociacion entre el sarampion

y la Otoesclerosis.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor al Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 1.049% .306
Correccion por continuidad® 744 .388
Razén de verosimilitudes 1.050 .306
Estadistico exacto de Fisher .335 .194
Asociacion lineal por lineal 1.042 .307
N de casos validos 171

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 28.83.

b. Calculado so6lo para una tabla de 2x2.
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Realizamos estos mismos pasos para conocer si existia relacion entre los polimorfismos que

estudiamos y el antecedente de Sarampion:

Tabla de contingencia 1800012 * Presentd Sarampion

Present6 Sarampioén Total
Si No
Recuento 14, 204 34
Si
Frecuencia esperada 11.6 22.4 34.0
1800012
Recuento 44, 92,4 136
No
Frecuencia esperada 46.4 89.6 136.0
Recuento 58 112 170
Total
Frecuencia esperada 58.0 112.0 170.0

Cada letra de subindice indica un subconjunto de Present6 Sarampion categorias

cuyas proporciones de columna no difieren significativamente entre si en el nivel

.05.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson .942% 1 .332
Correccion por continuidad” .590 1 442
Razén de verosimilitudes .922 1 .337
Estadistico exacto de Fisher 419 .220
Asociacion lineal por lineal .937 1 .333
N de casos validos 170

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 11.60.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Una OR de 1.46, lo que quiere decir que las personas que tuvieron Sarampidn tenian 1.46 veces

mas posibilidades de presentar el polimorfismo rs 1800012, sin embargo es menor a 3 y con una

chi cuadrada mayor a 0.05 por lo cual no encontramos relacidn estadisticamente significativa.
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Tabla de contingencia 2141279 * Presentd Sarampion

Present6 Sarampioén Total
Si No
Recuento 17, 39, 56
Si
Frecuencia esperada 18.9 37.1 56.0
2141279
Recuento 404 73a 113
No
Frecuencia esperada 38.1 74.9 113.0
Recuento 57 112 169
Total
Frecuencia esperada 57.0 112.0 169.0

Cada letra de subindice indica un subconjunto de Presenté Sarampion categorias

cuyas proporciones de columna no difieren significativamente entre si en el nivel

.05.

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 426° 514
Correccion por continuidad” .230 .631
Razén de verosimilitudes 430 512
Estadistico exacto de Fisher .605 .318
Asociacion lineal por lineal 423 .515
N de casos validos 169

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 18.89.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Con una OR de 1.25 y una chi cuadrada mayor de 0.05 sin significancia estadistica, por lo que no

existe asociacién entre el Sarampion y el polimorfismo rs2141279.
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X. Discusion

La Otoesclerosis es un padecimiento que frecuentemente se presenta en mas de un miembro en
una familia®, por lo que el involucro genético es inobjetable.** Debido a que su expresién y grado
de penetrancia es muy variable, es dificil establecer un patrén de herencia en todos los casos .>* La
etiologia de la Otoesclerosis es desconocida y se considera una enfermedad genética compleja con
. . . . sy . . . 56 .

intervencién de factores epigenéticos y medioambientales no conocidos.” Se han sugerido como
posibles factores para el desarrollo de esta condicidn: los hormonales®, enddcrinos, autoinmunes,

genéticos y virales.>®

Una razén por la cual se ha pensado que puede estar relacionado con factores hormonales es que
desde 1978 Tamar Schaap reportaba que la Otoesclerosis es dos o tres veces mas frecuente en
mujeres que en hombres®® y que en 30 a 60% de las mujeres previamente diagnosticadas con
Otoesclerosis esta condicion progresaba de manera importante durante el embarazo.>*® Los
resultados de nuestro estudio concuerdan con esta informaciéon ya que de los 126 casos
estudiados (73.7%) eran del sexo femenino , 45 (26.3%) del sexo masculino para una proporcion

2.8:1. No recabamos datos con respecto al progreso de la enfermedad durante el embarazo.

Segun el estudio de Chen en 2007,%* el polimorfismo rs1800012 es mas frecuente en el sexo
femenino independientemente de la presentacidn de Otoesclerosis, en nuestro estudio,
realizamos tablas de contingencia y chi cuadrada para ver si existia asociacion entre la
presentacién de los polimorfismos rs 1800012 y 2141279 y el sexo, resultando en el caso de
rs1800012: sexo masculino con el polimorfismo 6, sexo femenino 28; sin el polimorfismo 45 del
sexo masculino y 125 del sexo femenino con una OR 0.593 y chi cuadrada 0.138, por lo que no
existe evidencia estadisticamente significativa que asocie el sexo con el polimorfismo rs1800012 .
Los resultados del polimorfismo rs2141279: sexo masculino con este polimorfismo 14, sexo
femenino con este polimorfismo 42,sin el polimorfismo 31 del sexo masculino y 82 del sexo
femenino, OR 0.75 y chi cuadrado de 0.443, por lo que no encontramos asociacién entre el

polimorfismo rs2141279 y el sexo en la poblacién estudiada.

La Otoesclerosis también se ha asociado con factores virales y autoinmunes, ya que se han
encontrado elementos de virus de sarampién en restos de tejidos otoesclerdticos. Se asume que el

factor principalmente involucrado es la respuesta inmunoldgica secundaria inducida por una
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infeccion de sarampion persistente. El virus podria inducir una respuesta autoinmune

secundaria.®*®®

. Realizamos tablas de contingencia y chi cuadrada para conocer si en la poblacion
estudiada existia alguna asociacidn entre el antecedente de sarampidn y los polimorfismos
rs1800012 y rs2141279. Encontramos 32 casos y 26 controles con antecedente de Sarampiény 53
casos y 60 controles sin antecedentes de Sarampidén. OR de 1.39 y chi cuadrada de 0.194 por lo
gue no existe asociacién entre el antecedente de Sarampidn y la Otoesclerosis en la poblacién

estudiada.

También realizamos tablas de contingencia con los polimorfismos rs1800012 y rs2141279 para ver
si existia asociacidon entre la presencia de estos polimorfimos y el antecedente de Sarampidn,
encontrando OR no significativas y p mayores a 0.05 por lo que no existié asociacion con el

antecedente de sarampidn y estos polimorfismos en la poblacién estudiada.

Existen varios reportes de la asociacidn entre la Otoesclerosis y polimorfismos del gen COL1A1.>"
918,24,36,49,5233 £| sitio de unidn de Sp1 es en el primer intrén de COL1A1 y el cambio de una guanina
por timina, rs1800012, favorece la unidn de un factor de transcripcién en este sitio, provocando
una mayor afinidad de lo normal, resultando en una transcripcion 3 veces mayor de la proteina de
este gen, por lo que no es dificil pensar que pudiera estar implicado en el desarrollo de la

Otoesclerosis.”

Se demostrd asociacién del polimorfismo rs1800012 en dos estudios realizados por McKeena en

2480 Esta asociacidon también se demostré en

1998 y 2004, ambos en poblacién estadounidense.
poblacién alemana.*
El polimorfismo 2141279 ha sido menos estudiado y se demostrd su asociacidon con Otoesclerosis

en poblacion belga, holandesa y alemana.*

En nuestro estudio, no encontramos asociacion entre los polimorfismos rs1800012 y 2141279, con

OR 1y chicuadrada de 0.576 y OR 1.4 y chi cuadrada de 0.192 respectivamente.

Sin embargo los estudios realizados por Chen®, Khalfalla®*, Rodriguez”® y Schrawen® en
poblaciones estadounidenses, tunecinas, y europeas (Alemana, sueca, espafioles del norte), no

demostraron asociacion entre la otoesclerosis con uno o ambos polimorfismos.
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La poblacién mexicana tiene un porcentaje importante de ancestros europeos, en especial, de
origen espafiol, por lo que es relevante que en el Unico estudio realizado con estos polimorfismos
en poblacidon espafiola del norte por Rodriguez, no se haya encontrado asociacién de los
polimorfismos de COL1Al y la otoesclerosis, lo cual pudiera tener una relacién con nuestros

resultados.”

En parte esto se explica por la heterogeneidad ancestral mexicana, que segun el estudio realizado
por Irma Silva-Solezzi y su grupo de colaboradores en el 2009, los promedios de origen ancestral
de la poblacién mestiza mexicana son: de una proporcidn que va de 55-15% de origen amerindio,
de 41-15% de origen europeo, de 1.8-3.5% origen africano y de 1.2-1.8% origen asidtico oriental,
por lo que a pesar del importante porcentaje de origen europeo vy asiatico, (poblaciones en las
que los polimorfismos rs1800012 y 2141279 de COL1A1l presentaron asociacién con la
otoesclerosis) , es también posible que el gran porcentaje de origen amerindio de la poblacién,

haya influido en que no exista asociacidn de los polimorfismos estudiados y nuestra poblacion.

Una tercera hipdtesis es que no haya existido asociacion debido a como Stankovic, y su grupo de
colaboradores demostraron, realizando un estudio de expresién génica en el hueso de la cdpsula
dtica, que la expresion del gen COL1A1 es mucho menor en esta regidn que otro sitios>, por lo
cual es posible que los polimorfismos de este gen no tengan un papel tan importante en el
desarrollo de esta enfermedad, no son necesarios ni suficientes para el desarrollo de la

Otoesclerosis.

Otros estudios han demostrado que existe evidencia de que mas de una via de sefalizacién
involucradas en esta enfermedad, las cudles podrian estar mds frecuentemente afectadas en

nuestra poblacién. *’

El hecho de que cada dia se describen mas vias de sefializacién posiblemente implicadas en el
desarrollo de la Otoesclerosis, el involucro del medio ambiente para el desarrollo de Otoesclerosis,
asi como la heterogeneidad genética de los habitantes de México, complican el estudio genético

de esta enfermedad en nuestra poblacion. Sin embargo es importante continuar realizando este
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tipo de estudios para con un diagndstico precoz prevenir realizar una profilaxis y tratamiento

temprano y evitar sus secuelas.

XI. Conclusiones

No existe asociacion entre los polimorfismos rs1800012 y 2141279 de COL1A1 y la Otoesclerosis

en la poblaciéon estudiada.

No encontramos asociacion entre el antecedente de Sarampidén y la presencia de los
polimorfismos estudiados, pero debido a que esta informacidon fue recabada mediante un
cuestionario aplicado a los sujetos de estudio, es probable que se pudiera haber caido en un sesgo
de memoria, por lo que recomendamos para un mejor resultado, el estudio de tejido

otoesclerético extraido durante la estapedectomia.

No encontramos diferencia entre la presentacion de estos polimorfismos y el sexo de los

individuos estudiados.

Las diferencias poblacionales pueden ser la clave para lo encontrado en nuestra poblacién.

Por nuestros resultados, el polimorfismo rs214179 del gen de COL1A1, pereciera no encontrase en

equilibrio en la poblaciéon estudiada.

Se requiere de una muestra mayor y de diversas regiones y poblaciones del pais para poder emitir

conclusiones definitivas.
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Anexos
Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (PACIENTE)
México, D.F. a de de 201
A quien corresponda:

Por medio de la presente, hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento para
participar en el estudio ““Asociacion de los polimorfismos rs 1800012 y 2141279 de COL1A1 en
pacientes Mexicanos con Diagndstico de Otoesclerosis”,a cargo de la Dra. Maria de la Luz Arenas
Sordo, que se realizara en el Instituto Nacional de Rehabilitacién, lo cual he aceptado de forma
libre y voluntaria.

Previamente, se me ha explicado en forma satisfactoria que la finalidad es saber si existen los
polimorfismos en el gen COL1A1. Para tal efecto es necesaria la toma de muestra de 5-10ml de
sangre por medio de puncidn venosa.

Entiendo que de esta investigacion se derivard como beneficio el mejor conocimiento de la
enfermedad, Otoesclerosis, que se me informard sobre el resultado del estudio pero no se me
entregardn resultados escritos.

Asimismo, se me ha explicado que me es posible solicitar informacién adicional acerca de mi
participacion, y que estoy en libertad de negarme a participar en el presente estudio, en tal caso la
atencion que recibo de esta Institucidon no de vera afectada.

Puedo, si asi lo deseo, obtener una copia de esta carta.

Nombre y firma de Participante del estudio

Nombre y firma de Testigo | Nombre vy firma testigo 2

Nombre y firma de encargado del estudio
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (CONTROLES)
Meéxico, D.F. a de de 201
A quien corresponda:

Por medio de la presente, hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento para
participar en el estudio ““Asociacion de los polimorfismos rs 1800012 y 2141279 de COL1A1 en

”

pacientes Mexicanos con Diagndstico de Otoesclerosis”™ , a cargo de la Dra. Maria de la Luz Arenas
Sordo, que se realizara en el Instituto Nacional de Rehabilitacion, lo cual he aceptado de forma

libre y voluntaria.

Previamente, se me ha explicado en forma satisfactoria que la finalidad es saber si existen los
polimorfismos citados en el gen COL1A1. Para tal efecto es necesaria la toma de muestra de 5-
10ml de sangre por medio de puncién venosa.

Comprendo que mi participacién serd para formar parte del grupo de pacientes que no cursan con
diagnédstico de Otoseclerosis, pero que de esta investigacion se derivard como beneficio el mejor
conocimiento de esta enfermedad, que se me informara sobre el resultado del estudio pero no se
me entregaran resultados escritos.

Asimismo, se me ha explicado que me es posible solicitar informacion adicional acerca de mi
participacion, y que estoy en libertad de negarme a participar en el presente estudio, en tal caso la
atencién que recibo de esta Institucidon no de vera afectada.

Puedo, si asi lo deseo, obtener una copia de esta carta.

Nombre y firma de Participante del estudio

Nombre y firma de Testigo |

Nombre y firma de encargado del estudio
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Hoja de Recoleccidén de datos

CASO CONTROL
DATOS GENERALES
NOMBRE FECHA
EDAD SEXO FECHA DE NACIMIENTO
LUGAR DE PROCEDENCIA N. HABITANTES
CONSANGUNIDAD GRADO ENDOGAMIA

NUMERO DE GENERACIONES EN MEXICO

PERSONALES PATOLOGICOS

SARAMPION OSTEOPOROSIS

RUPTURA DE TENDON DE AQUILES O ROTULIANO

OSTEOGENESIS IMPERFECTA

RUPTURA DEL MANGUITO ROTADOR

HIPOACUSIA

DIAGNOSTICO DE OTOSCLEROSIS Y FORMA DE DIAGNOSTICO

TRANSFUSIONES SANGUINEAS

TRANSPLANTE DE MEDULA OSEA

ANTECEDENTES FAMILIARES DE OTOSCLEROSIS

GRADO FAMILIAR

ANTECEDENTES FAMILIARES DE OTRO TIPO DE HIPOACUSIA

GRADO FAMILIAR

OBSERVACIONES



Técnica de Extraccion de DNA

Para la extraccion se utiliza el sistema automatizado NucliSENS easyMAG (BioMerieux, Holanda).

Preparacion del equipo

Limpiar y descontaminar las dreas de trabajo, pipetas y centrifugas con una solucién de cloro al 5%
(pueden usarse reactivos como “DNAzap” o “RNase AWAY”) para minimizar el riesgo de
contaminacién con acidos nucleicos.

Material y Equipo

e Equipo de extraccién NucliSens easyMAG

e Pipetas de transferencia

e Puntas con filtro de 20-200 pl

e Micropipeta de 20-200 pl

e Tubos estériles libres de nucleasas de 1.5 ml
e Tubos estériles libres de nucleasas de 0.5 ml
e Tubos de poliestireno desechables de 4 ml

e Buffer de lisis Nuclisens

e Silica magnética MagSIL Nuclisens

e Proteinasa K 220 Units/mg

e H,0 libre de DNasas y RNasas

e Guantes desechables libres de talco y polvo

Pre-tratamiento

1. Adicionar 25 ul de proteinasa K al tubo con la muestra, homogenizar.

2. Incubar 15 min a 55 ©C.
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Extraccion

3. Adicionar la muestra tratada con proteinasa K a 2 ml de buffer de lisis NucliSens,
homogenizar.

4. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente, homogenizar. Durante el tiempo de lisis, los
acidos nucléicos se preservan ya que de acuerdo al protocolo descrito por BioMérieux, las
Unicas moléculas que sufren degradacion son proteinas y lipidos, conservando el material
genético hasta su extraccion, siempre y cuando no exceda el tiempo de lisis, dicho bufer
contiene un estabilizador de RNA/DNA del cual no se tiene muchas especificaciones

debido a la patente de dicha técnica.

5. Transferir la muestra lisada a los contenedores del equipo NucliSens easyMAG y adicionar
100 pl de silica magnética MagSIL (50 ul de silica + 50 ul de H,0 libre de DNasas y RNasas) a

cada muestra, homogenizar.

6. Proceder con la extraccidn automatizada de acuerdo a las instrucciones del equipo.

7. Eluir los acidos nucléicos con 60 pl de buffer de elucion. Transferir a tubos de 0.5 ml y

guardar a -709C.

CONCEPTOS BASICOS AUDIOMETRIA

a. Audidmetro de Tono Puro: Instrumento electroacustico, equipado con auriculares que
proporciona tonos puros de frecuencias especiales a niveles de presién sonora conocidos,
adicionalmente, el instrumento puede estar equipado con un vibrador éseo y/o un sistema de
enmascaramiento.

b. Audidmetro Manual: Audiémetro en que la presentacion de la sefial, selecciéon de frecuencia,
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nivel de presion sonora y registro de los resultados se efectian manualmente.

¢. Conduccion Aérea o Conduccion por via aérea: Transmision del sonido a través del oido externo
y medio, hacia el oido interno.

d. Nivel de Audicién de un tono puro: Para una frecuencia especifica, para un tipo especifico de
transductor y para una forma especifica de aplicacidn, es el nivel de presién sonora (o nivel de
fuerza vibratoria) de un tono puro, producido por el transductor en un oido artificial o acoplado
acustico (o acoplado mecdnico) especificados, menos el nivel de presién sonora umbral
equivalente de referencia (o nivel de fuerza umbral equivalente de referencia) correspondiente. Su
unidad de medicion es el dB.

e. Umbral de audicidn: Es el nivel de presion sonora o nivel de fuerza vibratoria mas bajo, para el
cual en condiciones especificas, una persona entrega un porcentaje predeterminado de respuestas
de deteccidn correctas de pruebas repetidas.

f. Nivel Umbral de Audicién de un oido dado: El umbral de audicidn, es una frecuencia expresado
como nivel de audicidn (en una frecuencia especificada y para un tipo especifico de transductor).

g. Audiograma de tono puro de un sujeto: Presentacién grafica o en forma tabulada de los
umbrales de audicidn, determinados bajo condiciones especificas y por métodos especificos en
funcion de la frecuencia estudiada.

h. Audiometria: Permite obtener un diagndstico respecto al tipo de hipoacusia que presenta el
sujeto. Consiste en realizar un estudio completo (umbrales aéreos, éseos logo-audiometria) y
examenes auditivos complementarios si fuera necesario.

i. Diapasones: Aparatos metdlicos que al vibrar producen un tono puro. Cada diapasén produce un
tono determinado, dicho tono dependera del grosor, segln este vibrara mas rdpido o mas lento,
determinando cierta frecuencia de sonido que va desde los 128 a 2048 ciclos por segundos, los
mas usados son los que registran 256 y 512 Hz.

j- Camara o Cabina Audiométrica: Es el lugar especialmente disefiado para proporcionar en su
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interior un ambiente de insonoridad para la ejecucién de exdmenes de tipo audiométrico. El nivel
del ruido de fondo en su interior no debe exceder los criterios establecidos segun la especificidad
de la audiometria, debiendo estar equipada con un sistema de ventilacién que permita la
renovacion de aire en su interior. Tanto la sala y cabina audiométrica, deberan ser acreditadas o
certificadas por el ente competente en normalizacion nacional o internacional.

k. Sala de Audiometria: Sala acondicionada y destinada en forma exclusiva a la ejecucién de
examenes audiométricos y en cuyo interior se ubica una camara audiométrica.

REQUISITOS BASICOS DEL OPERADOR.

a. Médico especialista en audiologia debidamente entrenado.
b. Médico Otorrinolaringélogo debidamente entrenado

c. Enfermera debidamente entrenada

d. Técnico debidamente entrenada

e. Médico debidamente entrenado

REQUISITOS PARA LOS AUDIOMETROS.

El audidmetro debe cumplir como minimo con los requerimientos técnicos para un audidémetro de
tipo 2, segun norma oficial de salud.

a. Revisiones de Rutina del Audiémetro: El chequeo rutinario tiene como finalidad detectar los
sonidos indeseables generados por éste, incluyendo los auriculares, ademas de mantener en buen
estado todos sus accesorios. Las revisiones deberdn ser periddicas y se lleva un registro semanal,
con un perfil conocido de un sujeto de prueba cuyo umbral no exceda de los 25 dB HL. Si los
resultados indican diferencias en el nivel umbral de audicién superior a 10 dB HL en cualquier
frecuencia, el audidmetro se debera someter a una calibracién basica drea y dsea de todo los
parametros especificados. Esta calibracion debe efectuarse cada cuatro afios como minimo, o
cuando se juzgue necesario como resultado de las revisiones periddicas sefialas anteriormente.
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REQUISITOS PARA LAS CAMARAS AUDIOMETRICAS.

La camara audiométrica, equipada con un sistema de ventilacién que permita la renovacion del
aire en su interior. Para la determinacién de los niveles de ruido ambiental al interior de la camara
en las condiciones usuales de funcionamiento, se debera tomar como referencia la norma oficial.

CONDICIONES DEL LABORATORIO AUDIOLOGICO.

Debera mantener una condicion adecuada de insonorizacién, de tal forma que no afecte los
niveles de ruido de fondo que debe tener la cabina audiométrica segun lo establecido en la norma
en mencion.

Procedimiento de la evaluaciéon audiométrica:

a. Otoscopia: Al paciente se le debe practicar una otoscopia, para verificar que sus conductos se
encuentren permeables y no existan patologia de los mismos.

Si se comprueba la presencia de tapdn de cerumen, inflamacién o supuracién del conducto y/u
oido medio, no se realizard el examen audiométrico y el paciente deberad ser derivado al
otorrinolaringdlogo para su tratamiento.

b. Diapasones: Al paciente también se le realizard el examen con diapasones de 250, 500 y 1000
Hz., pruebas de Rinne y Weber. Determinando un diagndstico previo del estado de los oidos.

c. Evaluacion Audiométrica: La evaluacidn propiamente dicha se iniciara con las indicaciones e
instrucciones que se le impartira al paciente evaluado:

c.1. Indicar al sujeto que en cada oido y por separado oira diferentes sonidos asi como cual oido
serd estudiado primero, ante dichos sonidos él deberd manifestar que los escucha, hasta los mas
tenues que sea capaz de oir.

c.2. La forma de respuesta de su percepcidén sonora sera oprimiendo el botén de respuesta del
equipo o en todo caso se le indicard que la respuesta debe ser levantado el brazo del lado del odio
estudiado cada vez que escuche el sonido, esto dependiendo del tipo de repuesta que el
evaluador crea conveniente o también segln sea el equipo utilizado.

c.3. Una vez instalado los auriculares en los oidos del paciente y consultado acerca de si los siente
confortables, éste debe tener claro que no debe manipularlos durante toda la prueba. Por
protocolo se utilizard el color rojo para el lado derecho y el color azul para el lado izquierdo.
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c.4. Se sefialara al paciente que recibird un tono de prueba para familiarizarlo con las
caracteristicas de los sonidos que escuchara, solicitdndole mantener al méximo su grado de
atencién ante los sonidos que escucha.

c.5. Se pedira al paciente que evite durante la evaluacion movimientos innecesarios de su cuerpo,
con el propésito de disminuir ruidos ajenos al procedimiento que dificulte su percepcion.

c.6. Consultar al paciente si tuviera dudas de los explicado e instruido de la evaluacidn si tuviera
dudas deberd explicarle la paciente al respecto.

d. Procedimiento durante la evaluacion: El estudio audiométrico se iniciard por el oido
subjetivamente mejor que sefale el sujeto durante la anamnesis y que esté relacionado con la
prueba de diapasones.

Se realizara la obtencién de los umbrales aéreos y éseos segin método ascendente que comienza
a nivel infra umbral y se comienza a ascender de 5 en 5 dB hasta que el sujeto indica oir el
estimulo de las cinco veces presentes en el mismo nivel.

Método descendente se comienza a nivel supra umbral y se comienza a descender de 5 en 5 dB
hasta que el sujeto indica oir tres de las cinco veces presentadas en el mismo nivel.

Método mixto se comienza a nivel supra umbral y se comienza a descender de 10 en 10 dB hasta
que el sujeto indica no oir, alli se comienza a ascender de 5 en 5 dB hasta que el sujeto indica oir,
se procede a descender nuevamente de 10 en 10 dB, hasta que el sujeto indica oir el estimulo 3 de
las cinco veces presentes en el mismo nivel.

Los umbrales auditivos se determinaran para cada frecuencia y oido, incluyendo obligatoriamente
para la via aérea las frecuencias 125, 250, 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 6000 y 8000 Hz y las
frecuencias de 250, 500, 1000, 2000, 3000 y 4000 Hz para la via ésea.

Debe existir un correcto enmascaramiento de acuerdo a la obtencion de los umbrales y una
coherencia audioldgica entre los mismos, es decir, deben corresponder a patologias
otoneuroldgicas segun sea el caso.

A si mismo se debera realizar una logoaudiometria que permitird evaluar las habilidades del sujeto
para entender la palabra y a partir de esto, aproximadamente a la habilidad comunicacional que el
individuo posee.

Dentro de estas pruebas a evaluar tendremos:

e. Umbrales de Deteccion de la Palabra (SDT): el cual indica el nivel minimo de intensidad al cual
el sujeto detecta 2 veces la voz, de 3 0 4 palabras, sin discriminar. Se relaciona con los umbrales de
sensibilidad de tonos puros de las dos mejores frecuencias 250 y 4000 Hz. La técnica recomendada
es el método descendente.

f. Umbrales de Reconocimiento de la Palabra (SRT): el cual determina el minimo nivel de
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intensidad al cual el sujeto repite correctamente el 50% de las palabras presentadas (disilabos o
palabras compuestas). Se sugiere considerar un criterio de 2 de 4 palabras repetidas
correctamente. La técnica puede ser descendente o ascendente. Las utilidades del SRT son:

Corroborar los umbrales de tonos puros, determinar un indice de sensibilidad auditiva para la
palabra y determinar los niveles para aplicar las pruebas supraumbrales de discriminacién de la
palabra.

g. Umbrales de Maxima Discriminacién (UMD): Se determina el nivel de intensidad al cual se
obtiene el maximo de discriminacidon del sujeto y se expresa en el porcentaje de las palabras
repetidas correctamente de una lista de palabras. La técnica es usar 20 - 30 dB sonora el SRT,
dependiendo del perfil audiométrico.

h. De los Resultados: Las mediciones serdn consignadas en la Audiometria, en original y copia,
sustentados y firmados por el operador que realizd la evaluacién y remitidas al expediente
electrdnico.

Los resultados obtenidos en la audiometria deben tener concordancia con la historia audioldgica
del sujeto, de lo contrario, se revisara lo realizado. (SO 6189-1983 Acoustics-Pure tone air
conduction threshold audimetry

for hearing conservation purposes.

(1. ANSI S3.6 — 1996 Specication for Audimeters. 2. NCh 2509/1.of 2001 “Audiémetros partel: Audiémetros de tonos puros” (norma homéloga de IEC
60645-1:2001: “Audiometers — Part 1: Pure Tone Audimeters. 3. ISO 8253-1:1989 Acoustics- Audiometrics test methods. Part 1: basic pure tone air and
bone conduction threshold audiometry.4. 1ISO 389-1: 1998: Acoustics-Reference zero for the calibration of audiometric equipment. 5. NIOSH, National

istitute Safety and health Administration. Criteria for a recommended standard. Ocupacional Noise Exposure. Publication N° 98-126, 1998.)
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SIMBOLO

SIGNIFICADO

Umbral aéren oido derecho

indica el nivel de audicidn del oido cuando el
sonido ha entrado por el conducto auditivo

externo y ha llegado hasta el oido interno

enmascarar

x X Umbral aéreo oido izquierdo
. f Umbral adren aido deracho Indica el nivel de audicidn cuando ha sido
enmascarado necesario enmascarar el nida contra lateral
para aseqgurarse de que el umbral medido
Umbral aéreo oido izquierdo corresponde al umbral del oido que se esta
O——-0 enmascarado examinando
€ oo < Via dsea oido derecho sin
enmascarar
indica el nivel de audicidn del oido cuando la
cocles es estimulada por via Gsea, es decir el
> > Via ésea oido izquierdo sin sonido no pasa por oido externo y medio

Wia dsea oido derecho
enmascarada

En este caso para medir &l nivel de audicidn
por via dsea, fue necesaro poner un ruido en
&l nido contra lateral para asegurarse que el
umbral medido coresponde al umbral del

Via dsea oido izquierdo
enmascarada

Umbral de molestia de oido
derecho

nido examinado

Indica el nivel de sonido que le resulta
molesto al paciente segin oido, la prueba se

Umbral de molestia del oido
izquierdo

llama LDOL del inglés Loudness Disconfort
Level

Mo existe el umbral en oido
derecho

Cuando uno de los simbolos aparsce con una
flecha, como la indicada, significa que a la

N\

Mo existe el umbral en aido
izquierdo

intensidad en que esta anotado el umbral, el
sujeto no responde

Fuente: GUIA PRACTICA FARA LA INTERPRETACION DE EXAMENES AUDITIVOE Frod 1M CORINA FAREAN REYES Mg 57, Chie 2007

Otoscopia y/o otomicroscopia cuidadosa, suele encontrarse la triada de Holmgrem (sequedad de
piel con ausencia de cerumen, hiposensibilidad tactil y ausencia de reflejo vascular).
Eventualmente se puede visualizar el signo de Schwartze (hipervascularidad del promontorio).

La Acumetria con diapasones que incluye las pruebas de Rinne, Weber y Schwabach, realizadas
con diapasones de 128 Hertz (Hz), 256 y 512Hz. Una respuesta de Rinne negativo en los
diapasones de frecuencia de 128 y 256 Hz es caracteristica de la mayoria de los pacientes con
otosclerosis incipiente.
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El paciente con otosclerosis requiere una valoracién audiolégica completa, la cual incluye:
audiometria con via 6sea y aérea, logo-audiometria, reflejo estapedial (impedanciometria) y
timpanometria. El reflejo estapedial es una medida sensible para valorar la movilidad del estribo.
En presencia de otosclerosis el reflejo estd ausente. En la fijacién temprana del estribo, el reflejo
sera anormal presentdndose de forma difdsica On-Off siendo este un signo temprano de
otosclerosis.

Progresivamente el reflejo reduce su amplitud, y eleva su umbral, inicialmente ipsilateral y

posteriormente contralateral, hasta que finalmente desaparece como signo de fijacién incudo-
estapedial.
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