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DEFINICION DE SUBTIPOS DEL SINDROME
DE USHER EN POBLACION COLOMBIANA

USHER SYNDROME SUBTYPES DEFINITION IN
COLOMBIAN POPULATION

RESUMEN

Introduccion. El Sindrome de Usher (USH), de
herencia autosémica recesiva, se caracteriza por
sordera congénita sensorial, Retinitis Pigmentosa y
disfuncidn vestibular. Se conocen 3 tipos clinicos y
12 subtipos genéticos. En Colombia no se conocen
las frecuencias de los subtipos genéticos ni las
mutaciones mas frecuentes. Objetivo. El objetivo
de este trabajo fue definir el subtipo genético en
72 individuos con USH e identificar las mutacio-
nes causantes de la enfermedad. Métodos. Se
identificaron 72 individuos con USH de diferentes
ciudades del pais. Se realizé andlisis de haplo-
tipos para los 12 loci asociados a USH hasta el
momento y analisis mutacional de los exones con
mayor frecuencia de mutaciones reportadas en los
genes USH. Resultados. Se logré definir el subtipo
genético en 23 individuos y se identificé la mutacion
causal en 14. Se identificaron dos mutaciones en
el gen MYO7A, la p.R634X y la p.R1986X; y tres
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en el gen USH2A, la ¢.2299delG, la p.R334W, y
la g.G129T. Conclusidon. Se logré identificar el
subtipo genético en el 31.9% y la mutacion causal
en el 19.4% de la poblacion.
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ABSTRACT

Introduction. Usher Syndrome (USH), is an au-
tosomal recessive disorder characterized by the
association of sensorineural hearing loss, retinitis
pigmentosa (RP) and variable vestibular areflexia.
Three clinical types and 12 genetic subtypes
have been described. In Colombia, frequencies
of genetic subtypes and more frequent mutations
are unknown. Objective. The aim of this work
was to define the genetic subtype in Colombian
population with USH. Methods. 72 individuals with
USH were selected from different cities around
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the country. Haplotype analysis was performed to
identify segregation to any of the 12 known USH
loci. Mutational analysis of some exons was per-
formed in USH genes. Results. Genetic subtype
of 23 individuals and pathological mutation in 14
were identified. Two mutations were identified
in MYO7A gene, p.R634X and p.R1986X; and
three in the USH2A gene, ¢.2299delG, p.R334W,
and g.G129T. Conclusion. Genetic subtype was
identified in 31.9% of the population and pathologic
mutation in 19.4%.

Key words: Usher Syndromes, Retinitis Pigmento-
sa, Deafness, Hearing Loss, Sensorineural.

INTRODUCCION

El Sindrome de Usher (USH) es una enfer-
medad genética de herencia autosémica recesi-
va, que cursa con hipoacusia sensorial, retinitis
pigmentosa (RP) y en algunos casos, disfuncién
vestibular. Es la causa més frecuente de sordoce-
guera en el mundo (1). Su prevalencia se calcula
en un rango de 3,5 a 6,2 casos de cada 100.000
habitantes (2); su frecuencia en Colombia es de
3,2/100.000 habitantes, constituyendo el 9,6% de
la poblacion sorda y el 10% de la poblacién ciega
(3-5). Se reconocen tres tipos clinicos del sindrome:
USHL1 con sordera profunda congénita, disfuncion
vestibular y aparicion de RP antes de los 15 afios;
USH2 con hipoacusia congénita de moderada a
severa, respuesta vestibular normal, e inicio de
RP después de los 15 afios; y USH3 con pérdida
auditiva progresiva, respuesta vestibular variable
y aparicion de RP en edad variable (6).

A cada uno de los tres tipos clinicos le co-
rresponden varios subtipos genéticos. Al tipo | le
corresponden siete subtipos (USH1B-H) (7-13) y
de ellos 5 genes han sido identificados: MYO7A
(USH1B), USH1C (USH1C), CDH23 (USH1D),

PCDH15 (USH1F) y SANS (USH1G) (14-18). Para
el tipo Il, tres loci han sido descritos y los genes
identificados: USH2A (USH2A), VLGR1b (USH2C)
y WHRN (USH2D) (19-22). Dos loci han sido identi-
ficados para el fenotipo USH3, de los cuales solo el
gen USH3A, ha sido identificado (23, 24). El locus
USH3B se sobrelapa con el locus USH1H (25). De
todos los subtipos genéticos, los mas frecuentes
son el USH1B para el tipo | y el USH2A para el
tipo Il (26).

En Colombia no se conocen frecuencias de los
subtipos USH y el estudio de los genes asociados
al sindrome toma gran relevancia para la clasifi-
cacion de afectados y posterior genotipificacion
de sus familias. Los resultados de estos estudios
permiten disefiar un panel diagndstico mutacional
para la poblacion colombianay ofrecer un diagnos-
tico confirmatorio. El objetivo del trabajo fue definir
los subtipos presentes en poblacién colombiana
con sindrome de Usher, con el fin de establecer
frecuencias e identificar mutaciones.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

Se evaluaron 1972 individuos de institutos
para sordos con el fin de identificar casos de USH,
seleccionados en tamizajes previos del Instituto de
Genética Humana de la Universidad Javeriana y
la Fundacion Oftalmoldgica Nacional en 11 ciuda-
des del pais. Se diagnosticaron 72 individuos con
sindrome de Usher, a quienes se les realiz6 fondo
de ojo, electrorretinograma (ERG), campimetria,
angiografia, fotos de fondo de ojo y audiometria.
Adicionalmente, se les tomé muestra de 10 ml de
sangre periférica por puncion venosa, previa firma
del consentimiento informado y posteriormente se
realizo extraccion del ADN por la técnica Fenol-
Cloroformo para realizar los estudios moleculares.
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Pruebas moleculares
Andlisis de haplotipos

El ADN fue extraido por medio de la técnica
Fenol-Cloroformo. Se analizaron los 12 loci conoci-
dos asociados al USH en las familias informativas.
Se amplificé el DNA por PCR para los marcadores
STRP del kit Linkage Mapping Set v2.5 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las PCR fueron
purificadas y analizadas en el equipo ABI-PRISM
3130xl, los resultados analizados con el software
GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) y los haplotipos construidos con el software
GeneScreen (lttyBitty Computers, San Jose, CA).

Andlisis de SSCP

Se realiz6 andlisis de SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) para los 21 exones
gue codifican para la isoforma corta del gen USH2A
en los individuos con USH tipo Il. Las amplifica-
ciones se realizaron en el termociclador icycler
BIO-RAD. Se utilizé el siguiente protocolo estandar:
un ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de
95°C por 1 minuto, la temperatura de anillamiento
correspondiente en cada caso por 1 minutoy 72°C
por 1 minuto, seguidos por un ciclo de elongacién
final a 72°C por 7 minutos. Una vez obtenidos los
productos se realiz6 analisis de SSCP para cada
uno de los exones, en las camaras DeCode y Mini-
Proteam Il de BIO-RAD, segun las condiciones de
estandarizacion en cada caso. Las bandas fueron
visualizadas con tincion de nitrato de plata. Los
patrones anormales fueron secuenciados.

Analisis de secuenciacion
Se secuenciaron aquellos exones en donde

se ha reportado mayor frecuencia de mutaciones
de los genes asociados a cada subtipo segregado.
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Adicionalmente, se realiz6 secuenciacion del exon
13y de todos los patrones anormales detectados
por analisis de SSCP del gen USH2A. El proce-
dimiento utilizado para la secuenciacion fue el
siguiente: una vez obtenido el producto de PCR
se purificd y se realiz6 la reaccién de secuencia-
cion con 2ul de ready reaction mix, 2ul de buffer
5X, 1ul de primer y 5ul de producto purificado.
Las condiciones de temperatura fueron: 95°C por
10 segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por 4
minutos, por 35 ciclos. Se realiz6 la precipitacion
de la reaccién de secuenciacion por el método de
etanol. Las secuencias se realizaron en el ABI-
PRISM 3100-Avant con el kit de secuenciacion
BigDye terminator version 3.1. Finalmente, se
realizd el andlisis de secuencias con el software
DNAstar.

RESULTADOS

Se diagnosticaron 72 individuos con USH para
el presente estudio: 45 (62.5%) corresponden a
USHL1, y 27 (37.5%) a USH2. De la poblacién con
USHL1 (45 individuos) se logro identificar el subtipo
genético en 9 de ellos: 6 del subtipo USH1B, uno
del USH1D, uno del USH1F y uno del USH1G.
Una familia USH1 no mostré segregacion con los
loci conocidos para el USH. Se logré identificar la
mutacion causal de la enfermedad en tres de los
individuos con USH1B.

La primera de las mutaciones identificadas en
el gen MYOTA, corresponde a una mutacion previa-
mente reportada, la c.1900C>T, p.R634X (27) en el
exon 16 en un individuo perteneciente a una familia
consanguinea clasificada como USH1B (familia
10USH) (figura 1). La mutacién se encuentra en
estado homocigoto en los 3 individuos afectados y
en estado heterocigoto en los 2 progenitores 'y en 6
de los hermanos sanos. Esta mutacién representa
una frecuencia alélica del 2.2%.
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Figura 1. Andlisis de haplotipos para los marcadores del locus USH1B en las familias 10USH (arriba) y 35USH
(abajo). Los puntos dentro de los individuos indican a los portadores de las mutaciones identificadas.

La segunda mutacion se identificd en dos
propositos. Uno de ellos, es un individuo perteneci-
ente a una familia no consanguinea con 3 individ-
uos afectados (familia 35USH) (figura 1). Se trata
de un cambio en el ex6n 45, ¢.5956C>T, p.R1986X
(figura 2). La mutacion fue identificada en estado
homocigoto en los 3 afectados de la familia y en
estado heterocigoto en los dos progenitores y la
hermana sana. Esta misma mutacion fue identi-
ficada en otro individuo no relacionado en estado
heterocigoto representando una frecuencia alélica
del 3.3% y no fue identificada en 50 controles sa-

nos colombianos no relacionados. Adicionalmente,
se identificaron algunos polimorfismos en el gen
MYO7A previamente reportados (Tabla 1).

De la poblacion con USH2 (27 individuos), se
logré identificar el subtipo genético en 14 de ellos:
13 USH2Ay uno USH2C. Se identificaron tres mu-
taciones en el gen USH2A: La primera de ellas, la
mutacion ¢.2299delG en el exdn 13 previamente
reportada fue identificada en 7 individuos (26),
representando una frecuencia alélica del 14.8%;
se identifico en estado homocigoto en un individuo

Figura 2. Electroferograma de la mutacion ¢.5956C>T, p.R1986X. A la izquierda,
secuencia sin la mutacion. A la derecha, secuencia con la mutacion en estado homocigoto.
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Tabla 1. Presentacion global de los resultados moleculares obtenidos en el estudio.
a) Cambios nuevos identificados en este estudio.
b) Dos de estos individuos fueron heterocigotos compuestos para las dos mutaciones.

No. de
e Sultiios Gen Numero de | Mutaciones individuos Polimorfismos
individuos | identificadas con la identificados
mutacion
USH1B MYO7A |6 €.1900C>T 1 €.1936-23G>A
p.R634X
2 €.2035G>A
c.5956C>T p.V679I
p.R1986X?
€.5326+13C>T
USH |
USH1D CDH23 |1 - - c.4738G>A
p.A1580T
USH1F PCDH15 |1 - - c.65T>G p.S19A
USH1G SANS 1 - - -
No segrega- - 1 - - -
cion
No identificado | - 35 - - -
€.2299delG 7° c.504A>G
p.T168T
USH2A USH2A |13 €.1000C>T 4p
p.R334W c.1931A>T
1 p.D644V
0.129G>T*
USH c.4457G>A
Il p.R1486K
c.4252-24 -
13delCTTT?
USH2C VLGR1b |1 - - €.8567-60G>T
€.18625-7T>C
No identificado | - 13 - - -
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y en sus 2 hermanos afectados. Adicionalmente
se identificd en estado heterocigoto en otros 6
individuos no relacionados, en 4 de ellos el otro
alelo aun no ha sido identificado y en los otros dos
se identifico en estado heterocigoto compuesto
con la mutacién p.R334W. La mutacion, p.R334W
presente en el exdn 6 previamente reportada
(28), también fue identificada en dos individuos
no relacionados en estado homocigoto para una
frecuencia alélica del 11.1%. La tercera mutacion,
reportada por los autores previamente (29), se
identifico en el exén 1 en la region 5’'UTR, en un
individuo perteneciente a una familia consan-
guinea con 3 individuos afectados. Se trata de
una transversién G—T en la posicion 129, a 259
pb corriente arriba del codon de inicio ATG. El
cambio se encuentra en estado homocigoto en los
3 individuos afectados y en estado heterocigoto
en todos los demas individuos de la familia. El
cambio no fue identificado en 100 controles sa-
nos colombianos. En la familia clasificada como
USH2C, no se identificd mutacion.

DISCUSION

De la poblacién analizada se diagnostico un
62.5% como USH1y 37.5% como USH2. Estudios
en Europa muestran una proporcién de 25-44% de

USH1, 56-75% de USH2 y cerca del 2% de USH3
(30-32). En el presente estudio, la proporcion de
individuos con USH2 puede estar siendo subesti-
mada dado que el tamizaje se realizé en escuelas
para sordos donde la mayoria presenta pérdidas
profundas y por lo tanto hay menos casos tipo 2;
mientras que en los paises europeos la poblacién
suele obtenerse en clinicas oftalmolégicas (30-
32), en las que identifican més facilmente los tipo
2 puesto que se realiza el estudio audioldgico en
poblacion con RP y de este modo logran la detec-
cion de individuos con hipoacusias leves o mod-
eradas. Adicionalmente, el diagnéstico del USH2
suele realizarse tardiamente, debido a la edad de
aparicion de la RP.

Se logré definir el subtipo genético en 23 indi-
viduos (31.5%) y la mutacién causal en 14 de ellos
(19.2%). Un estudio piloto realizado por Tamayo
y cols, revel6 resultados iniciales que mostraban
una mayor frecuencia de los subtipos USH1B y
USH2A, lo que ya concordaba con la literatura
mundial (33). En este nuevo trabajo, se logré am-
pliar la muestra y asi tener una vision mas global
de las frecuencias de los subtipos en Colombia.
En la tabla 2 se observan las frecuencias de los
subtipos dentro de la poblacion genotipificada en
este estudio. Una familia tipo | y la familia tipo 1l

Tabla 2. Frecuencias de los subtipos identificados en la poblacion genotipificada.

. _ : - Numero de Frecuencia dentro del
Tipo clinico Subtipo genético . . .
familias tipo clinico
USH1B 6 66,7%
Tipo | USH1D 1 11,1%
USH1F 1 11,1%
USH1G 1 11,1%
i USH2A 13 92,8%
Tipo Il
USH2C 1 7,1%
TOTAL 23
ISSN 0120-5498 « MEDICINA (Bogotd) Vol. 32 No. 4 (91) Pags. 285 - 294 « Diciembre 2010
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no mostraron segregacion con los loci conocidos
para el sindrome de Usher, lo que deja abierta la
posibilidad de proponer al menos un locus nuevo
asociado a esta enfermedad.

Los resultados de este trabajo podrian ser
comparables con un analisis mutacional de los
genes USH1 realizado en los Estados Unidos y el
Reino Unido, el cual revela una proporcién de US-
H1B del 39% y de USH1D del 35%, seguidas por
un 7% de USH1C, un 11% de USH1F y un 7% de
USH1G (34). Los resultados en la poblacion colom-
biana son concordantes con este reporte en cuanto
a la menor proporcién de casos USH1F y USH1G;
aunque difieren con respecto a las frecuencias de
los subtipos USH1C y USH1D, siendo este ultimo
el segundo subtipo mas comuin para USH1 en el
estudio de la referencia. Segun estos resultados,
es posible plantear la hipétesis de que la frecuencia
de estos subtipos en Colombia es més baja que en
otras poblaciones.

Entre los individuos USH1 se identificaron dos
mutaciones, las dos en el gen MYO7A. La muta-

cion p.R634X, revela con una frecuencia alélica
de 2.2% en la poblacion con USH1, y muestra
una frecuencia baja en los reportes de la literatura
mundial es decir que es igual a lo reportado (27).
Esta mutacion se encuentra en el dominio de ca-
beza motora de la proteina myosina VIIA (figura 3).
La segunda mutacion identificada, p.R1986X, con
una frecuencia alélica de 3.3% en individuos con
USH1. Esta mutacion es nueva identificada en este
estudio y podria tratarse de una mutacion propia
de poblacion colombiana. Este cambio da como
resultado una proteina de solo 1985 aminoacidos,
190 aminoacidos menos que la proteina silvestre.
Se encuentra ubicada en el dominio de cola de la
proteina (figura 3). La prediccién de la proteina in-
dica que pierde el Gltimo dominio FERM, importante
para la interaccion con la proteina Sans en la red
de proteinas USH (35, 36). No se lograron iden-
tificar las mutaciones causales de la enfermedad
en las familias USH1D, USH1F y USH1G, a pesar
de que se secuenciaron los exones con mas alta
mutabilidad, lo que evidencia un comportamiento
mutacional diferente a lo reportado.

Figura 3. Esquema de los genes MYO7Ay USH2A. Ubicacién de las mutaciones (enmarcadas en cajas)
y los polimorfismos identificados en este estudio.
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El 93,8% de los individuos USH2 genotipifica-
dos fueron clasificados como USH2A, una frecuen-
cia concordante con la observada a nivel mundial
de 90 a 95% (19, 37-39). En resumen, fueron
identificadas tres mutaciones en el gen USH2A.
De un total de 13 individuos USH2A, se identifico
la mutacion causal en 10 de ellos. En este estudio,
la mutacion ¢.2299delG representa una frecuencia
alélica del 14.8% y una frecuencia en la poblacion
analizada de 25.9%. Esta se considera la mutacion
mas frecuente en el subtipo USH2A, siendo respon-
sable del fenotipo en el 22 al 25% de las familias
USH2A (40, 41). Si se observa la frecuencia alélica
en la poblacion estudiada, la mutacién ¢.1000C>T
es casi tan frecuente (11.1%) como la ¢.2299delG,
aunque en otras poblaciones su frecuencia no
es tan significativa (42, 43). Esta mutacion es la
segunda mutacién mas frecuente para USH2A
en poblacion colombiana analizada. EI cambio
g.129G>T, no ha sido identificado previamente en
otras poblaciones y presenta una frecuencia del
3.7%. Se defini6 como mutacion porque cumple
con 2 de los 3 criterios establecidos: se segrega
con laenfermedad y no esta presente en poblacion
sana (29). Posteriores estudios serdn necesarios
para definir si causa alteraciones en la expresion
de la proteina. Recientemente se han reportado
estudios que demuestran la presencia de un gran
namero de mutaciones en los demas exones que
componen la isoforma larga del gen USH2A (51
exones adicionales) (44), lo que demuestra que en
un futuro, cuando se logre secuenciar la totalidad
del gen, se podra genotipificar a la mayor parte de
la poblacion colombiana con USH2.

No se logré identificar mutacién alguna en la
familia USH2C. El estudio del gen VLGR1b aso-
ciado a este subtipo, se ha tornado dificil a nivel
mundial ya que pocas familias son clasificadas
como USH2C y el gen es muy grande (90 exones),
lo que dificulta la busqueda de mutaciones. Reci-
entemente, se reportd una nueva delecioén asociada

con este fenotipo (45), pero es claro que solo la
secuenciacion total del gen podra aportar datos
concluyentes acerca de la presencia de mutaciones
en este gen.

En conclusion, en este estudio se logré identi-
ficar el subtipo genético en el 31.5% y la mutacion
causal en el 19% de la poblacion. Se identificaron
tres mutaciones previamente reportadas y dos mu-
taciones nuevas en los genes MYO7A y USH2A.
Estos resultados muestran un buen inicio para
establecer un panel mutacional propio de pobla-
cion colombiana. Los resultados permiten obtener
una vision global de la distribucién de los subtipos
genéticos del sindrome de Usher en Colombia.
Estos resultados son los primeros reportados en
Colombia, constituyen la Ginica bibliografia referen-
ciada sobre el tema en el pais y en Sur America.
Los hallazgos del trabajo resaltan la importancia
de crear un panel diagnostico mutacional propio
de poblacion colombiana, con el que se pueda
definir el diagnostico certero desde temprana edad
0 en tamizajes neonatales de la poblacion general
y establecer una correlacién genotipo-fenotipo en
poblacion sorda afectada de esta enfermedad.
Definir el correcto tipo clinico y el correspondiente
subtipo genético de la enfermedad, es una he-
rramienta importante que se puede ofrecer a los
pacientes con esta forma de sordoceguera, lo que
permite el analisis preciso del fenotipo y facilita el
diagnéstico temprano.
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