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RESUMEN

Las mutaciones del gen de la conexina 26 (locus DFNBI, en el brazo largo del cromosoma 13) dan
cuenta de 60 % de las familias con sorderas neurosensoriales no sindrémicas autosémicas
recesivas en poblaciones caucdsicas. La prueba para la deteccion de la mutacién 35delG,
el andlisis de heteroduplex y la secuenciacién de la regién codificante del gen de la
conexina 26 en miembros de 15 familias cubanas con este tipo de sordera, arrojaron los
resultados siguientes: en 10 de 15 familias (66,66 %) se observaron mutaciones en ambos
alelos de la conexina 26, por lo que se clasificaron como sorderas tipo DFNB1. En estas
familias DFNBI1, 25/32 cromosomas analizados contenian la mutacion 35delG para una
frecuencia de 0,781. Las mutaciones E47X y W77R se observaron en heterocigosis con la
35delG. En 2 hipoacusicos se detectaron también en heterocigosis las mutaciones puntua-
les M34T/R143W y VOSM/R184P, respectivamente. Los hallazgos permitieron apreciar
la alta frecuencia del tipo de sordera DFNB1 entre las sorderas no sindrémicas autosémicas
recesivas que existian en la poblacion cubana. El aspecto més destacable de la investiga-
cion es la similitud de sus resultados con los encontrados en poblaciones caucasicas relacio-
nadas con el origen étnico de la poblacién cubana. Este trabajo constituye la primera
comunicacion de estos estudios en el medio cubano.
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Las sorderas no sindrémicas prelocutivas
constituyen el defecto sensorial hereditario
mas frecuente que se conoce.!? Las muta-
ciones en el gen de la conexina 26 (CX26), locus
DENBI, en el brazo largo del cromosoma 13,

dan cuenta de 60 % de estas hipoacusias con
herencia recesiva, de 20 % de todas las sorde-
ras infantiles y se han encontrado en portadores
sanos de poblaciones caucésicas con una fre-
cuencia que oscila entre 1 22,8 %.>3



Las conexinas son una familia de protei-
nas integrales de membranas que forman 4
dominios transmembranales, que se encuen-
tran en las uniones intercelulares de tipo hen-
didura. Estas uniones o canales intercelulares,
constituyen el sistema principal de comuni-
cacion e intercambio de electrolitos,
metabolitos y mensajeros secundarios entre
las células.5” Cada canal se compone de 2
mitades denominadas conexiones y cada co-
nexion estd constituida por 6 moléculas de
conexina. En mamiferos se han descrito has-
ta el momento 13 tipos de conexinas diferen-
tes, cada una de las cuales presenta una lo-
calizacion tisular especifica.® 1

El gen de la conexina 26 (CX26) se ex-
presa en varias estructuras del oido interno,
como son la estria vascular, la prominencia
espiral y el limbo espiral de la céclea.! Se
ha postulado que el papel principal de los
canales de CX26 a ese nivel, seria asegurar
el flujo de los iones potasio requeridos para
el mecanismo fisioldgico de la audicion.®"
Aun cuando se conoce por diferentes estu-
dios epidemiolégicos que las sorderas son un
problema de salud mundial,"'? y que las in-
vestigaciones genético-moleculares sobre
estas han alcanzado resultados impresionan-
tes,'>!4 los estudios de este tipo han estado
delimitados a poblaciones determinadas, ya
sea por razones de recursos o por idoneidad
de 1a poblacion en cuestion.>*5!15 Se des-
conoce el papel que pudieran desempefiar las
mutaciones del gen de la conexina 26 en fa-
milias cubanas con sorderas neurosensoriales
no sindrémicas con herencia autosémica
recesiva. Este trabajo constituye la primera
comunicacién de este tipo de investigacion
en el medio cubano.

METODOS
PACIENTES

Se estudiaron 47 individuos afectados
de sordera neurosensorial no sindromica,

168

bilateral, congénita o prelocutiva, de inten-
sidad severa a profunda pertenecientes a 15
familias, documentados en los Departamen-
tos de Audiologia y Genética Clinica del
Hospital Pediatrico Docente “Willian So-
ler”. EL diagndstico de sordera autosdémica
recesiva se basé en los criterios mendelianos
establecidos para este tipo de patrén de
herencia, para lo que se trazaron los arbo-
les genealdgicos y se recogieron datos de 3
generaciones o mas en cada una de las fa-
milias en cuestion.'? Se incluyeron los re-
sultados de 4 familias que presentaban un
solo miembro afectado sin antecedentes
prenatales, perinatales y posnatales de in-
terés. Los padres respectivos estaban vivos
y presentaban audicién normal, también
confirmada audiométricamente.

DETECCION DE MUTACIONES
Se aplicaron 3 tipos de técnicas:

1. Prueba para la deteccion de la mutacion
35delG en el gen de la conexina 26.

2. El andlisis de heteroduplex de la region
codificante del gen CX26.

3. Secuenciacion automatizada del fragmen-
to en cuestion.

Se obtuvo DNA de sangre periférica
en los afectados y sus familiares por méto-
dos estandares. E1 ADN gendmico se am-
plificé por reaccién en cadena de la
polimerasa (RCP), utilizando los primers
siguientes:

Upper primer: 5- CAAACCGCCCAGAGTAGAAG-3
Lower primer: 5-CATAATGCAAAAATGAAGAGG-3

Las reacciones se realizaron en un
termociclador Perkin-Elmer 9600.

La prueba para la deteccidn de la mu-
tacion 35delG fue creada por los especia-



listas de la referida Unidad de Genética
Molecular,®y se basa en la determinacién
precisa del tamafio de un fragmento del gen
para detectar la pérdida de un nucleétido
en el alelo 35delG. En aquellos casos en
que no se detectd la deleccién 35delG o esta
apareci6 en heterocigosis, se realiz6 anali-
sis por heteroduplex y secuenciacién del
fragmento en cuestion por electroforesis
capilar, que se llevo a cabo en unAbi Prism
310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer). Los
resultados se presentan en tablas confec-
cionadas al efecto.

RESULTADOS

En 10 de 15 familias (66,6 %) se ob-
servaron mutaciones en ambos alelos de la
conexina 26, por lo tanto se clasificaron
como DFNBI (tabla 1). En las familias
DFNBI, 25 de 32 cromosomas afectados
analizados contenian la mutacion 35delG,
para una frecuencia de 0,781. Otras muta-
ciones del gen CX26 detectadas fueron la
E47X,1a W77R, 1aM34T, 1aR143W, VO5M
y R184P, cada una en un cromosoma res-
pectivamente (tabla 2). En 18 cromosomas
la delecion 35delG apareci6 en homocigosis,
mientras que en 7 cromosomas se observo
en heterocigosis (tabla 3). Las mutaciones
M34T y la R143W aparecieron en un pa-
ciente con una sordera familiar,
neurosensorial, bilateral, de severa a pro-
funda al momento del diagndstico que no ha
impedido un desarrollo normal del lengua-
je. Las mutaciones V95M y la R184P apa-
recieron en otro paciente con una sordera
neurosensorial, bilateral, congénita, pro-
funda y esporadica. En un afectado con
la 35delG, atn no se ha identificado la
segunda mutaciéon. Como era de esperar
la mutacion 35delG fue la mas frecuente
entre los portadores de las familias estu-
diadas (tabla 4).

TABLA 1. Familias con sorderas autosémicas recesivas segin
pesquisaje de mutaciones en el gen de la conexina 26

Tipo de sordera Ndmero de familias %
DFNB1 10 66,6
No DFNB1 5 33,33
Total 15 100

TABLA 2. Mutaciones detectadas en las familias DFNB1

Mutacion ~ Nidmero de cromosomas  Tipo de mutacion
35delG 23132 Delecion/CML
E47X 3132 Sin sentido
W77R 1132 Sentido erroneo
M34T 1132 Sentido erroneo
V95M 1132 Sentido erroneo
R184P 1132 Sentido erroneo
R143W 1132 Sentido erroneo

CML: corrimiento del marco de lectura.

TABLA 3. Comportamiento de las mutaciones 35delG

Comportamiento Nimero de cromosomas  Otra mutacion

Homocigotas 18

Heterocigotas 5 3E47X; TW77R; NI

NI: no identificada.

TABLA 4. Deteccidn de portadores de mutaciones en el gen de la
conexina 26

Tipo de mutacion Namero de individuos %
35delG 13 76,4
E47X 1 58
W77R 1 58
V95M 1 58
R184P 1 58
Total 17 100
DISCUSION

Los hallazgos permiten apreciar la alta
frecuencia del tipo de sordera DFNBI entre
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las sorderas no sindrémicas autosdémicas
recesivas de la poblacién cubana. El aspec-
to mas destacable de la investigacion es la
similitud de los resultados obtenidos aqui,
con los encontrados en poblaciones de ori-
gen caucisico,** relacionadas con el origen
étnico de la poblacién cubana.

La poblacion cubana estd compuesta por
2 etnias principales: la formada por los des-
cendientes de los emigrantes espafioles, y
la que fue introducida mediante el trafico
de esclavos africanos durante los siglos xv1,
xvII, Xxvill y parte del xix. También existe un
componente asidtico de menor cuantia,
como resultado de las inmigraciones esti-
muladas por los espafioles al suprimirse la
trata de esclavos. En la casuistica de este
trabajo se encontrd un solo paciente negro,
que resultd6 homocigoto para la mutacion
35delG. En sus padres se confirmé
molecularmente el estado de portador de
esta mutacion, la que se pens6 pudiera ha-
ber sido heredada de sus ancestros de ori-
gen caucasico, dado el alto grado de mesti-
zaje de la poblacién cubana. La mutacion
35delG es la causa mas comun de sordera
recesiva en poblaciones nortefias y surefias
de Europa, incluida Espaiia.’® Si la alta fre-
cuencia de la mutacién 35delG en diferen-
tes grupos étnicos apoya la hipdtesis de la
naturaleza hipermutable de las 6 guaninas
en el gen de la CX26,>%! el efecto funda-
dor, seria la circunstancia o el mecanismo
mas probable que explique su origen y el de
otras mutaciones CX26 en poblaciones mes-
tizas como la cubana.

De las 15 familias con mutaciones en
el gen de la conexina 26, 4 presentaron un
solo miembro afectado (casos esporadicos).
Petit y otros sugirieron el posible papel
que podrian desempefiar estas mutacio-
nes CX26.13 De los cromosomas afecta-
dos, 50 % (4 de 8) tenian la mutacion
35delG en homocigosis o en heterocigosis.
En un individuo con la delecién 35delG no
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se ha podido encontrar la mutacién de ori-
gen materno. Existen otros casos similares
comunicados en la literatura médica.® El
estudio de la regién promotora del gen CX26
en el paciente y su madre fue normal. Dada
la gran heterogeneidad genética de las sor-
deras recesivas'* y de la alta frecuencia
de portadores de la delecién 35delG en la
poblacién general,*>1'1% se proponen 3 ex-
plicaciones posibles:

1. Que se trata de un portador de la muta-
cién 35delG, heredada por via paterna,
con la mutacion materna en otro gen no
CX26 (herencia digénica).

2. Que sea un portador de la delecién 35delG
con otro tipo de sordera recesiva.

3. Que sea un portador de la delecién 35delG
y que su sordera no sea de causa genética.

Se observaron proporcionalmente mas
mutaciones puntuales en los casos espora-
dicos que en los familiares. En términos de
utilidad practica se puede plantear que el
pesquisaje de mutaciones en el gen de la
CX26 en pacientes con sorderas esporadi-
cas, ha permitido clasificar etiolégicamente
la pérdida auditiva como sordera de causa
genética y precisar los riesgos de
recurrencia, antes desconocidos. Esto sera
motivo de un trabajo ulterior.

Todas las mutaciones que se encontra-
ron en las familias cubanas, en el gen de la
CX26 produjeron la pérdida de funcién de
este gen y presentaron caracteristicas muy
variables (tabla 2) como deleciones con cam-
bios en el marco de lectura, sustitucion de
un nucledtido por otro y apariciones de
codones de terminacién. Estas también han
sido identificadas en otras poblaciones.>”-!
Al parecer existe ademds de la frecuente
delecién 35delG, otra proporcién importante
de mutantes del gen de la CX26 que pudie-
ra ocasionar la aparicién de una proteina
mas corta.>*¢ Por lo tanto detectar la lon-



gitud de la proteina podria ser un método
rapido, que convendria evaluar, pues abar-
caria en una sola prueba, un mayor niimero
de mutaciones del gen de la CX26 que pro-
ducen sorderas DFNB1. Queda atin por rea-
lizar por bidlogos moleculares y clinicos
un trabajo importante y extenso, relaciona-
do con la correlacién fenotipo-genotipo, para
determinar el grado de hipoacusia asociado
con los diferentes tipos de mutaciones del

les y conocer la respuesta a métodos tera-
péuticos novedosos como la ozonoterapia y
el implante coclear.

Los autores de este trabajo coinciden
con otras comunicaciones en que las DFNB1
se colocan en la misma catergoria de en-
fermedades monogénicas tan comunes como
la sicklemia y la fibrosis quistica,® por lo
que debe ser conocida por los especialistas
con vistas a realizar las investigaciones

pertinentes para su confirmacion diagnéstica
y prevencion.

gen de la conexina 26, precisar la influen-
cia de otros factores genéticos o ambienta-

SUMMARY

Mutations in the connexin 26 genes (locus DFNBI1) in the long arm of the chromosome 13) account for 60% of
the families with non-syndromic autosomal recessive deafness in Caucasian populations. The test for detection
of 35delG mutation, the heteroduplex analysis and the connexin 26 gene coding region sequencing in members of
15 Cuban families with this type of hearing loss yielded the following results: in 10 of the 15 families (66,66 %)
mutations of both connexin 26 alleles were observed, so their deafness was classified as DFNB1-type. In this
DFNBI1-type families, 25 of the 32 analyzed chromosomes showed 35delG mutation for a frequency of 0.781.
E47X and W77R mutations were observed in heterozygosis with the 35delG mutation. M34T/R143W and V95M/
R184P punctual mutations were also detected in heterozygosis in two hypoacoustic patients respectively. The
findings demonstrated the high frequency of DFNB1 deafness among the non-syndromic autosomal recessive
deafness affecting the Cuban population. The most striking aspect of this research work is the similarity between
these results and those found in Caucasian populations in relation with the ethnic origin of the Cuban population.
This paper is the first communication of these studies in Cuba.

Subject headings :DEAFNESS/congenital; DEAFNESS/genetics; CONNEXINS; MUTATION; HEREDITARY
DISEASES/diagnosis; CUBA; CHROMOSOMES; HUMAN, PAIR 13; ALLELES.
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