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RESUMEN

La principal causa de hipoacusia no-sindrémica autosdémica
recesiva (HNSAR) son mutaciones en el locus DFNB1, que
contiene los genes GJB2 (conexina 26) y GJB6 (conexina
30). Se han descripto mas de 100 mutaciones diferentes
en GJB2. Dos deleciones en GJB6, del (GJB6-D13S1830) y
del(GJB6-D13S1854) mostraron ser prevalentes en Espafa.
El objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de
mutaciones en los genes GJB2 y GJB6, en nifios con HNSAR
de Argentina. Este estudio incluyé 113 nifios no relacionados
con hipoacusia neurosensorial no-sindrémica moderada a pro-
funda. Para el andlisis molecular se utilizé6 una estrategia en
etapas. La mutacion 35delG (gen GJB2) se analiz6 mediante
PCR-RFLP. La presencia de deleciones en GJB6 se investigd
por PCR multiple. Las muestras no resueltas en las dos pri-
meras etapas fueron analizadas por secuenciacion directa del
gen GJB2. En 58 pacientes se encontraron alteraciones en la
secuencia de los genes GJB2/GJB6. La mutacién 35delG se
detectd en 52 de los 84 alelos con mutaciones patogénicas.
Se identificaron 16 variantes de secuencia diferentes; entre
ellas una mutacién no descripta previamente, 262G>C (A88P).
La delecioén del (GJB6-D13S1830) fue identificada en 7 alelos.
La frecuencia de mutaciones en GJB2/GJB6 encontrada en
este trabajo estd en concordancia con la de otras pobla-
ciones caucasicas. La mutacion mas prevalente fue 35delG
y la segunda mutaciéon mas comun la delecién del (GJB6-
D13S1830), con frecuencias similares a las encontradas en
Espafa, desde donde Argentina recibié una de sus mayores
olas inmigratorias. Estos resultados destacan la importancia
del estudio de los genes GJB2/GJB6 en el diagnodstico etio-
légico de sordera permitiendo un tratamiento precoz y un
asesoramiento genético oportuno.
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ABSTRACT

The main cause of autosomal recessive nonsyndromic hear-
ing loss (ARNSHL) are mutations in genes GJB2 (connexin 26)
and GJB6 (connexin 30) at the DFNB1 locus. More than 100
different mutations in GJB2 have been described. Two dele-
tions in GJB6, of (GJB6-D13S1830) and of (GJB6-D13S1854)
have been found prevalent in Spain. The aim of this study was
to determine the prevalence of GJB2 and GJB6 gene muta-
tions in children with ARNSHL in Argentina. In the study, 113
non-related children with moderate to profound nonsyndromic
sensorineural hearing loss were included. A staging strategy
was used for molecular analysis. The 35delG mutation (gene
GJB2) was analyzed using PCR-RFLP. The presence of de-
letions in GJB6 was tested by multiplex PCR. Samples that
were not resolved in the first two stages were subsequently
assessed by direct sequencing of the GJB2 gene. In 58 patients
abnormal patterns were found in the GJB2/GJB6 sequences.
The 35delG mutation was detected in 52 of the 84 alleles with
pathogenic mutations. Sixteen different sequence variants were
identified of which one, 262G>C (A88P), was not previously
described. Deletion of (GJB6-D13S1830) was identified in 7
alleles. The rate of mutations in GJB2/GJB6 found in this study
is similar to that reported in other Caucasian populations. The
most prevalent mutation was 35delG followed by a deletion of
(GJB6-D13S1830), with a rate similar to that found in Spain
from which Argentina received one of the largest waves of
immigrants. These results emphasize the need to study GJB2/
GJBE6 genes in the etiological diagnosis of hearing loss allowing
for early treatment and adequate genetic counseling.

Key words: Hearing loss, GJB2, GJB6, Connexin 26, Con-
nexin 30.
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INTRODUCCION

La hipoacusia congénita o de aparicion tem-
prana es un trastorno sensorial muy frecuente en
ninos, con una incidencia aproximada de 1/1000
recién nacidos. Se considera que esta incidencia
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continla aumentando durante la infancia hasta al-
canzar valores de 2,7 cada 1000 nifilos menores a 5
afnos y 3,5 cada 1000 durante la adolescencia’. Las
causas de deficiencia auditiva son diversas, pueden
intervenir factores genéticos, ambientales o ambos.
En los paises industrializados se estima que las
causas genéticas representan un 50 a 60% de los
casos?. Aproximadamente el 80% de esta sordera
hereditaria es no sindrémica y tiene un patréon de
herencia autosémico recesivo.

Hasta el presente se han reconocido mas de 30
genes asociados con hipoacusia no sindrémica au-
tosdmica recesiva (HNSAR):. A pesar de esta gran
heterogeneidad genética, hasta un 50% de los ca-
sos se deben a mutaciones en una Unica regién del
cromosoma 13, el locus DFNB1¢. Este locus con-
tiene los genes GJB2 y GJB6, que codifican para
la conexina 26 (CX26) y la conexina 30 (CX30), dos
proteinas que se expresan en forma predominan-
te en la céclea. Seis unidades de estas proteinas
forman hemicanales (conexones) que, en la super-
ficie de células adyacentes, se unen entre si para
formar canales intercelulares (uniones GAP). Se ha
propuesto que, en la céclea, las uniones GAP par-
ticipan en el reciclado de iones K* desde las células
ciliadas a la estria vascular, donde se bombean
hacia la endolinfa coclear. El mantenimiento de la
composicién iénica de la endolinfa y el potencial
endococlear resultante representan un mecanismo
esencial para la transduccion de las ondas sonoras
en impulsos nerviosos y, en consecuencia, para una
adecuada funcién auditivas®.

La hipoacusia debida a mutaciones en el locus
DFNB1 se caracteriza por ser de inicio prelingual,
por un grado de severidad que varia generalmen-
te de moderado a profundo (aunque también hay
casos leves en menor proporcioén) con variaciones
inter e intrafamiliares, es decir, que aun con la
misma mutacion puede encontrarse una evolucion
diferente’. La hipoacusia es generalmente bilateral
y estable, y las audiometrias son, en su mayoria,
planas o descendentes, y afectan a todas las fre-
cuencias®.

Se han reportado mas de 100 mutaciones en el
gen GJB2°, sin embargo, la mutacion mas frecuen-
te, 35delG, representa hasta un 85% de los alelos
mutados™. Esta mutacién, causada por la delecién
de una de las seis guaninas (G) que se encuentran
entre los nucleétidos 30 y 35, resulta en la aparicion
de un coddén de stop prematuro en el nucleétido 38,
produciendo, en consecuencia, una proteina mas
corta que la normal. Entre las mutaciones identifi-
cadas en GJB2, ademas de aquellas que dan lugar
a proteinas truncas que producen pérdida de fun-
cion (como 35delG), existen también aquellas que
cambian un aminoacido por otro (ej: V37l), y que
alteran la secuencia peptidica o la conformacion
de la proteina con diversas consecuencias (anclaje
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incorrecto a la membrana, alteraciones en la aper-
tura del canal, conductancia alterada, incorrecta
interaccion entre proteinas, etc). El espectro de
mutaciones en GJB2 varia sustancialmente entre
poblaciones de diferente origen étnico, existiendo
mutaciones que son caracteristicas de una deter-
minada poblaciéon. Asi, 35delG es muy frecuente
en individuos caucasicos, con una frecuencia de
portadores en poblaciéon general que oscila entre
1/25 y 1/200"". En un trabajo previo realizado en
poblacién general de nuestro pais, encontramos
que la frecuencia de portadores de 35delG fue de
1/65, resultando menor a la encontrada en Espana
e ltalia, paises desde los que Argentina recibié sus
mayores olas inmigratorias™. Otros ejemplos de mu-
taciones propias de una poblacién son: 167delT en
judios ashkenazi (frecuencia de portadores 1/25),
235delC en japoneses (1/50 a 1/100)" y V37l en
poblacién de Taiwan (1/9)®.

En el gen GJBSG, la principal mutacién descripta
es una gran delecion de 309 kb que involucra la
region 5 del gen'®®. Esta delecion, denominada
del (GJB6-D13S1830) es la segunda mutacién mas
frecuente asociada a sordera prelingual en la po-
blacion espafola, detras de 35delG®. Del Castillo y
col. describieron, ademas, otra delecién en el gen
GJB6, llamada del(GJB6-D13S1854), que resulta
en la pérdida de un segmento de ADN de 232kb.
Esta ultima, aunque parece ser menos frecuente
que del(GJB6-D13S1830), también es prevalente
en Espana?'.

Como la mayoria de los paises latinoamerica-
nos, la poblacion argentina esta compuesta por al
menos dos grupos étnicos diferentes, el compo-
nente nativo autéctono y el componente europeo
foraneo. En ese contexto la poblacién argentina
es considerada como una de las mas caucasicas
de América Latina, principalmente compuesta por
descendientes de espanoles e italianos. Teniendo
en cuenta este background étnico resulta importan-
te establecer el espectro de mutaciones en GJB2
y GJB6 que afectan nuestra poblacién. Los pri-
meros estudios realizados en Argentina parecerian
mostrar, al igual que en poblacion espafola, que
35delG y del(GJB6-D13S1830) son las mutaciones
mas frecuentes en pacientes con hipoacusia no
sindrémica®2.

El conocimiento profundo y detallado de las
causas genéticas de la hipoacusia provee las he-
rramientas para el diagnostico molecular, optimiza
el asesoramiento genético y facilita el diagnéstico
precoz, aun prenatal, de los pacientes. Al mismo
tiempo, la deteccidn precoz tiene un impacto inme-
diato en la implementacion de terapias que permi-
ten una estimulacién auditiva temprana. Teniendo
en cuenta estas premisas, el objetivo principal de
este trabajo fue determinar la prevalencia de las
mutaciones en los genes GJB2 y GJB6, en nifos
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con Hipoacusia Neurosensorial No Sindromica de
nuestro pais. Un segundo objetivo fue comparar
la frecuencia de la delecién del (GJB6-D13S1830)
encontrada en nuestra poblacién con la descripta
en diferentes paises.

PACIENTES Y METODOS

En este estudio se incluyeron 113 nifios no re-
lacionados con hipoacusia neurosensorial no sin-
drémica moderada a profunda, diagnosticados y
seguidos por los Servicios de Genética y Otorrino-
laringologia del Hospital de Pediatria Juan P. Ga-
rrahan, durante el periodo 2003-2011.

La evaluacién clinica de cada paciente incluyo
una historia clinica completa, examinacion otosco-
pica/fisica, y audiometria. En todos los casos se
realizaron evaluaciones oftalmolégicas (incluyendo
fondo de ojo) y tomografia computada (con cortes
axiales y coronales). A partir de estas evaluaciones,
se excluyeron del estudio los pacientes con: ca-
racteristicas de hipoacusia sindromica, potenciales
causas ambientales, anatomia coclear anormal y
modo de herencia autosémico dominante.

Los pacientes provinieron de diferentes regiones
del pais: 20 de la Ciudad de Buenos Aires (18%),
61 de la Provincia de Bs. As (54%), y los restan-
tes 32 (28%) de las provincias de Chaco, Chubut,
Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy,
Misiones, Rio Negro, Salta, San Juan, San Luis,
Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman.

Los padres de cada participante firmaron un
consentimiento informado por escrito aprobado
por el Comité de Etica del Hospital.

Evaluacion audiologica

Se realizé audiometria con tonos puros evaluan-
do tanto la via area como la ésea en todos los
casos donde la maduracion del nifio lo permitid.
Los métodos utilizados para obtener los umbrales
tonales fueron los acordes a la edad madurativa; ya
sea por métodos convencionales, por juego o por
observacion de la conducta. En los casos donde las
respuestas obtenidas a través del método subjetivo
no fueron confiables, o los resultados incompletos,
se completd la evaluacién con métodos objetivos
como otoemisiones acusticas (OEA), potenciales
evocados auditivos de tronco cerebral con umbra-
les (BERA) y obtencion de la curva SN10. La seve-
ridad de la sordera fue clasificada de acuerdo a la
siguiente escala: pérdida leve (15-30 dB), moderada
(30-60 dB), severa (60-90 dB) y profunda (>90 dB).

Una vez completado el diagndstico y realizada
la intervencién terapéutica adecuada (audifonos/
implante) el criterio audiolégico para controlar la
hipoacusia fue el siguiente: los niflos equipados
con audifonos menores de 1 afio se controlaron
mensualmente y los menores de 3 afios cada dos
meses. En todos los casos donde habia signos de

descenso auditivo se realizaron controles con ma-
yor frecuencia. Cuando se completé el lenguaje o
las pérdidas auditivas fueron menores, los controles
se extendieron a intervalos de 6 meses. Los nifios
implantados tuvieron un esquema de controles di-
ferente: al mes del implante, a los dos meses, cada
tres meses durante los dos primeros afos y luego
cada 6 meses; cuando alcanzaron un formato abier-
to del habla y estabilidad en todos los parametros
en la programacion de su implante, el control se
extendio a 1 afo.

Analisis Molecular

Se extrajo ADN gendmico a partir de leucocitos
de sangre periférica mediante procedimientos con-
vencionales basados en precipitacion salina.

Para el andlisis molecular se utilizé una estrate-
gia que incluia diferentes etapas. En primer lugar, se
analizé la mutacion 35delG en todas las muestras
de ADN mediante la técnica de PCR-RFLP, utili-
zando la enzima de restriccion Bs/I'?, y posterior
electroforesis en gel de agarosa de alta resolucion
al 3% (Agarosa 1000 - Invitrogen) (Figura 1).

<«— Normal {207 pb)
<— 35delG (181 pb)

Figura 1: Test para la deteccion de la mutacion 35delG. La
técnica utilizada consiste en una amplificacion por PCR (Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa) de un segmento de ADN de
207 pares de bases (pb), utilizando primers que flanquean la
region que contiene el sitio de la mutacion. El producto am-
plificado se somete a digestion con la enzima de restriccion
Bsll. Cuando la mutacién 35delG esta presente, la enzima
de restriccion corta el segmento de 207 pb en fragmentos
de 181 y 26 pb. En ausencia de la mutacion, la enzima no
encuentra un sitio de corte y el producto de PCR de 207 pb
se mantiene intacto. En la figura se observa una electroforesis
en gel de agarosa de alta resolucion al 3% para separar los
fragmentos digeridos. Calle 1: marcador de peso molecular
de 50 pb. Calle 2 y 3: normal. Calle 4: 35delG homocigota.
Calle 5: 35delG heterocigota. En cada gel, se utilizaron como
controles positivos muestras de pacientes homocigotas y
heterocigotas para 35delG, confirmadas por secuenciacion.

En la segunda etapa, se analizé la presencia de
deleciones en GJB6 en las muestras que no habian
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sido resueltas en la primera etapa, es decir, aque-
llas que habian resultado heterocigotas o negativas
para 35delG. Las deleciones del (GJB6-D13S1830)
y del(GJB6-D13S1854) fueron analizadas mediante
una PCR multiple utilizando el método y los primers
descriptos por del Castillo* (Figura 2).
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Figura 2: Test para la deteccioén de las deleciones del(GJB6-
D13S1830) y del(GJB6-D13S1854). El fundamento del método
consiste en amplificar segmentos de ADN que contienen el
punto de ruptura de cada delecién, asi como un segmento
que contiene el exén 1 del gen GJB6, que se utiliza como
un control para comprobar la eficacia de la PCR y para dis-
tinguir heterocigosidad u homocigosidad para cualquiera de
las dos deleciones (el ex6n 1 de GJB6 se elimina en ambas
deleciones).

(A) Esquema que muestra la ubicacién de los primers utiliza-
dos en el ensayo de PCR multiple. GUB6-1R y BKR-1 (para la
amplificacion del punto de ruptura de la delecién del(GJB6-
D13S1830); DelBK1 y DelBK2 (para la amplificacion del punto
de ruptura de la delecion del(GJB6-D13S1854) ; Cx30Ex1A y
Cx30Ex1B (para amplificar el exén 1 de GJB6).

(B) Separaciéon de los productos de PCR por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5%. La posicion de los productos de
PCR correspondientes a las deleciones y el exén 1 de GJB6
se indican con flechas a la izquierda, y sus tamafios en pa-
res de bases (pb) se muestran a la derecha. Calle 1: normal.
Calle 2: del(GJB6-D13S1854) heterocigota. Calle 3: del(GJB6-
D13S1830) homocigota. Calle 4: del(GJB6-D13S1830) hete-
rocigota.

Después de estudiar la mutacién 35delG y las
deleciones en GJB6, las muestras en que no fue
posible establecer el genotipo completo fueron
analizadas por secuenciacién directa de la regién
codificante del gen GJB2. Para ello se realiz6 se-
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cuenciacion bi-direccional del exén 2% (ABI PRISM
Big Dye Terminator sequencing kit). Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con las secuencias
publicadas en GenBank (NCBI accession number
M86849 para GJB2).

Finalmente, se analizé la mutacion de splicing
IVS1+1G—A por PCR/RFLP. Para ello, se amplificé
el exén 1 y la regién donante de splicing utilizan-
do primers descriptos previamente®* y el producto
de PCR fue digerido con la enzima de restriccion
Hphi1#.

Analisis Estadistico

Para comparar la frecuencia de la mutaciéon
del(GJB6-D13S1830) observada en este estudio
con la de otras poblaciones descriptas en la lite-
ratura se utilizé Test exacto de Fisher. Los valores
de p <0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

RESULTADOS

En los 113 nifios incluidos en este estudio el
trastorno auditivo fue bilateral y prelingual. La me-
dia de edad fue de 5 afos y medio, con un rango de
3 meses a 17 afnos. La distribucion por sexo mostré
predominio femenino, 66 mujeres y 47 varones.

En 58 de los 113 pacientes no relacionados
analizados se encontraron alteraciones en la se-
cuencia de los genes GJB2 y GJB6. Excluyendo
las variantes no patogénicas descriptas en la li-
teratura, el numero de pacientes que presenté al
menos un alelo con mutaciones patogénicas fue de
44 (39%); en el 90% de ellos se pudo establecer el
genotipo completo. Los genotipos identificados y
el grado de sordera asociado a cada genotipo se
muestran en la Tabla 1. En las familias de pacientes
con mutaciones identificadas, se estudiaron padres
y hermanos para proveer un adecuado asesora-
miento genético.

La mutacién mas prevalente, 35delG, se encon-
tr6 en 52 de los 84 alelos con mutaciones patogé-
nicas. La segunda mutacion prevalente en el gen
GJB2 fue R143W con cuatro alelos detectados y la
tercera, 167delT con 3 alelos. Otras seis mutacio-
nes en GJB2 se presentaron en mas de un alelo:
V371, E47X, E147K, R184P, N206S y la mutacion de
splicing IVS1+1G->A. En total, por secuenciacion
directa del gen GJB2, se identificaron 16 variantes
de secuencia diferentes. Entre ellas se encontré una
mutacién que no habia sido descripta previamente
(Figura 3). Esta nueva mutacion, causada por un
cambio de guanina por citosina en el nucleétido
262 del gen GJB2, genera una modificacion de la
secuencia de aminoacidos, reemplazando una Ar-
ginina por Prolina (A88P). La mutacion A88P fue
detectada en estado heterocigota en un paciente
con sordera profunda que en el otro alelo presenté
la variante no patogénica V27I.
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TABLA 1: GENOTIPOS Y SEVERIDAD DE LA HIPOACUSIA
EN LOS 58 PACIENTES CON MUTACIONES EN GJB2 Y GJB6.

N° de pacientes Genotipo Grado de sordera
19 35delG/35delG 12 profunda, 5
severa, 2 Sev/Prof

2 35delG/del(GJB6- Profunda
D13S1830)

2 35delG/ Severa
IVS1+1G—A

2 del(GJB6- Profunda
D13S1830)/
del(GJB6-
D13S1830)

1 35delG/del(GJB6- Moderada
D13S1854)

1 del(GJB6- Profunda
D13S1830)/R184P

2 35delG/167delT Severa/Profunda

1 35delG/R143W Profunda

1 35delG/E47X Severa/Profunda

1 35delG/269insT Profunda

1 35delG/W77R Profunda

1 35delG/N206S Moderada

1 35delG/V84L Severa/Profunda

1 167delT/V371 Severa/Profunda

1 R143W/E47X Profunda

1 R143W/R184P Severa

1 R143W/V3T71/V27T* | Moderada

1 E147K/E147K Severa

1 A88P/V27T* Profunda

1 35delG/desconocido | Profunda

1 N206S/desconocido | Profunda

1 K168R/desconocido | Severa

1 C/T at 682*/descon- | Severa/Profunda
ocido

13 V271*/desconocido 7 Profunda, 4 Se-

vera, 2 Moderada

* variantes no patogénicas

En el gen GJB6, la delecién denominada
del(GJB6-D13S1830) fue identificada en 7 alelos
mientras que la delecién del(GJB6-D13S1854) se
encontré en sélo uno, representando, en conjunto,
el 10% de los alelos patogénicos. Es importante
destacar que se detectaron 2 pacientes homoci-
gotas para del(GJB6-D13S1830), ambos con pa-
dres no consanguineos. Cuando comparamos la
frecuencia de del(GJB6-D13S1830) encontrada
en este estudio con las descriptas en un estudio
multicéntrico de diferentes paises, observamos
que Argentina tiene una frecuencia de del(GJB6-
D13S1830) tan alta como la encontrada en Espana.
Esta frecuencia resultd significativamente superior
a la de ltalia, Bélgica, EEUU y Australia (Tabla 2).

En relacién al genotipo y la severidad de la pér-
dida auditiva, se observé que todos los pacientes
homocigotas 35delG mostraron un grado de sor-
dera severo a profundo mientras que los pacientes
con sordera moderada presentaron al menos un
alelo no 35delG. Por otro lado, aunque la bibliogra-
fia describe que la hipoacusia debida a mutaciones
en los genes de conexina es generalmente estable,
los pacientes homocigotas 35delG de este estudio
sufrieron un deterioro auditivo en el primer afio de
vida, progresando hacia una hipoacusia severa o
profunda bilateral. En cambio, los pacientes con
delecién homocigota en el gen GJB6 presentaron
una hipoacusia neurosensorial profunda bilateral
desde el inicio. Independientemente de estas di-
ferencias, tanto los homocigotas 35delG como los
homocigotas del(GJB6-D13S1830) fueron candida-
tos a implante coclear. Otra diferencia observada
entre ambos grupos fue la evoluciéon con respecto
al implante coclear. Si bien en ambos casos fue
buena, observamos, en un comienzo, un mejor y
mas rapido desempefio de las habilidades auditivas
en los pacientes homocigotas 35delG. Finalmente
ambos grupos alcanzan la maxima categoria de
percepcion del habla de Moogs y Geers (reconoci-
miento de palabras en un formato abierto)®.

FCCACGCCANCGC
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(262 G>C).

de la secuencia
|
WAW }

de ADN del gen
B) Primer Reverso
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TABLA 2: FRECUENCIA DE LA DELECION DEL(GJB6-D13S1830) ENTRE LOS ALELOS CON MUTACIONES EN EL LOCUS
DFNB1 EN DIFERENTES POBLACIONES (MODIFICACION DE LA TABLA ORIGINAL DE DEL CASTILLO Y COL*.

Pais/Ciudad Alelos del(GJB6-D13S1830) / P Referencia
Total alelos DFNB1*

Argentina 7/80 (8.8%) - Este estudio
Brasil 7/124 (5.6%) 0.4081 (29)
Espaiia/Madrid 31/408 (7.6%) 0.6541 (28)
Espaiia/Barcelona 7172 (9.7%) 1.0000 (28)
Italia/Ferrara 2/124 (1.6%) 0.0300 (28)
Italia/Néapoles 0/494 (0%) <0.0001 (28)
Francia 23/280 (8.2%) 0.8219 (28)
Bélgica 2/138 (1.4%) 0.0132 (28)
Reino Unido 6/102 (5.9%) 0.5653 (28)
Israel/Tel Aviv 9/126 (7.1%) 0.7906 (28)
Israel/Jerusalem 5/84 (6.0%) 0.5585 (28)
EE.UU./Virginia 16/356 (4.5%) 0.1609 (28)
EE.UU./Iowa 7/434 (1.6%) 0.0024 (28)
Australia 2/150 (1.3%) 0.0095 (28)

 contribuyen al total sélo los casos donde fueron identificados ambos alelos DFNB1.

DISCUSION

En los ultimos afios ha habido un gran avance
en la comprensién de las causas genéticas de la
hipoacusia, especialmente en el caso de la sorde-
ra no sindromica autosémica recesiva. En muchos
paises a lo largo de todo el mundo se han llevado
a cabo estudios para determinar la epidemiologia
molecular de la hipoacusia debida a mutaciones
en el locus DFNB1. Estos estudios han revelado
principalmente que la mutacién 35delG, en el gen
GJB2, es la principal alteracién molecular que se
encuentra en poblaciones caucaésicas de Europa y
Norteamérica'?'. Por otro lado, también se ha mos-
trado que una delecion en el gen GJB6, del(GJB6-
D13S1830), tiene alta frecuencia en distintas pobla-
ciones, especialmente en Espafa, en donde ocupa
el segundo lugar entre las mutaciones causantes
de sordera prelingual®.

En los primeros estudios realizados en Argenti-
na, tanto por nuestro grupo que estudia pacientes
pediatricos como por otro que lo hace en adul-
tos, 35delG y del(GJB6-D13S1830) aparecen como
las mutaciones mas frecuentes en individuos con
sordera no sindréomica??. Asimismo, en estudios
realizados en poblacién general de nuestro pais
hemos encontrado que la frecuencia de portadores
de 35delG es de 1/65%, valor similar al estimado
para la mutacién AF508, la alteracion genética mas
frecuente en Fibrosis Quistica®*®*. En este trabajo,
estudiamos una poblacién pediatrica que incluye un
mayor numero de pacientes e investigamos otras
mutaciones que no se habian analizado en estu-
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dios previos, con el objetivo de determinar la real
influencia de las mutaciones en los genes GJB2/
GJB6 en el desarrollo de sordera no sindrémica
en Argentina.

Como la mayoria de los paises latinoamericanos,
el background étnico de la poblacién argentina es
consecuencia de la combinacion de genes nati-
VoS con genes provenientes predominantemente
de paises europeos mediterraneos. Argentina fue
originalmente una colonia espafiola que hacia fines
del siglo XIX recibié importantes olas inmigrato-
rias de ltalia y Espafia, y en menor proporcién del
este y centro de Europa, y de medio oriente®*. En
ese contexto, Argentina es considerada una de las
poblaciones mas caucasicas de América Latina®.

La frecuencia global de mutaciones en GJB2/
GJB6 encontrada en este trabajo esta en concor-
dancia con la hallada en otras poblaciones cauca-
sicas®**®, Como se esperaba, la mutacién mas pre-
valente fue 35delG, representando el 62% de todos
los alelos patogénicos (GJB2/GJB6) y el 68% de los
alelos con mutaciones en GJB2. Esta frecuencia se
encuentra en un valor intermedio entre la reportada
en Espafa (55%) e ltalia (76%)"°%.

La delecion del(GJB6-D13S1830) fue la segunda
mutacién mas comun; su frecuencia resulta simi-
lar a la encontrada en Espafia y significativamente
superior a la reportada en ltalia®®. La inclusién en
el estudio de la otra delecién descripta en GJB6,
del(GJB6-D13S1854), permitiod establecer el geno-
tipo completo en uno de los cinco pacientes que
permanecian con una Unica mutacién detectada.
De manera similar, en Espafa, Del Castillo y col.
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describieron esta mutacion en el 25% de los pa-
cientes heterocigotas para GJB2 que continuaban
sin ser resueltos después del andlisis de del(GJB6-
D13S1830)%.

La tercera mutacion mas frecuente fue R143W,
que estuvo presente en el 5% de los alelos pa-
togénicos. Esta frecuencia es comparable con la
observada en la poblacién hispanica que reside
en Norteamérica®. R143W, que originalmente se
describié con una alta frecuencia en una villa afri-
cana*, se ha reportado mas recientemente con una
frecuencia cercana a 1% en estudios multicéntricos
de Europa y Norteamérica®.

La mutacién 167delT, altamente frecuente en
Judios Ashkenazi', se encontré en el 4% de los
alelos patogénicos detectados en nuestro estudio.
La presencia de 167delT no es sorprendente, ya
que Argentina es considerada el segundo pais del
continente americano en haber recibido la didspora
judia®®. Esta mutacién no habia sido encontrada
en un estudio previo realizado por otro grupo de
nuestro pais probablemente debido al nimero de
alelos analizados®.

La mayoria de las mutaciones en el gen GJB2
descriptas a la fecha estan localizadas en la regién
codificante (exén 2) y sélo unas pocas se han re-
portado en regiones no codificantes; entre ellas se
encuentra la mutacion de splicing IVS1+1G—A, que
flanquea el exén™. Esta mutacion aparentemente ha
sido subdiagnosticada en muchas poblaciones ya
que habitualmente no es analizada®. Sin embargo,
IVS1+1G— A parece ser relativamente frecuente en
algunas poblaciones caucasicas, particularmente en
la Republica Checa y Holanda®# y también en Tur-
quia®*. Esta mutacién, que no habia sido estudiada
previamente en nuestra poblacién, fue encontrada
en el 3% de los alelos patogénicos. Su frecuencia
es similar a la descripta recientemente en poblacién
brasilefa*. En consecuencia, se puede concluir que
el andlisis de la mutacion IVS1+1G— A debe ser
parte del algoritmo diagndéstico de sordera no sin-
dromica en poblacién argentina.

Con respecto a las mutaciones menos prevalen-
tes, es interesante destacar el caso de un paciente
que resultd homocigota para la mutacion E147K.
Este niflo proviene de la regién andina y pertenece
a la comunidad Mapuche. Es probable que la ho-
mocigosidad encontrada para esta rara mutacion
se deba a consanguineidad ya que es conocida la
alta endogamia de esta comunidad indigena®.

La secuenciaciéon del gen GJB2 permitié, ade-
mas, detectar una nueva mutacion que no habia
sido descripta previamente en la literatura. Esta
mutacion, A88P, es causada por un cambio de
Guanina por Citosina en el nucle6tido 262 del
gen, afectando el segundo dominio transmembrana
(TM2) de la proteina Conexina 26. EI aminoacido
Alanina en la posicion 88, es un residuo altamente

conservado en diferentes especies (ratones, ratas
y ovejas)®. La sustituciéon de Alanina por Prolina,
un aminodacido que tiene el &tomo de nitrégeno del
grupo amino incorporado en un anillo, altera la or-
ganizacién habitual del polipéptido provocando un
brusco cambio en la direccién de la cadena. Por lo
tanto, es muy probable que este cambio produzca
un efecto deletéreo sobre la funcién de la protei-
na. Dado que esta nueva mutacién fue encontrada
en un solo paciente que también llevé la variante
no patogénica V27l, el potencial patogénico de
este alelo queda por ser determinado. Frei y col
ya habian descripto en el mismo nucleétido una
mutacion patogénica, que resulta de la sustitucion
de Alanina por Serina®.

Como resultado de la estrategia utilizada en el
presente estudio, se pudo establecer el genotipo
completo en el 90% de los pacientes con muta-
ciones en los genes GJB2/GJB6. Para los pocos
casos restantes con una sola mutacion identificada,
seria interesante analizar la region del promotor o
de otras regiones no codificantes de GJB2. En ese
sentido, recientemente se ha descripto una muta-
cion en el promotor de GJB2 en una familia con
hipoacusia neurosensorial no sindromica“.

Si tenemos en cuenta la frecuencia de portado-
res de 35delG que hallamos en un estudio previo
en poblacion general (1/65), y considerando que
el modo de herencia es autosémico recesivo, en-
tonces 1 cada 16900 sujetos de la poblacién ge-
neral podrian ser 35delG homocigotas. Conside-
rando que la tasa de nacimientos de Argentina es
aproximadamente 700.000 nacimientos/afio®, se
podria esperar que al afio nazcan 41 nifios homo-
cigotas 35delG. De acuerdo a los resultados del
presente trabajo, los homocigotas 35delG repre-
sentan aproximadamente el 40% de los nifios con
Hipoacusia Neurosensorial no Sindréomica con al
menos una mutaciéon en los genes GJB2/GJB6.
Por lo tanto, en Argentina, se podrian diagnosticar
tempranamente mediante el andlisis de los genes
de conexina unos 100 niflos por ano.

Se encuentra bien establecido que la identifi-
cacion y el tratamiento precoz de la pérdida de
audicion congénita resulta de suma importancia,
mas aun teniendo en cuenta la prevalencia de la
enfermedad (50 veces mas frecuente que la fenil-
cetonuria), y los beneficios asociados con los pro-
gramas de intervencién temprana (entre ellos, los
mejores resultados del implante coclear cuando se
realiza antes de los 24 meses de edad)®'. Sobre la
base de estas premisas, en paises desarrollados se
han implementado programas universales de pes-
quisa auditiva del recién nacido. Como resultado, el
promedio de edad de deteccion se redujo de 12-18
meses a 6 meses o0 menos®. El screening del recién
nacido se realiza a través de emisiones otoacus-
ticas (OAE) y potenciales evocados auditivos de
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tronco cerebral (BERA). En el caso que se detec-
te una hipoacusia, se complementa con estudios
audioldgicos subjetivos y se ingresa al nifio en un
seguimiento mas estricto para asi lograr una inter-
venciéon temprana. Para los bebés que no pasan la
prueba de screening auditivo, el diagndstico debe
ser completado tan pronto como sea posible y no
mas tarde de la edad de 3 meses. En todos estos
casos, el estudio de los genes GJB2/GJB6 resulta
una herramienta muy util como complemento del
screening audioldgico.

La implementaciéon de un Programa Nacional
de Deteccién Temprana de Hipoacusias en la Ar-
gentina parece ser particularmente compleja, ya
que es un pais muy extenso con una distribucién
de recursos muy desigual. De hecho, muchas re-
giones del pais no tienen acceso a un nivel basico
de tecnologia o a servicios médicos especializa-
dos. En contraste, los Programas de Pesquisa
Neonatal ya estan establecidos y la mayoria de la
poblacién tiene acceso gratuito mediante el en-
vio de una gota de sangre seca. En la actualidad,
el Programa de Pesquisa Neonatal de la Ciudad
de Buenos Aires utiliza manchas secas de sangre
para confirmar Fibrosis Quistica mediante la bus-
queda de mutaciones en el gen CFTR. Debido a
las caracteristicas sociales antes mencionadas,
en Argentina hay un retraso en el diagnéstico que
incrementa los costos de por vida esperados para
la sordera. Por lo tanto, seria interesante evaluar
la conveniencia de incluir el analisis de los genes
GJB2/GJB6 en el actual panel de screening de
enfermedades congénitas.

Sin lugar a dudas, el estudio de los genes GJB2
y GJB6 ha contribuido en gran medida al escla-
recimiento de la etiologia de la sordera, y como
consecuencia, ha mejorado el diagnostico y el
asesoramiento genético. Sin embargo, el nume-
ro de pacientes en los que no se han encontrado
mutaciones en alguno de estos genes todavia es
alto, por lo tanto, en el caso de estos pacientes
el desafio a futuro sera determinar qué otros ge-
nes podrian estar implicados en el desarrollo de
hipoacusia neurosensorial no sindrémica.
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