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Resumen

Introduccion: Las pérdidas auditivas son heredables en un 50-60% de los casos.
Dentro de estas, las sorderas no sindrémicas predominan y se han descrito mas de 40
genes asociados. Uno de los mas frecuentemente implicados es el gen de Otoferlina
(OTOF).

Objetivo: Determinar la frecuencia de la mutacion p.Q829X en el gen OTOF en 649
individuos colombianos con sordera no sindrémica.

Materiales y métodos: Se selecciond una poblacion de 649 individuos para realizar la
blsqueda de la mutacion p.Q829X por medio de la técnica PCR-RFLP.

Resultados: Se identificaron 12 individuos con la mutacién p.Q829X (12/649), que
corresponden a una frecuencia del 1,8%.

Conclusiones: La mutacion p.Q829X es la méas frecuente en el gen OTOF, y la tercera
luego de las mutaciones S199F y 35delG en el gen GJB2, causantes de sordera en
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la poblacién analizada. Se observé variabilidad
en el grado de pérdida auditiva en los individuos
homocigotos para la mutacion y presencia de
neuropatia auditiva en el 62,5% de estos casos.

Palabras clave: genética humana, mutacion,
pérdida auditiva sensorineural, pruebas genéti-
cas, sordera.

Title

Frequency of p.Q829X Mutation in Otoferlin
Gene in Colombian Population with non Syn-
dromic Deafness

Abstract

Introduction: Hearing loss is 50-60 % heritable.
Among this, non-syndromic hearing loss is pre-
dominant and more than 40 genes have been re-
ported. One of the most frequently involved is
OTOF gene.

Obijective: To identify the frequency of muta-
tion p.Q829X in OTOF gene, in 649 Colombian
individuals with non-syndromic deafness.

Materials and Methods: A total of 649 indi-
viduals were selected and screened for p.Q829X
mutation using PCR-RFLP analysis.

Results: p.Q829X mutation was identified in 12
deaf individuals (12/649) corresponding to a fre-
quency of 1,8%.

Conclusions: p.Q829X mutation is the most
common in OTOF gene, and the third cause after
S199F and 35delG mutations in GJB2 gene, of
deafness in the analyzed population. Variability
is observed in the degree of hearing loss in in-
dividuals homozygous for the mutation and au-
ditory neuropathy is present in 62,5% of these
cases.

Key words: human genetic, mutation, sensori-
neural hearing loss, genetic testing, deafness.
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Introduccioén

La pérdida auditiva es un trastorno
sensorial comdn[1]. En el mundo, los
reportes muestran una incidencia en la
sordera genética de 1 en 1000 a 2000 re-
cién nacidos[2]. En paises desarrollados,
aproximadamente el 50% de las sorderas
son atribuidas a una causa genética y la
mayoria son de tipo no sindrémico, con
un mecanismo de herencia autosémico
recesivo[3-5].

La sordera no sindromica es alta-
mente heterogénea[6]. Se han descri-
to mas de 40 genes implicados (http://
hereditaryhearingloss.org). El gen de
Otoferlina (OTOF) esta localizado en el
brazo corto del cromosoma 2 (2p23.1),
en el locus DFNB9 y codifica para una
proteina conocida como Otoferlina.
Estd constituido por 48 exones, que
sufren fenémenos de splicing alterna-
tivo, combinados con varios sitios de
inicio en la traduccion de la proteina.
Las isoformas expresadas en el sistema
auditivo central (sistema nervioso cen-
tral) presentan 47 exones (con su co-
don stop respectivo) sin traduccion de
Su exon 48. La isoforma expresada en
células ciliadas de la coclea traduce el
exon 48 y provee a la proteina de region
C-terminal[7].

La mutacién p.Q829X, ubicada en el
exon 22 del gen OTOF, se ha descrito
como la tercera mutacién mas frecuente
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en poblacién espafiola con sordera no
sindromica, luego de las mutaciones en
el gen GJB2, que ocupan un 50% del
total de sorderas no sindrémicas gené-
ticas[8].

La proteina otoferlina pertenece a la
familia de las proteinas citosélicas de
anclaje, se expresa en la céclea, en el
vestibulo y en el cerebro[7, 9]. Se ubi-
ca cerca a las vesiculas sinapticas y a
la membrana plasmatica de las células
ciliadas externas e internas del oido
interno. Ademas de expresarse en la
membrana, se expresa en el polo apical
de células ciliadas internas, especifica-
mente en el Cis-Golgi del sistema de
Golgi y en endosoma temprano. En este
altimo parece cumplir con funciones
de reciclaje constante. Por otro lado, la
Otoferlina se expresa en las células ci-
liadas externas en el polo basal. Su fun-
cion, al parecer, estd en el proceso de
exocitosis celular y de interaccién con
fosfolipidos y otras proteinas. Por esta
razon, estudios enfocados en la carac-
terizacion proteica han formulado la hi-
potesis acerca del papel que desempefia
la Otoferlina en las uniones moleculares
a través de puentes de calcio en vesi-
culas sinapticas, pues esta proteina es
un componente de la gran maquinaria
presinaptica de las células ciliadas[7, 9,
10].

Las mutaciones en el gen OTOF se
han relacionado con sorderas no sin-
drémicas de tipo profundo. Este tipo

de sordera es detectable con una au-
diometria tonal, examen con el que es
posible clasificar la pérdida auditiva del
individuo, pero no permite definir con
certeza el nivel estructural-anatomico
afectado. Para determinarlo son nece-
sarios examenes de emisiones otoacus-
ticas (OAE) y potenciales evocados de
tallo cerebral (ABR). En cuanto al tipo
de dafio presente, si bien se han descrito
individuos afectados por mutaciones en
el gen OTOF que presentan alteracion
coclear, la mayoria parece presentar
neuropatia auditiva[11-14].

En Colombia, los estudios de
Tamayo y cols. demostraron que un
35% de las sorderas eran de origen
genético[15, 16]. Los mismos autores
establecieron significativas frecuen-
cias de mutaciones en genes que codi-
fican para conexinas (GJB2). Asi, en
un estudio en poblacion con sordera no
sindromica institucionalizada se iden-
tificd la mutacion S199F en un 17,9%
de los casos estudiados; seguida por la
35delG, en un 17,0%, y la 167delT, en
un 0,4%[17].

Hasta el momento no se habian re-
portado estudios genéticos en el gen
OTOF en poblacion colombiana. El
objetivo de nuestra investigacion fue
establecer la frecuencia de la mutacién
p.Q829X en 649 individuos colombia-
nos con sordera no sindrémica, selec-
cionados en todo el territorio nacional.
Segln reportes en poblacion espafio-
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la, esta mutacion ocupa el tercer lugar
en frecuencia luego de las mutaciones
35delG en el gen GJB2, y del (GJB6-
D13S1830) en el gen GJB6. Estas mu-
taciones se han reportado en un 28-63%
de afectados con la 35delG en pobla-
cion europea y 5,9-9,7% de afectados
con la mutacién del (GJB6-D13S1830)
[18-21].

Materiales y métodos
Poblacion

La poblacién objeto de estudio estu-
VO compuesta por 649 individuos con
diagnostico de sordera no sindrémica,
evaluados previamente en visitas a ins-
tituciones de las principales ciudades del
pais entre 2002 y 2007. Esta poblacion
cuenta con una completa valoracién of-
talmoldgica, audiolégica y genética. En
los estudios previos ya se habia secuen-
ciado el gen GJB2 y se habian tamizado
las dos deleciones reportadas en el gen
GJB6. A estos 649 individuos con sorde-
rano sindrémica se les realiz6 busqueda
de la mutacion p.Q829X.

Toma de muestra

Previa firma del consentimiento infor-
mado, se tom6 una muestra de 10 ml
de sangre periférica a cada individuo
participante. Se realizd la extraccion
de ADN por medio de la técnica fenol-
cloroformo.
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Analisis moleculares

Una vez obtenido el ADN, para ampli-
ficar el exdn 22 del gen OTOF, se lle-
v0 a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Con este fin se uti-
lizaron los oligonucleotidos: directo 5’
gcccgagcetgteecccagttg 3’ e indirecto 5’
agcctcctgattgageccectgat 3°. Las ampli-
ficaciones se realizaron en el termocicla-
dor BIO-RAD Icycler. Las condiciones
de amplificacién fueron: denaturacion
inicial de 95°C por 3 min, 30 ciclos de
95°C por 30s,67°C por 30sy 72°C por
15s. Elongacion final a 72°C por 7 min.

La busqueda de la mutacion p.Q829X
se realiz6 mediante la técnica de PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Se utilizé la enzima
Bfal (BioLabs), cuya secuencia de
reconocimiento es C*TAG. El producto
de amplificacion tiene un tamafio de 253
pb. Con la mutacién se gana un sitio de
restriccion para la enzima Bfal y se gen-
eran fragmentos de 129 pb y 124 pb. El
protocolo utilizado para la digestion del
producto de amplificacion fue el produc-
to amplificado (5 ul), agua (7 ul), buffer
NE-4 (10X) (1,5 ul) y enzima (1,5 ul),
para un volumen final de 15 pl. La di-
gestion se realiz6 a 35°C durante 12 h.
Los productos de digestion se corrieron
en gel de agarosa SeaKem-NuSieve 3:1
al 3%. El gel fue tefiido con bromuro de
etidio para su visualizacién en luz ul-
travioleta.
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Resultados

Mediante el anélisis de PCR-RFLP
se identificaron 12 individuos con la
mutacion p.Q829X (12/649), que co-
rresponde a una frecuencia del 1,8%.
De estos individuos, 8 presentaron la
mutacion en estado homocigoto y 4 en
estado heterocigoto. De los 4 indivi-

duos heterocigotos, en uno de ellos se
complet6 su genotipo, ya que era hete-
rocigoto para la mutacién M34T en el
gen GJB2. Asi, con la busqueda de esta
mutacion se genotipificaron en total 9
individuos. En la figura 1 se observa
un gel con los patrones caracteristicos
de esta mutacion, segun el anélisis de
PCR-RFLP.

Figura 1. Andlisis de PCR-RFLP para la mutacion p.Q829X

Nota. Carril 1y 4: producto amplificado mediante PCR e individuo negativo para
la mutacion p.Q829X, respectivamente. Carriles 2 y 5: individuos heterocigotos
para la mutacién p.Q829X. Carriles 3y 6: individuos homocigotos para la muta-

cién p.Q829X.

En cuanto a los aspectos fenotipicos de
los 8 casos homocigotos para la muta-
cion p.Q829X, se observo que 3 fueron
casos Unicos de sordera (3/8), con una
frecuencia del 37,5%, y 5 fueron casos
con sordera de tipo familiar (5/8), con
una frecuencia del 62,5%. Otro aspecto
para resaltar de este grupo de 8 prop6-
sitos homocigotos para p.Q829X es el
grado de severidad de la sordera. De los

propositos, 4 presentaron hipoacusia sen-
sorial profunda bilateral, y otros 4, algin
tipo de hipoacusia diferente: una de tipo
sensorial progresiva bilateral, otra severa
a profunda bilateral, una asimétrica seve-
ra en el oido derecho/profunda en oido
izquierdo y otra severa bilateral.

En este grupo las sorderas variaron de
severas a profundas. Finalmente, se
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realiz6 un diagnostico etioldgico de la
hipoacusia, en los individuos homoci-
gotos para p.Q829X, mediante exame-
nes AOE y ABR. La neuropatia auditiva
fue causal de 5 casos de sordera (5/8)
con una frecuencia del 62,5%, mientras
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que la alteracién coclear fue definida en
3 propositos (3/8), para una frecuencia
del 37,5%. En la tabla 1 se describe el
fenotipo genético y auditivo presente
en cada uno de los 8 casos homocigotos
para la mutacion p.Q829X.

Tabla 1. Fenotipo en individuos homocigotos para la p.Q829X

- . Tipo de Consanguinidad Severidad de Dlagn_o_stlco
Codigo Genotipo - auditivo
sordera familiar la sordera o
etioldgico
- . . Neuropatia
6NS1 p.[Q829X]+p.[Q829X]  Familiar Si Profunda bilateral L
auditiva
o . . Alteracion
13NS1  p.[Q829X]+p.[Q829X]  Unica Si Progresiva bilateral
coclear
98NSL [0829]+p.[Q829]  Familiar No Severa a profunda Neuropatia
P P bilateral auditiva
137NS1 [0829]+p.[Q829%]  Familiar Si Asimétrica: OD: Alteracion
. . ili i
P P severa Ol: profunda coclear
. . Neuropatia
205NS1  p.[Q829X]+p.[Q829X]  Unica No Profunda bilateral L
auditiva
- . Alteracion
242NS1  p.[Q829X]+p.[Q829X]  Familiar No Severa bilateral
coclear
. Neuropatia
265NS1 p.[Q829X]+p.[Q829X]  Unica No Profunda bilateral . P
auditiva
- . . Neuropatia
384NS1 p.[Q829X]+p.[Q829X]  Familiar Si Profunda bilateral .
auditiva
Discusion GJB2y GJB6 Y, por lo tanto, su estudio

Mutaciones en el gen OTOF son res-
ponsables del 3,5% de las sorderas no
sindrémicas en poblacion espafiola[8,
11, 22]y del 2,3% en paises de Oriente,
como Pakistan, entre otras poblacio-
nes[23]. El gen OTOF es el tercero mas
frecuentemente asociado a la etiologia de
las sorderas no sindrémicas, después de

toma una especial relevancia.

Este es el primer reporte sobre el gen
OTOF en poblacién colombiana, de la
cual se determiné una frecuencia del
1,8% de la mutacion p.Q829X en la
poblacién con sordera no sindrémica
analizada. Este dato resulta menor al
reportado en poblacién espafiola, don-
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de su frecuencia es cercana al 3%][11,
22, 24].

Con los resultados obtenidos hasta el
momento, la mutacion p.Q829X es la
tercera en frecuencia después de las
mutaciones p.S199F (17,9%) y c¢.35delG
(17,0%) en el gen GJB2, segun lo re-
portado por nuestro grupo en estudios
previos en esta poblacién. Estas tres mu-
taciones deben ser propuestas en el panel
diagndstico de las sorderas en Colombia.

En cuanto a los hallazgos fenotipicos de
los ocho individuos homocigotos para la
mutacion p.Q829X, es interesante com-
parar nuestros resultados con otras po-
blaciones. En nuestro estudio, tres fueron
casos unicos de sordera (37,5%) y cin-
co familiares (62,5%). En este aspecto,
nuestros propositos parecen comportarse
de manera diferente a la poblacion espa-
fiolay a la cubana, en las que predominan
los casos Unicos de sorderas segun repor-
te de Del Castillo y cols., en un estudio
con once individuos con la mutacion
p.Q829X[11, 22, 25, 26].

Esta predominancia de sordera fa-
miliar en la poblacién estudiada sugiere
la busqueda de la mutacion p.Q829X
en los casos familiares de sordera no
sindrémica que asistan a consulta ge-
nética. En cuanto al grado de severidad
de la sordera, en el grupo de ocho pro-
positos homocigotos para p.Q829X fue
claro que si bien cuatro propoésitos pre-
sentaron hipoacusia sensorial profunda

bilateral, los otros cuatro presentaron
variados grados de hipoacusia. Esto re-
sulta diferente a lo reportado en la po-
blacion espafiola por Rodriguez y cols.,
quienes reportan especial “homogenei-
dad”, ya que todos los individuos posi-
tivos para cualquier mutacion en OTOF
expresaron exclusivamente sordera pro-
funda bilateral[11, 22, 27].

En cuanto al diagnoéstico etiologi-
co de la hipoacusia en los individuos
homocigotos para p.Q829X, llama la
atencion que la neuropatia auditiva
fuera causal del 62,5%; mientras que la
alteracion coclear, del 37,5%. Este dato
contrasta ligeramente con lo reportado
en algunos estudios en poblacion espa-
fiola y turca, donde se describe un fe-
notipo de neuropatia auditiva en todos
los casos con mutacion en ambos ale-
los en el gen OTOF[11, 12, 24]. Entre
tanto, nuestra poblacién se comporta
mas similar a lo reportado en un estu-
dio de Rodriguez y cols. en poblacion
argentina, en el que se reporta neuro-
patia auditiva en el 77% de los casos.
Este estudio reafirma el concepto de
gue la correlacion genotipo-fenotipo
puede variar entre poblaciones[11, 22,
24, 28, 29].

En resumen, la mutacion p.Q829X
debe ser incluida en el panel diagnés-
tico mutacional para el diagnostico de
la sordera no sindrémica en poblacién
colombiana, con el que se busca imple-
mentar el diagndstico temprano de este
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tipo de sordera mediante pruebas mole-
cularesy correlacion fenotipo-genotipo.
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