REVISTA FASO ANO 31-N¢1 - 2024

Otologia y Neurotologia

Estudio prospectivo del fenotipo audiologico
y de la progresion de la hipoacusia
neurosensorial no sindromica asociada al
genotipo homocigota c.35delG en GJB2

Prospective study of the audiological phenotype and progression
of non-syndromic sensorineural hearing loss associated with the
homozygous c.35delG genotype in GJB2

Estudo prospectivo do fendtipo audioldgico e progressio da perda
auditiva neurossensorial ndo sindromica associada ao genotipo

homozigoto c.35delG em G]JB2

Biol. Raul Reynoso®, Lic. Fga. Maria Inés Salvadores®, Lic. Fga. Fanny Quinteros®,
Dra. Adela Sembaj®, Dr. Ignacio del Castillo®, Dr. Carlos A. Curet®

Resumen

Introduccion: La hipoacusia neurosensorial no
sindromica debida a la mutacién mas prevalente
¢.35delG en el gen GJB2, anula la funcién de la co-
nexina 26 en el oido interno, proteina esencial para
la audicion. En la mayoria de los pacientes, la hi-
poacusia es prelocutiva severa a profunda, estable
y simétrica; sin embargo, hay informes sobre algu-
nos casos con hipoacusia progresiva y moderada.
Se propuso realizar el seguimiento audiolégico
continuo a 2 hermanas hipoactisicas homocigotas
¢.35delG y establecer la correlacién genotipo-feno-
tipo.

Material y Método: Durante 40 afos, se llevaron
a cabo examenes audiologicos en 2 hermanas hi-
poacusicas pertenecientes a una familia con 4 in-
dividuos sordos. Tras obtener el consentimiento
informado, se identificé mediante biologia molecu-
lar la mutacion ¢.35delG como la causa genética de
hipoacusia.

Resultados: El andlisis y seguimiento de los da-
tos audioldgicos en las 2 hermanas homocigotas
¢.35delG reveld que la hipoacusia intrafamiliar fue
de penetrancia completa y expresividad variable.
Una de las hermanas presentaba hipoacusia leve
y progresiva, afectando las frecuencias neutras en
forma incipiente y agudas en forma leve, con suave
pendiente en la audiometria tonal y escaso despla-
zamiento en la logoaudiometria. A diferencia de
esta, su hermana con la misma mutacién presenta-
ba hipoacusia severa.

Conclusiones: Los datos confirman la variabilidad
en la progresion intrafamiliar de la hipoacusia in-
ducida por la mutacién recesiva c.35delG en GJB2.
La observacion justifica el seguimiento audioldgico
continuo para estos pacientes y se advierte que este
tipo de pérdidas auditivas pasarian el Cribado Au-
ditivo Neonatal Universal.

Palabras clave: hipoacusia, postlocutiva, progresi-
va, GJB2, c.35delG.
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Abstract

Introduction: Non-Syndromic Sensorineural Hea-
ring Loss due to the most prevalent mutation
¢.35delG in the G]JB2 gene abolishes the function of
Connexin 26 in the inner ear, an essential protein for
hearing. In most patients, the hearing loss is severe
to profound, stable, and symmetric. However, there
are reports of some cases with progressive and mo-
derate hearing loss. We intended to continuously
monitor the auditory status of two homozygous
sisters with ¢.35delG and establish the genotype-
phenotype correlation.

Material and Method: Audiological examinations
were conducted on two deaf sisters from a family
with four deaf individuals for 40 years. After ob-
taining informed consent, the c.35delG mutation
was identified as the genetic cause of hearing loss
through molecular biology.

Results: Analysis and monitoring of audiological
data in the two homozygous sisters with c.35delG
revealed that intrafamilial hearing loss had comple-
te penetrance and variable expressivity. One sister
had mild and progressive hearing loss affecting
neutral frequencies incipiently and high frequen-
cies mildly, with a gentle slope in tonal audiome-
try and minimal displacement in logoaudiometry.
In contrast, her sister with the same mutation had
severe hearing loss.

Conclusions: Our data confirm the variability in in-
trafamilial progression of hearing loss induced by
the recessive ¢.35delG mutation in GJB2. This ob-
servation justifies continuous audiological monito-
ring for these patients, and it is noted that this type
of hearing loss would pass the Universal Newborn
Hearing Screening.

Keywords: hearing loss, postlingual, progressive,
GJB2, ¢.35delG.

Resumo

Introducgdo: A Surdez Neurosensorial Nao Sindro-
matica devido a mutagdo mais prevalente c.35delG
no gene GJB2, anula a funcdo da conexina 26 no
ouvido interno, uma proteina essencial para a au-
digdo. Na maioria 2 pacientes, a surdez € pré-lo-
cutiva, severa a profunda, estavel e simétrica. No
entanto, ha relatos de alguns casos com surdez pro-
gressiva e moderada. Nos propusemos a realizar
o acompanhamento audioldgico continuo de duas
irmas homozigotas surdas c.35delG e estabelecer a
correlagdo genotipo-fendtipo.

Material e Método: Durante 40 anos, foram realiza-
dos exames audioldgicos em duas irmas surdas de

uma familia com quatro individuos surdos. Apos
obtencdo de consentimento informado, a mutagao
¢.35delG foi identificada por biologia molecular
como a causa genética da surdez.

Resultados: A andlise e acompanhamento dos
dados audioldgicos nas duas irmas homozigotas
¢.35delG revelaram que a surdez intrafamiliar tin-
ha penetrancia completa e expressividade variavel.
Uma das irmas apresentava surdez leve e progres-
siva afetando as frequéncias neutras de forma inci-
piente e agudas de forma leve, com inclinagao sua-
ve na audiometria tonal e deslocamento minimo na
logoaudiometria. Ao contrario desta, sua irma com
a mesma mutagao apresentava surdez severa.

Conclusdes: Nossos dados confirmam a variabili-
dade na progressao intrafamiliar da surdez induzi-
da pela mutagao recessiva c.35delG no G]B2. Esta
observagao justifica 0 acompanhamento audioldgi-
co continuo para esses pacientes e alerta que este
tipo de perda auditiva passaria no Teste Auditivo
Neonatal Universal.

Palavras-chave: perda auditiva pos-lingual, pro-
gressiva, GJB2, c.35delG.

Introduccion

La hipoacusia neurosensorial (HNS) es la disca-
pacidad sensorial mas comun y afecta gravemente
la vida de las personas®. Segtn el informe de la Or-
ganizacion Mundial de la Salud, mas de 1500 millo-
nes de personas en todo el mundo tienen distintos
grados de HNS y se espera que aumente a mas de
2500 millones en 2050 (https://www.who.int/zh/
news-room/fact-sheets/detail/sorder-and-audiing-
loss), generando pesadas cargas sociales y econo-
micas para los pacientes y sus familias, como asi
también para la sociedad.

Existen numerosos factores que causan sordera,
como el envejecimiento, farmacos ototdxicos, fac-
tores ambientales, factores genéticos, inflamacién
y otras causas desconocidas®. Sin embargo, vale la
pena sefialar que mas del 60% de los casos graves de
HNS en recién nacidos o en la primera infancia estan
relacionados con factores genéticos®”. Dependiendo
de su asociacion con otras anomalias organicas, los
casos de sordera hereditaria generalmente se agru-
pan en 2 categorias, es decir, HNS sindrémica e HNS
no sindréomica (HNSNS), que representan el 30% y
el 70% del total de casos de sordera hereditaria, res-
pectivamente®. Los patrones de herencia de HNSNS
incluyen herencia autosémica recesiva (DFNB, 80%),
autosémica dominante (DFNA, 15%-20%), herencia
ligada al cromosoma sexual X (DFN, 1%) y heren-
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cia del ADN mitocondrial (1%)®. Hasta la fecha, se
ha informado que un total de 161 loci genéticos (68
dominantes y 93 recesivos) y 134 genes (45 dominan-
tes, 74 recesivos y 5 ligados al cromosoma X) estan
asociados con HNSNS segtn la base de datos sobre
HNS hereditaria (https://hereditaryhearingloss.org/;
consultada en agosto de 2022).

A pesar de este grado de heterogeneidad genéti-
ca, las variantes en un gen, GJB2 (MIM 121011), re-
presentan hasta el 50% de los casos de HNSNS en el
locus DFNB1 en muchas poblaciones del mundo, lo
que convierte a GJB2 en el gen mas frecuentemente
asociado con esta afeccion®. El andlisis de mutacio-
nes en este gen es una prueba genética clinicamente
util y, por lo tanto, ampliamente disponible.

GJB2 codifica la proteina conexina 26 (CX26),
un miembro de la familia de conexinas de protei-
nas comunicantes. Las conexinas se oligomerizan
para formar hemicanales hexaméricos llamados
«conexones», que estan presentes en la membrana
plasmatica, donde pueden unirse con conexones
de células adyacentes para formar uniones en hen-
didura funcionales®. Estos canales de union son
permeables a iones y pequenos metabolitos con
masas moleculares de hasta 1200 Da®”. Pueden es-
tar compuestos por una misma clase de conexina
(homomérica) o diferentes (heteromérica), modifi-
cando asi la permeabilidad selectiva de las uniones
comunicantes®. Se ha propuesto que la expresion
de GJB2 en la cdclea, es que las uniones comunican-
tes que contienen CX26 funcionan para mantener la
homeostasis del cation K+ en la endolinfa, al trans-
portar el K+ lejos de las células ciliadas durante la
transduccién auditiva®. Hasta la fecha, se han des-
crito mas de 300 variantes alélicas diferentes (The
Human Gene Mutation Database) en el gen GJB2(°.
La mutacién recesiva c.35delG representa la mayo-
ria de las mutaciones en caucasicos con HNSNS@.
Esta mutacion truncante da como resultado un cam-
bio de marco de lectura y una terminacién prematu-
ra de la proteina CX26, y su pérdida de funcion en
la coclea. Los autores del presente trabajo y otros
autores han demostrado que la c.35delG es muy
frecuente en la poblacién de pacientes con HNSNS
en Argentina® "),

Investigaciones sobre la correlacién genotipo-
fenotipo en diferentes cohortes de pacientes no
relacionados entre si y con HNSNS, y con muta-
ciones bialélicas en GJB2, demostraron que las per-
sonas homocigotas para la mutacion c.35delG tie-
nen HNSNS de inicio congénito o prelocutivo y es
significativamente mas grave que los heterocigotos
compuestos c.35delG/no-c.35delG™.

Objetivos

En este estudio se propuso documentar el feno-
tipo audiologico mediante el seguimiento continuo
de Ia HNSNS a 2 hermanas con mutaciones bialé-
licas en homocigosis (c.35delG/c.35delG) en el gen
GJB2 de la CX26 y correlacionarlo con el genotipo.
Los presentes hallazgos contribuyen a mejorar el
asesoramiento genético a los pacientes y sus fami-
lias, y alerta que estos casos pueden pasar el Criba-
do Audito Universal Neonatal.

Material y Método

Sujetos de estudio

La familia con HNSNS, estaba compuesta por
un total de 10 personas en 2 generaciones, incluidos
4 miembros afectados. Con el consentimiento infor-
mado obtenido de cada individuo, un total de 7 fa-
miliares (4 afectados y 3 no afectados) participaron
en un estudio de evaluacién clinica (Figura 1). Los
datos clinicos y las muestras de sangre de cada pa-
ciente, se obtuvieron de una coleccion prospectiva y
de seguimiento continuo entre 2004 y 2023. El estu-
dio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospi-
tal Nacional de Clinicas de la Facultad de Ciencias
Meédicas, UNC (Registro N.° 140/12).
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Figura 1. Pedigri de la familia argentina VASF012 con cuatro
generaciones y sus fenotipos audioldgicos. Arbol genealdgico
de la familia afectada con HNSNS de herencia autosémica re-
cesiva. Los hombres se indican con cuadrados, las mujeres con
circulos y los fallecidos con una linea diagonal que atraviesa
el simbolo. Probando: flecha; simbolo blanco: audicién normal;
simbolo blanco con un punto negro: portador con audicién nor-
mal; simbolo negro: con HNSNS.
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Datos Clinicos

Se obtuvo la historia clinica de cada participante
de la familia mediante un cuestionario para reco-
pilar lo siguiente datos: edad de inicio, evolucién
y simetria del deterioro de la audicion, presencia
de tinnitus, uso de antibidticos aminoglucdsidos y
otras manifestaciones clinicas relevantes. Todos los
participantes recibieron las evaluaciones clinicas y
audioldgicas realizado en el examen fisico, inclu-
yendo audiometria de tonos puros (PTA, del inglés
Pure-tone average), logoaudiometria, timpanome-
tria, respuesta auditiva del tronco encefalico (ABR),
productos de distorsién por emisién otoacustica
(DPOAE), electrococleograma. Se realiz6 TC de pe-
flasco para verificar malformacién de oido interno.
Fueron excluidos como causa de la HNSNS los fac-
tores ambientales. La gravedad de la HNSNS fue
clasificada por el valor medio de PTA en 500, 1000,
2000 y 4000 Hz, como leve (26-40 dB), moderado
(41-55 dB), moderadamente grave (56-70 dB), grave
(71-90 dB) y profundo (>90 dB), respectivamente.

Extraccion de ADN

El ADN genomico, se extrajo de 5 ml de sangre
periférica de cada uno de los 7 individuos de la fa-
milia VASF012, mediante la técnica del buffer CTAB.

Prueba Genética para la Mutacion c.35delG
en el Gen GJB2

Para el cribado de la mutacién ¢.35delG en nues-
tros pacientes, utilizamos un método rapido y sen-
cillo basado en el principio de la PCR-RFLP (del in-
glés Polymorphism Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism) mutagénesis sitio dirigida.
Después de la amplificacion mediante PCR, se lle-
va a cabo una digestion enzimatica utilizando una
enzima de restriccion para identificar y confirmar la
presencia de la mutacién® (Figura 2).
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Figura 2. (a): fundamento molecular de la PCR-mutagénesis si-
tio dirigida, seguida de RFLP para la deteccién de la mutacion
¢.35delG en el gen GJB2. La letra «C» indica el nucleétido en la
posicion 236, el cual reemplaza un nucleétido de Adenina en la
secuencia silvestre(.

Figura 2. (b): A: fotografia del gel de agarosa con el producto de
PCR (207pb). B: analisis de los genotipos luego de la digestion
con la enzima BseLl. Calle 1y 4: heterocigotas; calle 2: homo-
cigota; calles 5 a 8: no portadores; calle 9: marcador de tamafio
molecular.

Resultados

Caracteristicas clinicas de los participantes

El pedigri de la familia argentina de cuatro ge-
neraciones oriunda de la provincia de San Juan,
Argentina, fue construido de acuerdo con las des-
cripciones verbales de los participantes (Figura 3).
En la familia, habia 4 individuos con discapacidad
auditiva, afectados por HNSNS recesiva, bilateral,
simétrica de estable a progresiva. Los resultados de
la PTA mostraron que tenia un deterioro predomi-
nante para todas las frecuencias y especialmente
las agudas (Figura 2). Ademas, segtn el mapa de
distribucion por edades, la edad de inicio de la dis-
capacidad auditiva varid entre 1 y 5 afnos en esta fa-
milia, y la mayoria de estos pacientes desarrollaron
HNSNS, principalmente alrededor de los 4 afios. A
la paciente (VASF012-05) tomada como caso indi-
ce, se le realizo el seguimiento continuo de su salud
auditiva durante un periodo de cuatro décadas, a
partir de la edad de 5 afios cuando fue diagnostica-
da de HNSNS de etiologia desconocida (Figura 3).

Correlacion genotipo-fenotipo

La prueba molecular para detectar la mutacion
truncante ¢.35delG en el gen GJB2, mediante el mé-
todo de PCR-RFLP, determind la etiologia genética
de la HNSNS en los 4 individuos hipoactsicos de la
familia. Comprobamos que en la familia segregaba
la mutacion de herencia recesiva c.35delG en el gen
GJB2. El analisis de los datos audioldgicos y segui-
miento de las HNSNS en 2 hermanas (VASF012-05
y VASF012-04) se realiz6 a partir de los 5 afios de
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Paciente de referencia - (c.35delG/c.35delG)

Paciente VASF012-05 - (c.35delG/c.35delG)
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Figura 3. Audiogramas de tonos puros, de las 2 hermanas estudiadas de la familia VASF012, con HNSNS y sus genotipos (c35delG/
c.35delG), significativamente diferentes al del paciente de referencia homocigoto ¢.35delG. La audicién normal implica umbrales de

0-20 dB, como indica la linea de puntos.

edad, pero el estudio genético recién se les realizd
a los 25 y 23 afios de edad, respectivamente. Con
los datos del estudio genético, se pudo establecer la
etiologia genética de la HNSNS en la familia. Ade-
mas, se pudo determinar el genotipo para otros 5 in-
tegrantes de la familia que participaron del estudio
genético. En los 4 individuos homocigotos c.35delG
afectados, la HNSNS fue de penetrancia completa,
pero de expresividad variable. En 2 hermanas de la
familia, ante un mismo genotipo, la expresividad
de la HNSNS fue diferente al resto de sus otros 2
familiares, 2 tios que eran sordos profundos, pre-
locutivos con retraso del lenguaje. Las hermanas
presentaban hipoacusia leve, generalmente estable,
de aparicion tardia y progresiva, afectando las fre-
cuencias a partir de 1000 Hz en forma incipiente y
las agudas en forma leve, con una suave pendien-
te en la audiometria tonal, escaso desplazamiento
en la curva de la logoaudiometria (Figura 3). En la
paciente VASF012-05, el diagnoéstico de su HNSNS
fue entre los 4 y 5 afos de edad, refiriendo que la
hipoacusia para algunos sonidos agudos comenzd
a los 4 anos. La progresion de la hipoacusia en esta
paciente fue muy lenta con respecto a su hermana.
Actualmente con 46 anos de edad usa audifonos,
posee hipoacusia asimétrica y calificé para implan-
te coclear unilateral. En su hermana, la hipoacusia
evolucioné de manera diferente, siendo de grado
grave del oido derecho y de grave a severa en oido
izquierdo, corrigiendo su déficit con audifonos.

Discusion

El seguimiento continuo a los pacientes con
diagnoéstico de HNSNS hereditaria, con el fin de po-
der evaluar el mejor tratamiento para aminorar los
efectos de su discapacidad auditiva, esta adquirien-
do una importancia cada vez mayor en el ejercicio
de la medicina traslacional. En muchas ocasiones,
este seguimiento continuo prima sobre los resul-
tados puramente genéticos. La mutacion recesiva
¢.35delG en el gen GJB2 es una de las mutaciones
mas prevalentes asociadas con la HNSNS del tipo
DFNBI1. Esta mutacion truncante, anula la sintesis
y la funcién de la proteina CX26 en el oido interno,
que es crucial para la audicion normal. En la clini-
ca de nuestros pacientes, la mutacién homocigota
¢.35delG causa diversos fenotipos auditivos intrafa-
miliares que van desde una sordera congénita pro-
funda al nacer, hasta una pérdida auditiva leve y
generalmente estable al final de la infancia.

El mecanismo molecular del fenotipo variable
(incluida la gravedad y la presencia o ausencia de
progresion) en pacientes con mutaciones homoci-
gotas c.35delG en el gen GJB2 no esta claro. La ex-
presion de la Cx26 se localiza, principalmente, en
2 grupos de células de la coclea: células epiteliales
no sensoriales y células del tejido conectivo. Se cree
que los canales de conexones en la coclea estan com-
puestos por Cx26 y otras proteinas conexinas, que
ayudan a mantener el potencial endococlear en la
endolinfa, que es esencial para la excitacion y fun-



REVISTA FASO ANO 31-N¢1 - 2024

cion de las células ciliadas sensoriales, al facilitar
el paso de iones de potasio entre las células®. Sin
embargo, no existe una relaciéon aparente y demos-
trable entre cambios especificos en las funciones de
las conexinas (canales) y los fenotipos de pérdida
auditiva inducida por las mutaciones. Ademas,
nuevos experimentos demuestran que la supuesta
interrupcion del reciclaje de K+ no es un mecanis-
mo principal de sordera para la pérdida auditiva
inducida por deficiencia de conexina. Las mutacio-
nes en otras conexinas, como en Cx30 (GJB6), Cx29
(GJC3), Cx31 (GJB3) y Cx43 (GJA1) también pueden
causar pérdida auditiva con cambios patologicos
en la coclea. Estos nuevos estudios, proporcionan
informacion invaluable sobre los mecanismos de
sordera que subyacen a la pérdida auditiva induci-
da por la mutacién de conexina y también brindan
informacién importante para desarrollar nuevas es-
trategias protectoras y terapéuticas"®. No obstante,
los mecanismos celulares detallados que subyacen a
estos cambios patolégicos en la céclea, atin no estan
claros. Ademas, se sabe poco sobre cambios patolo-
gicos inducidos por mutaciones especificas in vivo y
hay poca informacion disponible para humanos. Se
necesitan urgentemente mas estudios de este tipo.
Sin embargo, ahora sale a la luz y se comprende
que diferentes mutaciones tienen efectos variables
sobre la funcidn de las uniones comunicantes, algu-
nas de esas mutaciones conducen a la ausencia de
proteinas y otras conducen a proteinas expresadas,
pero con funcién alterada. Es probable que estas al-
teraciones especificas de las mutaciones, asi como
las diferencias en otros modificadores genéticos y
ambientales, expliquen la variabilidad de expre-
sion, tanto en la gravedad como en la progresion
de la pérdida auditiva en pacientes con el mismo
genotipo.

Este es el primer trabajo que informa sobre la
mutacion c.35delG de la conexina 26 y su correla-
cion genotipo-fenotipo «intrafamiliar» en un segui-
miento de 40 afios, que demuestra la posibilidad de
presentar diferentes fenotipos de HNSNS, siendo,
por lo tanto, un hallazgo original e invaluable, que
pone en alerta sobre estas variantes de HNSNS, ya
que no serian detectadas al momento de hacerse el
cribado auditivo neonatal universal, manifestando-
se recién algunos afios mas tarde.

Conclusiones

Este estudio proporciona informacién invalua-
ble sobre el seguimiento continuo de la HNSNS
inducida por la mutacion c.35delG en homocigosis,
en una familia argentina de cuatro generaciones, y

también brinda informacién molecular y clinica adi-
cional para establecer una fuerte correlacién geno-
tipo-fenotipo importante para este tipo de pérdida
auditiva. Los datos presentados confirman que no
se podria predecir el fenotipo segtn el tipo y la ubi-
cacion de la variante patogénica en GJB2. Por tanto,
el establecimiento de correlaciones genotipo-fenoti-
po es extremadamente dificil, debido a la compleji-
dad molecular de GJB2, sus diversas caracteristicas
clinicas y el pequefio nimero de pacientes estudia-
dos. La variabilidad fenotipica observada en pa-
cientes hipoactisicos homocigotos para la mutaciéon
c.35delG en la familia, es el resultado de una inte-
raccion compleja entre factores genéticos, ambien-
tales y epigenéticos. Esto hace que cada paciente
sea inico en términos de la gravedad de la pérdida
auditiva y la edad de inicio, y subraya la importan-
cia de un enfoque terapéutico individualizado en
la atencion médica y genética de su salud auditiva.
Los individuos homocigotas c.35delG con fenotipos
de HNSNS de inicio tardio y, por lo tanto, de inicio
postlocutivo, pasarian la prueba del cribado auditi-
vo neonatal universal. Esto retrasaria la deteccion
de la HNSNS, su diagndstico y el tratamiento de la
pérdida auditiva permanente y progresiva.

Los autores no manifiestan conflictos de interés.
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