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ABSTRACT

Evaluation of GJB2 and GJB6 gene mutation in Chilean patients with congenital deafness
identified through neonatal screening

If not detected and treated early, congenital sensorineural hearing loss generates impairment in linguistic, inte-
llectual and social development of individuals. Most congenital hearing deficits are genetic. The most common
causes are mutations in GJB2 and GJB6 genes, both located on chromosome 13, encoding junction proteins
that allow the transduction of sound in the inner ear. Objetive: To evaluate the presence of mutations in GJB2
and GJB6 genes in a population of children diagnosed with deafness in Complejo Hospitalario Sétero del Rio
since implementation of the universal newborn hearing screening program. Patients and Methods: 8 patients
with congenital nonsyndromic sensorineural deafness were evaluated. Genomic DNA was extracted from
oral mucosa swabs. PCR was performed to identify the 35delG mutation in GJB2, followed by sequencing of
this gene, and PCR for 2 GJB6 deletions. Results: Two patients were heterozygous for 35delG mutation in
GJB2, being their other alleles normal. Another 2 patients were heterozygous for V271 polymorphism, one of
them also accompanied by p.A148A (c.444C > A) variant. A patient was found with a previously undescribed
mutation (c.4360 C>T) in GJB2's intron 1, being the second allele normal. No mutations were identified in
GJB6. Conclusions: In this population of children, mutations in the GIJB2 gene were an identifiable cause of
congenital sensorineural
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GENES GJB2 Y GJB6 EN SORDERA CONGENITA

RESUMEN

La hipoacusia neurosensorial congénita es una patologia frecuente que si no es detectada y tratada
oportunamente genera alteraciones en el desarrollo del nifio. Desde el afio 2005 se lleva a cabo en el Complejo
Hospitalario Dr. Sétero del Rio un programa de screening auditivo universal para la deteccién precoz de esta
patologia. La mayor parte de los déficits auditivos congénitos son genéticos. La etiologia mas comdn son las
mutaciones en los genes GJB2 y GJB6, que codifican para proteinas “gap junction” que permiten la traduccion
del sonido en el oido interno. Objetivo: Evaluar la presencia de mutaciones de los genes GJB2 y GJB6 en
una poblacion de nifios diagnosticados con hipoacusia congeénita en el Complejo Hospitalario Dr. Sétero del
Rio a través del programa de screening auditivo universal. Pacientes y Método: Se evaluaron 8 pacientes con
hipoacusia congénita neurosensorial no sindromica. Se extrajo ADN genémico de hisopado de mucosa bucal y
se realiz6 PCR para identificar la mutacion 35delG en GJB2, seguida de secuenciacion de este gen, y PCR para
2 deleciones del gen GJB6. Resultados: Dos pacientes fueron heterocigotos para la mutacion 35delG en GJB2,
siendo sus otros alelos normales. Dos fueron heterocigotos para el polimorfismo V271; uno acompafiado por la
variante p.A148A (c.444 C > A). Se encontr6 ademas un paciente con una mutacion no descrita anteriormente
(c.4360 C>T) en el intrén 1 de GJB2, siendo su segundo alelo normal. No se identificaron mutaciones en
GJB6. Conclusiones: En este grupo de nifios estudiados se encontré mutaciones en el gen GJB2, causantes de

sordera neurosensorial congénita.

(Palabras clave: GJB2, GJB6, hipoacusia neurosensorial congénita).
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Introduccion

Se define hipoacusia como una pérdida au-
ditiva con un umbral mayor de 20 dB uni o
bilateral, la cual puede ser neurosensorial, con-
ductiva o mixta. La incidencia de hipoacusia
neurosensorial (HNS) congénita es 1 a 3 de
cada 1 000 recién nacidos vivos*.

Dado el impacto de la pesquisa y tratamien-
to precoz de la HNS, idealmente en la etapa
prelingual, varios paises han iniciado progra-
mas de tamizaje o “screening” auditivo neona-
tal. Los test de screening incluyen la respues-
ta auditiva automatizada de tronco cerebral
(AABR) y las emisiones otoacusticas (EOA)*.
Este screening nace de la necesidad de imple-
mentar tempranamente medidas para mejorar
las habilidades linguisticas y calidad de vida
de los pacientes que sufren esta enfermedad,
considerando que la implementacion de esti-
mulos auditivos durante los primeros 6 meses
de vida es fundamental y critica en el desarro-
llo de habilidades del lenguaje®. El diagndsti-
co y tratamiento de la HNS habitualmente es
retrasado hasta la edad de dos afios a tres afios
cuando no existen programas de tamizajes o
screening auditivo neonatal.

En el afio 2005, en Chile se implement6 el
programa de deteccion precoz de sordera en la
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poblacién de prematuros menores de 32 sema-
nas o menores de 1 500 gramos.

Concomitantemente, en abril de 2005 se
implementd en el Complejo Hospitalario Dr.
Sotero del Rio el programa de screening au-
ditivo universal®. Diversas organizaciones han
recomendado la inclusion del estudio etiol6-
gico de los recién nacidos con sordera, dada
la relevancia del consejo genético e identifi-
cacion de personas en riesgo en los casos de
hipoacusia de causa hereditaria.

La mitad de los casos de sordera se atribu-
yen a factores genéticos y la mitad ambientales.
Las causas adquiridas comdnmente resultan
de infecciones prenatales como la provocada
por los organismos del sindrome de TORCH
(toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus, y
virus herpes). Mas aun, en paises desarrolla-
dos la causa mas comin es representada por
la infeccion congénita de citomegalovirus, con
un prevalencia total al nacimiento de 0,64%.
Entre las causas genéticas, un tercio se deben
a sindromes (Down, Treacher Collins, etc), de
los cuales hay mas de 400 tipos ya descritos.
Un 70% se clasifican como no sindromicos,
por lo que no hay signos fisicos externos que
alerten a la existencia de hipoacusia. La forma
de transmision autosdémica recesiva es la mas
frecuente entre las causas no sindrémicas (75-
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85%) y entre estas, se estima que un 50% se
debe a mutaciones en genes que codifican para
conexinas en el oido interno.

Se ha demostrado que las uniones interce-
lulares gap junction a nivel de las células ci-
liadas internas juegan un rol fundamental en
la homeostasis de iones y electrolitos en el
oido interno, especialmente en el rol de reci-
clar potasio en la céclea, permitiendo asi el
mecanismo de transduccion del sonido. Los
gap junction estan formados por un gran ni-
mero de conexones, que son pequefios canales
proteicos formados por 6 proteinas transmem-
brana, llamadas conexinas’. Las mutaciones en
los genes codificadores de las conexinas pue-
den alterar la funcidn de las proteinas del oido
interno resultando en sordera no sindrémica
congeénita®,

La mutacion més comun es la delecion de
la guanina en la posicién 35 en el gen GJB2
(35delG), localizado en el locus DFNB1 del
cromosoma 13, el cual codifica la conexina
26%4. Esta mutacion ha sido reportada como
causa de un 50% de la sordera pre lingual re-
cesiva en caucasicos. En estas poblaciones, un
10-50% de los pacientes presentan esta muta-
cién en forma homocigota recesiva y otro 50%
heterocigota. Estos Ultimos pacientes pueden
tener otra mutacién en el otro alelo de GJB2, o
una delecion (del) del gen adyacente GJB6 el
cual codifica para la conexina 30: del(GJB6-
D13S1830) o del(GJB6-D13S1854). Estas de-
leciones son comunes en pacientes espafioles
con hipoacusia®*516,

Pese al interés de la pesquisa y rehabilita-
ciéon precoz de la hipoacusia neurosensorial
congénita, las causas de sordera congénita en
nuestra poblacién son desconocidas. El obje-
tivo de este estudio fue evaluar la presencia y
frecuencia de mutaciones en GJB2 y delecio-
nes en GJB6 en un grupo de nifios diagnostica-
dos con hipoacusia neurosensorial moderada y
severa en el Complejo Hospitalario Dr. Sotero
del Rio.

Pacientes y Método

Evaluamos a pacientes con hipoacusia con-
génita neurosensorial (HNS) no sindrémica
moderada a severa derivados del programa de
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screening auditivo neonatal y diagnosticados
en el servicio de otorrinolaringologia en el
Complejo Hospitalario Dr. Sétero del Rio en
el periodo 2005-2008°.

Previo consentimiento informado, se ex-
trajo ADN gendmico de hisopado de mucosa
bucal fijado en tarjeta FTA Card® (Whatman,
Florham Park, NJ. EE.UU.) segln protocolo
del fabricante. Se realiz6 la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) alelo-especifica
utilizando los partidores y las condiciones
descritas por Scott et al'!, para identificar la
mutacion 35delG en GJB2, seguida de se-
cuenciacion bidireccional de los exones 1y
2 y los bordes intrén-exén de este gen, uti-
lizando secuenciador automético ABI3730.
Finalmente, se realiz6 PCR para las 2 dele-
ciones del gen GJB6: del(GJB6-D13S1830) y
del(GJB6-D13S1854), utilizando los partido-
res y condiciones descritas por del Castillo FJ
et al® (figura 1).

Resultados

Diecisiete nifios fueron identificados con
HNS bilateral congénita moderada a severa,
de una poblacién de 23 856 recién nacidos
sometidos a screening auditivo neonatal entre
2005 al 2008 en la Maternidad y Neonatologia
del Hospital Sétero del Rio, es decir, una inci-
dencia de 0,72/1 000. De estos, 8 participaron
en el estudio. Los 9 restantes presentaban hi-
poacusia en relacion a sindromes especificos o
anomalias asociadas como fisura palatina, por
lo que fueron excluidos de este estudio. De los
8 nifios incluidos, tres tenian HNS moderada y
5, profunda. Para esta division se utiliz6 la cla-
sificacion americana de sordera, la cual mues-
tra que un grado leve equivale a una pérdida
entre 20-40 dB, moderado entre 41-60 dB,
61-80 dB severa y una pérdida de la audicion
sobre 80 dB se denomina profunda?.

Los genotipos de los pacientes y su diag-
nostico clinico se encuentran resumidos en la
tabla 1. Encontramos 2 mutaciones conocidas,
una potencial mutacién nueva y dos polimor-
fismos o variantes normales. Durante el estu-
dio inicial realizado con PCR-AS (figura 2), se
demostré que dos pacientes tenian un alelo con
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Emisiones otoactsticas / AABR en perfodo
neonatal {antes del alta)
e
l Resulmdnal:f;gaﬁ:ugmmde I | Hesultado normal Figura 1. Metodologia de estudio gené-
T | tico para GJB2 y GJB6 de pacientes con
Estudio confirmatorio al-3 meses HNS. HNS: hipoacusia neurosensorial.
edad AABR: Automated auditory brainstem res-
- l ponse (Respuesta auditiva automatizada de
Tratamiento [ | Sordera (Casos) I tronco cerebral). PCR: Polymerase chain
especifico
| reaction. Mapa conceptual que muestra
‘ PCRalelo especifico mutacién 35delG (G]B2) I la metodologia de estudio genético para
GJB2 y GJB6, pacientes que dieron posi-
YT e e e ar‘nbos YTy — tivo en_el screening neor_1ata| de_hlpoac_usw
alelos | alelo o sin identificacién procedieron a un estudio confirmatorio a
| los 1-3 meses, finalmente se obtuvieron 8
| Secuenciacion exon 1y 2 de G]B2 casos de sordera a las que se le aplicé es-
. tudio genético mediante PCR para la mu-
- tacion GJB2, si el pacientes no presentaba
Seencuentra Nose encuentra dicha mutacién o era heterocigoto para
variante variante A A
ella, se procedi6 a secuenciar el exén 1y 2
del mismo gen. Posterior a ello se procedié
~ finalmente a la bUsqueda de las 2 delecio-
El nes del gen GJB6: del(GJB6-D1351830) y
del(GJB6-D13S1854).
Tabla 1. PCR dels
Casos Fenotipo del(GJB6- del(GJB6- PCR-AS- Secuenciacion
D1351830) D13S1854) 35delG
1 CX-049  HNS b. Profunda -/- -/- -/- V271 y A148A (c.444 C > A)
2 CX-050  HNS b. Profunda /- /- /- %
3 CX-051  HNS b. Profunda -/- -/- -/- SV
4 CX-052  HNS b. Profunda /- - +/- 35delG
5 CX-053  HNS b. Profunda /- -/- +/- 35delG
6 CX-054  HNS b. Moderada - - /- V271/ -
7 CX-055  HNS b. Moderada -/- -/- -/- g.4360 C > T (intrén 1)
8 CX-056  HNS b. Moderada -/- - /- SV
HNS b.: Hipoacusia Neurosensorial bilateral. SV: Sin variante. “ —: sin mutacién o delecién. +: con mutacién o delecion.

« C1(426 pb)
<+ GJB2 (202 pb)

Figura 2. Electroforesis. Cl: control interno. N: normal. M: Mutado. C-/-: paciente sin mutacién en alelos, al no dibujarse
banda en la columna de alelo mutado (M). C+/-: paciente con un alelo mutado, al presentar bandas en las 2 columnas Ny M,
por lo tanto heterocigoto para la mutacion 35delG n GJB2. C+/+: Paciente con ambos alelos mutados. Esta figura muestra la
electroforesis en gel de agarosa, del caso CX-052, el cual muestra ser heterocigoto para la mutacién 35delG en GJB2.
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la mutacién 35delG. Ambos pacientes presen-
tan hipoacusia neurosensorial (HNS) bilate-
ral y profunda. Esta mutacién fue confirmada
mediante la secuenciacion del gen GJB2. La
secuenciacion del gen GJB2 ademas permitio
identificar la presencia del polimorfismo V271
(sustitucion de valina por isoleucina en el ami-
noacido nimero 27 de la proteina). Esta es una
variante normal y comdn en la poblacion, no
causante de hipoacusia, que se encontré en
dos pacientes no relacionados. En el primero
de ellos, que presentaba HNS bilateral profun-
da, se encontr6 también la mutacion p.A148A
(c.444 C>A), que no ha sido previamente des-
crita por lo que se desconoce su rol patogéni-
co. El segundo paciente que tenia HNS bilate-
ral moderada no present6 otra mutacion en su
otro alelo. Finalmente, un paciente con HSN
moderada fue heterocigoto para una mutacion
nunca antes descrita (c.4360 C>T) en el intron
1 de GJB2.

En el Gltimo paso del estudio se analizaron
las deleciones del gen GJB6 mediante PCR, no
observandose en ningln paciente estudiado di-
chas deleciones.

Discusion

En este estudio observamos una incidencia
de hipoacusia congénita levemente menor que
la publicada en otros estudios pero de magni-
tud suficiente como para justificar la existen-
cia de programas de pesquisa, confirmacion
y tratamiento precoz. Esta menor cifra puede
deberse a que un 35 a 40% de los pacientes con
screening auditivo no acudieron a un estudio
diagnostico confirmatorio, por lo que la cifra
real es probablemente mayor.

Buscamos mutaciones en los genes GJB2 y
GJB6 en 8 pacientes diagnosticados con HSN
aparentemente no sindrémica mediante scree-
ning neonatal en el Complejo Hospitalario Dr.
Sétero del Rio. Los resultados demostraron la
presencia de mutaciones en 2 y polimorfismos
en otros 2 de los 8 pacientes. Ademas, 2 pa-
cientes tuvieron variantes de significado in-
cierto. Dos de los 16 alelos (12,5%) estudiados
presentaron la mutacién 35delG en GJB2. Esto
evidencia que las mutaciones en GJB2 contri-
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buyen a causar hipoacusia congénita en nues-
tro pais.

Estos resultados contrastan con los mostra-
dos en otros estudios como los realizados en
Argentina, donde la mutacién 35delG se pre-
sentd en un 59% de los alelos patologicos estu-
diados, o los resultados mostrados en la pobla-
cion esparfiola o italiana que dio cuenta de una
prevalencia de 55% y 76% respectivamente.
Esto puede deberse al tamafio muestral peque-
fio de nuestro estudio, asi como a la diferente
composicidn étnica de pacientes estudiadas en
estas publicaciones. En apoyo a esta segunda
hipGtesis, nuestros datos muestran cierta con-
sistencia con los datos obtenidos en otros es-
tudios latinoamericanos, donde los porcentajes
son menores a los vistos en poblacién cauca-
sica. Por ejemplo, un estudio de 40 pacientes
venezolanos donde se ve una frecuencia de 8
pacientes (20%) que presentaron la mutacion
de GJB2 en forma heterocigota, sin mutacio-
nes en GJB6Y.

Es importante destacar que en diversos
estudios se ha demostrado que los pacientes
diagnosticados con mutaciones en conexinas
presentan una sordera no progresiva, como lo
demostro el estudio transversal de 1 531 indi-
viduos en 16 paises, con sordera autosémica
recesiva moderada a profunda, a los que se les
realizé un analisis genotipico de GJB2 junto
con un estudio audiométrico en el cual se de-
mostré mediante analisis regresivos de umbra-
les auditivos, una progresion no significativa
de su sordera®.

La variante V271 es un polimorfismo o
variante normal®®, por lo que no explica la hi-
poacusia de los pacientes. Los otros dos ale-
los encontrados A148A (c.444 C>A) (1 alelo)
y ¢.4360 C>T (1 alelo) en GJB2, no han sido
previamente descritos y podrian jugar un rol
en la etiologia de la sordera en pacientes chile-
nos. Sin embargo, hara falta pruebas funciona-
les de cada una de estas mutaciones para com-
probar si cumplirian o no roles en los hallazgos
de sordera. Pese a que la variante 444 es si-
nénima (no cambia el aminoacido codificado),
puede tener algun efecto regulatorio sobre la
expresion génica. Un hallazgo interesante es
la comparacion entre las 2 personas que pre-
sentan el polimorfismo V271, ya que el que lo
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presenta con la variante p.A148A (c.444C>A),
presenta HSN profunda en cambio el pacien-
te que lo presenta solo, tiene HSN moderada.
A pesar que la hipotesis de herencia digénica
de sordera de DFNBL1 ha recibido soporte de
variadas observaciones, al ser ambas conexi-
nas 26 y 30 parte de las mismas estructuras
internas del oido, en este estudio no se identi-
ficaron pacientes que presentaran las mutacio-
nes en el gen GJB6 (del(GJB6-D13S1854) y
del(GJB6-D13518530)) en ningun alelo. Por
el contrario estas mutaciones tienen una alta
frecuencia entre las personas con HNS en Es-
pafia’é.

Adicionalmente, hay estudios recientes
muestran pacientes con mutaciones en el gen
GJB2, que dieron resultado normal negativo
durante el screening neonatal de emisiones
otoacusticas, pero que finalmente expresaron
sordera de manera mas tardia®. De hecho, en el
Centro de Genética de la Facultad de Medicina
Clinica Alemana-Universidad del Desarrollo
hemos encontrado la mutacion en GJB2 en va-
rios pacientes de otros centros, con hipoacusia
neurosensorial prelingual, pero con screening
neonatal normal (datos no publicados), lo cual
sugeriria la necesidad de un segundo screening
en la infancia.

Por dltimo, seria importante aumentar el
namero de recién nacidos que se les realiza un
screening auditivo, asi como el estudio etiol6-
gico de aquellos diagnosticados con HSN. El
estudio genético de estos pacientes ayudara a
comprender la etiologia, a estimar las proba-
bilidades de recurrencia y como una util guia
pronostica de esta patologia.
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