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RESUMEN

Introduccion: Se estima que 1 de cada 1.000 nifios presenta hipoacusia severa al
nacimiento o en los primeros meses de vida y el 50% de las hipoacusias congénitas se
relacionan con el gen de la conexina 26 (GJB2). En poblaciones caucdsicas la variante
patogénica 35delG del gen GJB2, que es la mds frecuente, se encuentra en 30% de los
pacientes con hipoacusia congénita no sindrémica. En Chile, la frecuencia de esta varian-
te en escolares sordos no estd descrita.

Objetivos: Estimar la frecuencia de la mutacion 35delG del gen GJB2 en nifios con
sordera congénita no sindrémica y no atribuible a causas ambientales conocidas, de
colegios especiales de Santiago. Correlacionar la presencia de 35delG con los antece-
dentes clinicos de estos nifios.

Material y método: Se determind la presencia de la mutacion 35delG mediante PCR
alelo especifico y secuenciacion automatizada en 81 escolares. Se buscé asociar la pre-
sencia de 35delG y los antecedentes clinicos de los nifios mediante la prueba exacta de
Fisher.

Resultados: En el grupo estudiado, el 11,25% de los casos presentaron la variante
35delG, siendo ésta mds frecuente en los casos en que habia antecedentes familiares de
sordera. En 8 casos se encontré una variante considerada no patogénica V271.

Conclusion: La frecuencia de la mutacion 35delG fue inferior a lo esperado, proba-
blemente debido al método de seleccion de los nifios a estudiar (aquellos cuyos padres
no referian causa conocida de sordera, lo cual no fue refrendado por eximenes de labo-
ratorio que permitieran descartar enfermedades infecciosas u otras condiciones causan-
tes de sordera).
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ABSTRACT

Introduction: Congenital hearing loss occurs in 1 in 1000 live births and 50 % of
these cases are related with mutations in the connexin26 gene (GJB2). The 35delG variant
is the most common of the known pathogenic alleles in Caucasian populations, reaching
a frequency of 30 % among the non syndromic congenital deaf people. The frequency of
this variant has not been described in Chilean deaf children.

Aim: To estimate the frequency of the 35delG GJB2 gene mutation in children with
non syndromic congenital hearing loss of unknown etiology from deaf schools in Santia-
go, and to evaluate the association between clinical features of these children and the

presence of the 35delG allele.

Material and method: The presence of the 35delG mutation was studied by allele
specific PCR and automatical sequencing in 81 children. The association between clinical
issues and genotypes was explored by Fisher exact test.

Results: We found the 35delG variant in 11, 25 % of the children, this mutation was
more frequent in familial cases than sporadic cases of deafness. We also found the V271

non pathogenic variant in 8 cases.

Conclusion: The frequency of the 35delG mutation was lower than the expected,
probably due to the criterion used to select the school children to be studied.
Key words: Genetic deafness, 26 connexine, GJB2, 35delG.

INTRODUCCION

Numerosos estudios han reportado una frecuencia
de hipoacusia sensorioneural, en uno de cada 1.000
recién nacidos vivos', de los cuales en 60% se asocia
a una causa genética, y de ellas el 70% no forman
parte de ninglin sindrome?®. De estas hipoacusias
no sindrémicas 40% a 50% se relacionan con el
gen GJB2 que codifica para la conexina 26, proteina
que forma parte de canales intercelulares (gap
junctions), los cuales son importantes para el
reciclaje del potasio de la endolinfa coclear a través
de la red de gap junctions* que se extiende desde el
epitelio coclear hasta el ligamento espiral y la estria
vascular y de la cual se han descrito al menos 217
mutaciones hasta la fecha, siendo la variante
patogénica 35delG la encontrada con mas
frecuencia®.

El gen GJB2 se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 13, y en él se han descrito decenas de
mutaciones distintas: la mutacion 35delG consiste
en la delecion es decir la pérdida de una guanina en
la posicion 35 de este gen, lo que produce un corri-
miento del marco de lectura, y en consecuencia la
generacion de un coddn de término prematuro en el
nucledtido 38. Al correrse el marco de lectura se
modifica la secuencia de aminodcidos de la protei-

na, y por lo tanto la proteina que se forma puede ser
no funcional o incluso truncada (més corta por la
aparicion prematura de un codon de término).

En poblaciones griegas e italianas se han en-
contrado entre 3,5% y 4% de portadores
heterocigotos de la mutacion 35delG entre la pobla-
cién normooyente, frecuencia que es un poco me-
nor hacia el norte de Europa®. En Brasil el 10% de
las sorderas prelinguales autosémicas recesivas se
deben a homocigosis para la mutacion 35delG”. En
Venezuela se encontr6 que el 27,5% de los pacien-
tes con hipoacusia neurosensorial congénita era
portador de esta mutaciond, cifra similar a la regis-
trada en un estudio argentino®. Se ha descrito una
correlacion entre severidad de la sordera y tipo de
mutaciones en GJB2, pacientes con dos mutacio-
nes truncadas tienen mayor compromiso de la au-
dicion, que pacientes con mutaciones de sentido
erroneo. En escasas familias también se han descri-
to sorderas de herencia dominante que obedecen a
una mutacion heterocigota en GJB2'. De hecho este
gen también esté involucrado en algunas formas de
sordera sindromica'-".

En Chile existe escasa informacion respecto de
estudios genomicos vinculados con sordera y no
existen publicaciones respecto de la frecuencia de
las mutaciones conocidas en el gen de la conexina
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26 en poblacion chilena con hipoacusia. Este traba-
jo estima la frecuencia de la mutacién 35delG en el
gen de la conexina 26 en una poblacién de escola-
res chilenos con hipoacusia sensorioneural congé-
nita no sindrémica, no atribuible a causas ambien-
tales u obstétricas y analiza la correlacién entre la
presencia de esta mutacion con los antecedentes
clinicos de estos nifios como antecedentes familia-
res de sordera congénita, severidad de la hipoacusia,
etc. Asi mismo compara la frecuencia de la muta-
cién 35delG en el gen de la conexina 26, encontrada
en esta muestra chilena con datos publicados para
otras poblaciones.

Las técnicas para evaluar la presencia de la al-
teracion 35delG pueden ser a través de PCR alelo
especifico que permite hacer un screening de la pre-
sencia de la alteracion o por secuenciacion, que per-
mite leer toda la secuencia de nucledtidos del gen
de la conexina 26 y determinar cambios en las ba-
ses nitrogenadas.

Este trabajo fue antecedido en el afio 2008, por
un estudio en que realizamos un trabajo descriptivo
en que se entrevistd a 423 integrantes de 4 colegios
para sordos de Santiago, Santiago Apdstol, Anne
Sullivan, Jorge Otte y San Francisco de Asis, cu-
briendo al 90% de la poblaci6n asistente. Se reali-
zaron encuestas a apoderados y revision de fichas
de los colegios extrayendo informacion sobre cau-
sa probable de la hipoacusia, audiometrias, existen-
cia de familiares hipoacusicos, entre otras. Casi 60%
de los nifios no tenian causa conocida de su
hipoacusia y de ellos 8% tenia antecedente de algtn
familiar hipoacusico.

Hipétesis: El 30% de los escolares chilenos con
sordera congénita sensorioneural no sindrémica son
portadores de la mutacién 35delG en el gen de la
conexina 26. Esta mutaci6n se presenta con mayor
frecuencia en los casos familiares de sordera que
en los casos esporadicos.

OBJETIVOS

Estimar la frecuencia de la mutacion 35delG del
gen GJB2 (conexina 26) en nifios con sordera no
sindrémica, no atribuible a causas infecciosas ni
perinatales, asistentes a las escuelas de sordos Jorge
Otte, Ann Sullivan y San Francisco de Asis de Santiago

Objetivos especificos

- Genotipificar los nifios con sorderas no
sindrémicas de origen desconocido para la
mutacion 35delG del gen de la conexina 26
mediante PCR alelo especifico y corroboracion
con secuenciacion de ADN.

- Correlacionar la presencia de la mutacién
sefialada con la severidad de la sordera y la
existencia de antecedentes familiares de
hipoacusia congénita.

- Comparar la frecuencia de la mutacion 35delG
del gen de la conexina 26 estimada en nuestra
muestra con la publicada para otras poblaciones
humanas.

MATERIAL Y METODO

Se envid encuesta a apoderados de escolares
de los colegios subvencionados para sordos en San-
tiago: Jorge Otte, Anne Sullivan y San Francisco de
Asis (Colegio Santiago Apdstol no fue incluido por-
que estos nifios ya habian participado en un estudio
hecho por otro centro), se solicité consentimiento
para que su hijo-a participara en este estudio, tam-
bién se le solicitd asentimiento a los nifios mayores
de 12 afios, se evaluaron antecedentes tanto del hijo
como familiares, entregados por los apoderados a
través de la encuesta enviada por escrito. Se revisa-
ron audiometrias registradas en el colegio. Este es-
tudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Extraccion de ADN y determinacién
de mutaciones de 35delG

a. Extraccion de ADN de hisopado de mucosa
bucal:
Técnica descrita por Millery cols (1998), de cada
participante en el estudio se obtuvo un hisopado
de mucosa bucal; se cort6 la zona externa del
algoddn y se coloco en un tubo de 1,6 mL. Se
adiciond 300 ul de solucién SEB (stain extraction
buffer), 11,7 uL de DTT1 My 7,5 uL de proteinasa
K (20 mg/mL). Se incub6 toda la noche a 56°C.
Posteriormente, se retird el algodén y se agregé
300 uL de una solucién de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd en vortéx y
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se centrifugd. El sobrenadante obtenido se
purificd por Microcon ©.

b.- Genotipificion de la variante 35delG mediante
la técnica PCR alelo especifico
Esta técnica consiste en la amplificacion de la
region polimérfica a través de dos PCR: una PCR
para identificar el alelo silvestre (PCR-N) y otra
para identificar el alelo 35delG (PCR-M). Para
ello se utilizaron tres partidores: uno
denominado G, partidor comdn paraambas PCR;
un partidor N para la PCR-N y un partidor M para
la PCR-M (Scott y cols, 1998)'¢ (Figura 1).
Los productos de PCR fueron sometidos a una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y tefiidos
con bromuro de etidio para su visualizacion. La
presencia del alelo silvestre y del alelo 35delG
se determind por la amplificacién (202 pb) de la
PCR-N y PCR-M, respectivamente; la ausencia
de un alelo determinado estd dada por la no
amplificacion de la PCR especifica.

0
L]

Genotipificacion mediante secuenciacion
automatica del exdn 2 del gen GJB2

Las muestras de ADN se secuenciaron, después
de haber amplificado el ADN de la region
correspondiente al exén 2 del gen GJB2 (el exon
2 codifica para la conexina 26 completa),
utilizando un set de partidores externos y otro
set de partidores internos de acuerdo a Wu y
cols (2003)".

Los cromatogramas obtenidos de la secuenciacion
se analizaron de acuerdo con la informacion
existente en la base de datos Gen Bank de NCBI
(ndmero de acceso: M36849).

Se estimd la frecuencia de la mutacion 35delG
en los nifios con hipoacusia congénita de causa
desconocida y se hicieron comparaciones entre
grupos mediante prueba exacta de Fisher.

RESULTADOS

Se recibieron antecedentes de 278 nifios, en la
mayor parte de los casos la causa de la sordera era
desconocida (60%). Dentro de las causas conocidas,
las causas infecciosas ocuparon un importante lugar
(20%) e incluyeron meningitis, rubéola y otras infec-
ciones graves. Se seleccionaron 81 nifios con sorde-
ra no sindrémica de origen desconocido, que cum-
plian con los requisitos de consentimiento informa-
do y antecedentes clinicos, para el estudio de la mu-
tacion 35delG. En una primera etapa se genotipificd
la mutacion 35delG mediante PCR alelo especifico en
estos 81 nifios. En 15 de estos andlisis no se obtuvo
amplificacién del ADN. En una segunda etapa se en-
vi6 a secuenciar el exdn 2 completo del gen de la
conexina 26, en aquellos nifios en que no se habia
obtenido amplificacion de ADN, en todos los nifios
que habian resultados ser portadores de la mutacion
35delG con la técnica alelo especifica (n=12) y en
una muestra aleatoria de nifios con genotipo normal
segln la técnica de PCR alelo especifica (n= 8), con
el fin de corroborar los resultados. Mediante
secuenciacion automatica (Figura 2) se logré identi-
ficar la mutacién 35delG en 9 de los 80 casos, lo que
corresponde al 11,25% de la muestra (Tabla 1), 2/3
de los casos fueron homocigotos y en la Figura 2 se
muestra un cromatograma donde se observa la
delecion de guanina en la posicion 35. Los resulta-

a) Alelo Silvestre
Regibn Polimbrtica < Partidor €
5 _GGGGGG T —/—0 ¥
3 _CCCCCCCA—Fnw 5
5 =——GGGGGGY 3
Particior N

b) Alelo 35delG
Regitn Polimbrtica < Partidor G
5 —GGGGGT 3
3 —CCCCC.A 5
5 —GGGGG T> 3
Partidor IR

Figura 1. Esquema de amplificacion: a) PCR alelo silvestre ; b) PCR alelo 35delG.
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38deta/asdaia

Figura 2. Cromatograma de la region polimdrfica 35delG. A. homocigosis alelo silvestre, B. homocigosis alelo 35delG, C.

heterocigosis alelo silvestre y alelo 35delG.

Tabla 1. Genotipos para el gen de la conexina 26 en 80 escolares con sordera no sindrémica

Genotipo Normal 35delG/35delG Wt/35delG (variante V271) Total
Colegio wi/wt

J. Otte 24 3 0 5 32

S. Francisco 27 0 1 30

A. Sullivan 12 3 1 1 18

Total 63 6 3 8 80

dos finales de genotipificacion considerando la infor-
macion obtenida por secuenciacion del exon 2, per-
mitié detectar también otra variante (no patogénica),
la V271 que corresponde a la sustitucién de una
isoleucina en el sitio de una valina debido a un cam-

bio de G por A en el ADN, en 8 casos (Figura 3). En 1
caso no hubo amplificacién de ADN.

Los nifios con la mutacién 35delG tenian ante-
cedentes de parientes sordos, con mayor frecuen-
cia (55%), que los nifios sin la mutacién (26,9%),

] 1= - = = [=}
T c A < L= G
G
A

-
ap
2] |
HE

Figura 3. Cromatograma de la region del codon 27 del gen GJB2. Se indica con una flecha el cambio nucleotidico de G por A. Este
paciente es heterocigoto para el cambio G por A en esta region de la secuencia.

1
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aunque esta diferencia no alcanzé una diferencia
estadisticamente significativa; p= 0,059 (Tabla 2).

En relacion al grado de la hipoacusia, en 24,4%
de los pacientes sordos profundos y en 14,3% de
aquellos con sordera moderada se encontrd la
delecion; en este caso no hubo diferencia estadisti-
camente significativa. Tabla 3.

DISCUSION

Actualmente en Chile no hay publicaciones so-
bre genotipificacion del gen GJB2, es por ello que
este estudio abre una puerta de investigacion, para
evaluar esta causa en nuestro pais.

Se conocen factores de riesgo para hipoacusia
congénita, entre ellos antecedentes familiares de
hipoacusia'®. En nuestro grupo de nifios evaluados
tanto con técnica de PCR, como por secuenciacion,
es mas frecuente la delecion cuando hay anteceden-
tes familiares de sordera, 55% vs 26,9%, aunque
esta diferencia no alcanzé una diferencia estadisti-
camente significativa; p= 0,059.

La frecuencia de 11,25% de portadores de la
mutacion 35delG en escolares sordos, es algo mas
baja que la reportada en otras poblaciones latinoa-
mericanas (23,5% en Brasil, 26,5% en Argentina)”?,
probablemente debido al método de seleccion de
los nifios para ser estudiados: en el presente traba-
jo se estudiaron nifios que, de acuerdo a la informa-
cion entregada por sus apoderados en una encues-
ta escrita, presentaban sordera de origen descono-
cido, en cambio en los otros estudios publicados se
catalogaba la sordera como de origen desconocido
si los examenes clinicos y de laboratorio no permi-
tian identificar una causa.

No encontramos asociacion entre la presencia
de la mutacion y la severidad de la hipoacusia.

Consideramos que asi, como se realiza un
tamizaje en los nifios prematuros incorporados en
laley de Garantias Explicitas de Salud, es una buena
alternativa agregar al screening auditivo, nifios con
riesgo como el publicado por el Instituto Norteame-
ricano de Salud, especialmente en los casos en que
hay antecedentes familiares de hipoacusia. Realizar
estudio de secuenciacién del gen GJB2 en estos

Tabla 2. Asociacidn entre la presencia de la mutacion 35delG y la existencia de parientes sordos

Genotipo Normal 35delG/35delG 35delG/wt (variante V271) Total

Antec Fam wt/wt

Si 17 4 1 1 23

No 46 2 2 7 57

Total 63 6 3 8 80
Tabla 3. Asociacion entre mutacidn 35delG y la profundidad de la sordera

Genotipo grado Normal 35delG/35delG 35delG/wt Otro Total

sordera wi/wt

Moderada 4 0 0 0 4

Severa 14 3 0 3 20

Profunda 38 3 3 4 48

Total 56 6 3 7 72

Nota: Los niimeros totales son inferiores a 80, ya que existian nifios sin audiometria.
La gravedad de la sordera no se asocia con el genotipo (P=0,7).
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pacientes especialmente aquellos que tienen ante-
cedentes familiares, apoyaria a la decision de reali-
zar un implante coclear ya que se han reportado
mejores resultados en estos casos'®2,

CONCLUSIONES

En el grupo estudiado se detectd 11,25% de
presencia de la variante 35delG, inferior a lo repor-
tado por otros estudios en otros paises latinoameri-
canos.

La variante 35delG es mas frecuente en los ca-
sos en que hay antecedentes familiares de sordera.

En 8 casos se encontré una variante considera-
da no patogénica V271.
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