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RESUMEN

La sordera es una pérdida parcial o total de la audicién, que puede manifestarse a cualquier edad y con diferente
grado de severidad. El 50% de las afectaciones de la audiciéon presentan un origen genético, y entre ellas, las
sorderas neurosensoriales no sindrémicas representan el 70%. Las mds frecuentes son las de herencia autosémica
recesiva, que constituyen mds del 80% de los casos. En Cuba, las sorderas autosémicas recesivas a nivel molecular
no se han caracterizado suficientemente. El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de seis mutaciones
en el gen gjb2, en pacientes cubanos con sorderas neurosensoriales no sindromicas. Para la pesquisa de las
mutaciones W24X, M34T, E47X, V95M, W77R y 35delG en este gen, se empleé la técnica PCR-RFLP y la técnica de
heteroduplex. De las seis mutaciones, solamente cuatro se detectaron mediante la técnica PCR-RFLP, y la 35delG
(70%) y M34T (20%) resultaron mds frecuentes. Cada una de las otras dos mutaciones (W77R y E47X) representé
el 5%. El andlisis de heteroduplex resulté ser muy informativo al detectarse la formacién de siete heteroduplex en
los fragmentos analizados, correspondientes a seis pacientes, y en un paciente se observé la formacién de hetero-
duplex en dos fragmentos amplificados. En dos de los pacientes, el heteroduplex complementé una mutacién
anteriormente detectada por la técnica PCR-RFLP. Se identificaron cinco familias en las que el diagnéstico de los
portadores de la sordera hereditaria autosémica recesiva llevé a definir el genotipo responsable de la enfermedad.
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ABSTRACT

Study of six mutations in the gjb2 gene in Cuban patients with nonsyndromic sensorineural deafness.
Deafness is a partial or total hearing loss that can appear at any ages and with different degrees of severity. About
50% of hearing disorders have a genetic origin, and among them, the nonsyndromic sensorineural deafness
represents 70% of the cases. Out of these, the 80% correspond to autosomal recessive inheritance deafness.
Autosomal recessive deafness has not been characterized enough at molecular level in Cuba. The purpose of this
work was to determine the frequency of six gjb2 mutations in the nonsyndromic sensorineural deafness. In order to
detect W24X, M34T, E47X, V95M, W77R, and 35delG mutations in the gjb2 gene, we employed the PCR-RFLP and
the heteroduplex techniques. Four out of the six tested mutations were detected only by using the PCR-RFLP
technique, being the most frequent mutations 35delG (70%) and M34T (20%). The other two mutations detected
employing this technique (W77R and E47X) represented 5% each one. The heteroduplex analysis was very informative
because we detected the formation of seven heteroduplexes in the analyzed fragments, corresponding to six
different patients. The formation of heteroduplexes was obtained in two amplified fragments corresponding to one
of these patients. In two of these patients, the heteroduplex complemented one mutation previously detected by
the PCR-RFLP technique. This work allowed us to identify five families in which the carrier diagnosis of the autosomal

recessive inheritance deafness led to the definition of the genotype responsible for the illness.
Keywords: gjb2, Connexin 26, mutation, PCR-RFLP, heteroduplex

Introduccion

Lasorderaesunapérdidaparcial ototal delaaudicion,
que afecta del 6 al 8% de la poblacién en los paises
desarrollados [1]. Esta puede expresarse a cualquier
edad y con diferente grado de severidad.

L as consecuencias personalesy socialesdelapérdi-
da de la audicion estan muy influenciadas por la se-
veridad del defecto auditivoy por laedad de aparicion.
Si el defecto esseveroy sepresentatempranamente en
la nifiez, causa efectos draméticos en la adquisicion
del habla, y con ello, importantestrastornosen el desa-
rrollo cognoscitivo y psicosocial. Si aparece en edades
avanzadas, afecta la calidad de vida, como resultado
del aisamiento del individuo afectado.

. Autor de correspondencia

El 50% de |as af ectaciones de la audicion tienen un
origen genético [2]. Entre ellas, las sorderas neuro-
sensoriales no sindromicas, en las que la hipoacusia
aparece aislada, sin otros sintomas acompafiantes, re-
presentan el 70% de los casos [3].

L as hipoacusi as no sindrémicas son un grupo clinica
y genéticamente heterogéneo. Las mas frecuentes son
las de herencia autosdmica recesiva, que constituyen
més del 80% de los casos [3].

Las sorderas hereditarias son genéticamente he-
terogéness; se han localizado mas de 100 genes res-
ponsables, diseminados en distintos cromosomas [4].
Entre estos el gen gjb2, localizado en & cromosoma
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13912, quecodificaparalaproteinaConexina26 [5, 6].
Se hademostrado que al gunos defectos en este gen son
responsables de sorderas, tanto con patrones de heren-
cia autosomica dominante como recesiva[1, 7].

El diagndstico molecular de las sorderas heredita-
rias permite la deteccion de portadores y orientar su
conductareproductiva. El asesoramiento genético de-
fine el riesgo que presenta una pareja de tener hijos
afectados y ofrece también la posibilidad del diag-
nostico prenatal .

Otro beneficio que reportael diagndstico molecular
es la clasificacion de la enfermedad en funcion del
defecto genético que se presenta, lo cual se considera
degranimportanciaalaluz delas nuevas opcionesen
el tratamiento personalizado de las enfermedades
genéticas.

La gran heterogeneidad genética de esta afeccion
dificultasu enfrentamiento molecular, pues en cada caso
esnecesario definir el patron de herenciaque sepresenta
y, deacuerdo con este, los posibles genesinvol ucrados.
Esto se complicacuando € patrén es autosomico rece-
sivo, pues muchas vecesno esfactiblesuprecisiony la
afeccién puede considerarse esporadica, ya que en la
entrevistaque serealizaal individuo afectado no reporta
familiares enfermos, ni causas ambientales de su enfer-
medad, apesar de que puedatener familiares portadores
de algunas de las mutaciones del gen gjb2 en forma
heterocigatica.

Lasvariantes que presentan las afectaciones del gen
gjb2 en las sorderas autosdmicas recesivas, permi-
ten establecer una estrategia para su enfrentamiento
molecular, que consisteen el estudioinicial medianteel
andlisis de este gen.

No obstante, este estudio tampoco resultafécil, pues
el gen gjb2 posee una gran heterogeneidad molecu-
lar: se han descrito més de 90 mutaciones diferentes
end [8].

Por tal razdn, lo mésindicado escomenzar el estudio
por aquellas mutaciones del gen gjb2 que se presentan
con mayor frecuenciaen la poblacién deinterés. Deno
ser detectadas, es conveniente utilizar métodos de ané&
lisis que permiten localizar lamutacion en un segmento
restringido del gen, lo cua facilita su caracterizacion.

En Cuba no se han caracterizado suficientemente
las sorderas autosdmicas recesivas a nivel molecular.
El objetivo de este estudio fue determinar |afrecuencia
de seismutaciones en € gengjb2, en pacientes cubanos
con sorderas neurosensoriales no sindrémicas.

Materiales y métodos

Toma de muestras

Setomaron muestras de sangre periféricade 55 pacien-
tes con sordera neurosensorial no sindromica, entre
quienes no se pudo verificar ningunarelacion familiar.

De €llos, 23 presentaban antecedentes familiares, con
patrones de herenciaque por € andlisis de su arbol ge-
neal 6gico podian considerarse autosdmicos recesivos,

y 32 eran casos esporadicos, en los que la entrevista
familiar no reportd ninguin familiar afectado.

Todos | os pacientes se remitieron a Laboratorio de
Biologia Molecular del Hospital Clinico-Quirargico
Hermanos Ameijeiras y del Hospital Pedriético Wi-
Iliam Soler. Todos dieron su consentimiento por escri-
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to para que una muestra de su sangre fuera utilizada
en esta investigacion.

A cada paciente se le extrgieron 10 mL de sangre
periférica, la cual se colectd en tubos que contenian
150 mL de EDTA a 5.6% Yy seconservd a4 °C de 24
a48h.

Ademés, acada paciente se le realiz6 una encuesta
parala confeccién de sus arboles geneal égicos.

Extraccion y purificacién de ADN a partir
de las muestras de sangre

Laextraccion de ADN serealizd por el método de Bun-
cey Welsh [9], basado en la precipitacion salinade las
proteinas de la muestra. Después de este proceso de
purificacion, el ADN se precipitd mediante la adicion
de dos volimenes de etanol absoluto. Posteriormente,
selavo el precipitado con etanol a 70%, se secd al va-
cioy seresuspendio en 1501 deaguaestéril caentada
a56 °C durante 30 min.

Comprobacién de la integridad del ADN
purificado por electroforesis
Convistasaverificar laintegridad del ADN y hacer un
estimado de su concentracion, se le realizo la elec-
troforesis submarina en geles de agarosa a 0.8% con
0.5 X TBE (Tris-borato-EDTA) como solucion tam-
pon de corrida [10].

Laaplicacién del ADN en el gel serediz6 después
de afiadir una solucién tampon de carga a su alicuota
para la verificacion, la cual aumentd la densidad por
la presencia de Ficoll 400 e incorpord un colorante
(bromofenal azul), que sirve para seguir la migracion
electroforética

El ADN sevisualiz6 en el gel mediante tincidn con
bromuro de etidio (concentracion final: 0.5 ng/mL) y
su exposicion aluz ultravioleta (252 nm).

Parala aplicacion de las muestras en €l gel, se uti-
lizaron 2 m_ de muestras y 2 nlL. de solucion tampdn
de carga bromofenol (LB-BFA 6X). Se completd con
agua hasta un volumen final de 10 ..

Deteccién de las mutaciones

Disero de los oligos

Mediante el programa PCGene[11] seanaizd si cada
mutacién, de manera independiente, cambiaba €l pa-
trén de corte de alguna de las enzimas de restriccion
comercializadas, y el resultado fue satisfactorio, por lo
que se disefio un juego de cebadores que amplificarala
region que contiene la mutacion y que permitiera ob-
tener fragmentos digeridos, facilmente diferenciables
electroforéticamente, mediante e programa OLIGO
version 4.1 (National Biosciences Inc.).

Se disefiaron sistemas PCR-RFLP (del inglés, Poly-
merase Chair Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) para la deteccion de las siguientes
cinco mutaciones: W24X, M34T, E47X, V95M y
W77R, conjuntamente con el ya descrito para la de-
teccion de la mutacion 35 delG [12], introducidos en
el Laboratorio de Genética Molecular del Hospital
Clinico-Quirtrgico Hermanos Ameijeiras (Tabla 1).

Técnica de PCR-RFLP

Paraladeteccion delasmutaciones, seempled latécnica
de PCR-RFLP [10], que se basa en la diferenciacion
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delos al el os para cada mutaci6n mediante ladigestion
con enzimas de restriccion de un fragmento amplifi-
cado del gen, que contuviera el sitio de lamutacién.

Seemplearon sistemas PCR-RFL P paraladeteccion
de seis mutaciones: 35delG, W24X, M34T, E47X,
VI95M y W77R (Tablal).

Lareaccion deamplificacion paraellassereaizo en
las condiciones siguientes: 1 mM de MgCl., 0.16 mM
de cada desoxirribonuclettido, 0.7 mM de cadauno de
los cebadoresy 0.75 unidades de laenzimaTagq ADN
polimerasa (PromegaCorp.) utilizando lasolucion tam-
poén suministrada por el fabricante. El volumen final
delareaccion fuede 15ni. Laamplificacion serealizo
en el termociclador PTC 150 (MJResearch, EE.UU.).

Los programas utilizados para la amplificacion de
los fragmentos del gen gjb2 para la pesquisa de las
mutaci ones mediante PCR-RFL P fueron lossiguientes:

- ParalasmutacionesW24X y M34T, lamezclase
desnaturalizé a 94 °C durante 5 min y se sometio a
10ciclostérmicos(94 °C, 155,62 °C, 155, 72°C, 3059),
y posteriormente a 30 ciclos térmicos (89 °C, 15 s;
62 °C, 15, 72 °C, 30 s), seguidos de unaincubacion
final a72 °C durante 10 min.

- Paralas mutaciones E47X y W77R lamezclase
desnaturalizé a94 °C durante 5 miny sesometio a 10
ciclostérmicos (94 °C, 15s;65°C, 15, 72°C,309) y
posteriormente a30 ciclostérmicos (89 °C, 15, 65 °C,
155, 72 °C, 30 s), seguidos de unaincubacion final a
72 °C durante 10 min.

- ParalaV95M, lamezcla se desnaturaliz6 a94 °C
durante 5 min'y se sometié a un ciclo térmico (94 °C,
2min; 58 °C, 1 min; 72 °C, 1 min), y posteriormente a
30ciclostérmicos(94°C, 405, 58°C, 30s; 72°C, 1 min),
seguidos de unaincubacion final a72°C durante 5 min.

- Paraladeteccion delamutacion 35del G, lamezcla
sedesnaturaliz6 a94 °C durante 5 miny sesometié a30
ciclostérmicos (94 °C, 1 min; 60 °C, 1 min; 72 °C, 1 min)
seguidos de unaincubacién final a72 °C durante 7 min.

En cada grupo de reacciones se prepard un control
negativo (mezclade PCR sin ADN) y un control positi-
vo (mezclade PCR con ADN que contienelamutacion
especifica).

El éxito de laamplificacion se comprob6 mediante
electroforesis submarinaen gel deagarosal1.5%[10] y
solucién tampon de corrida 0.5X TBE, al aplicar 5nL
del producto de la reaccion. En todos los geles se in-
cluyd un marcador de peso molecular (100 pb ADN,
Promega Corp., EE.UU.) como muestraindependiente.

Cuando se comprobd laamplificacion del producto
esperado, serealizo ladigestion de 5l del producto
amplificado con la enzima correspondiente durante
16 h, alatemperaturay con lasolucion tampdn reco-
mendada por €l fabricante.

Parael genotipaje de lamuestra, seredizo lacorrida
electroforéticadel producto digerido en gel de poliacri-
lamida al 6% [10] a500 V durante 3 h, y se visuaiza
ron los fragmentos de restriccion mediante tincién con
bromuro de etidio y exposicion a luz ultravioleta. El
genctipo de cada individuo para cada mutacion se de-
fini6 en funcién del patron de fragmentos de ADN que
se observo en la electroforesis.

Técnica de heteroduplex

Debido a la baja cobertura que pudieran reportar las
seis mutaciones estudiadas en el gen gjb2 en la po-
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Tabla 1. Sistemas PCR-RFLP para la detecciéon de las mutaciones estudiadas

Fragmento Enzima, Tamano
Mutacién  Cebadores Secuencias (5'-3') amplificado  restriccién de los
(pb) y fabricante  alelos (pb)
35delG  35delG-1  GGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGG 207 Bsel  Momal: 207
(**) 35delG-2  CTGGTGGAGTGTTTGTTCCCAC (Promega) 1517, 24
waax  cmeX  GAGGTATAATTGACAGATGAA 4 Xba | N"A;m;"; 114
D CAAACCGCCCAGAGTAGAAG (Promega) 88 + 26
+ 26
M34T * Normal:
CCTTTGCAGCCACAACGAT Bl |
M34T Cx26 del 144 121 + 23
D CAAACCGCCCAGAGTAGAAG (Promega) )t odo: 144
E47X-A  GCAAAGGAGGTGTGGGGAGAC* Bfa | Normal: 106
E47X 106 Mutado:
E47XB  GGATGTGGGAGATGGGGAAGTA (Promega) 85 4 21
VosM Cx26-2B CCAGGCTGCAAGAACGTGTG 279 Pml | N‘;;’“:"f?g
Cx26-E TCGAAGATGACCCGGAAGAA (Promega) 190 8o
Mspl Normal:
W77R-A CCATCTCCCACATCCGGCTC*
100 + 82
WI7R  Ww77r-B GCCTTCGATGCGGACCTTCT 182 (Promege) @ e 182

(*) Bases que tuvieron que ser alteradas para crear el sitio de restriccién de la enzima seleccionada.

(**) Desarrollada por Storm Ky cols. (1999) [12].

blacion cubana, se empled también la técnica de he-
teroduplex [13], metodologia sencilla que permite
detectar mutaciones, aunque no definirlas.

Para ello, se disefiaron cuatro juegos de cebadores
gue amplifican cuatro fragmentos sobrelapados del
gen gib2y que cubren todalaextension delaregion co-
dificante parala proteina Conexina 26 (Tabla 2) [14].

La localizacion de las mutaciones caracterizadas
en los cuatro fragmentos definidos para el andlisis de
heteroduplex eslasiguiente:

Fragmento |: mutaciones 35delG, W24X, E47X y
M34T.

Fragmento I1: mutacionesW77R y V95M.

Fragmentos |11 y 1V: ninguna de las mutaciones
estudiadas.

L as seis mutaciones estudiadas provocan laforma-
cion del heteroduplex en sus respectivos fragmentos,
lo cual se verifico antes de comenzar el estudio.

La reaccion de amplificacion para los cuatro frag-
mentos se realizé tal como se describe en el proceso
de deteccion de mutaciones por la técnica de PCR-
RFLP. Todas las amplificaciones se realizaron en un
termociclador de laMJ Research, modelo Minicycler .

Los programas para la amplificacién de los cuatro
fragmentos del gen gjb2 sometidos a andlisis por he-
teroduplex son los siguientes:

Fragmento | del gen gjb2: la mezcla se desnaturali-
z6a94 °C por 2 miny se sometid a30 ciclostérmicos

13. Kapoor A, Jones M, Shafer RW, Rhee
SY, Kazanijian P, Delwart EL. Sequencing-
Based Detection of Low-Frecuency Human
Inmunodeficiency Virus Type 1 Drug-
Resistant Mutants by an RNA/DNA Hete-
roduplex Generator-Tracking Assay. J Virol
(2004); 78:7112-23.

14. Lee SW, Tomasetto C, Paul D, Keyomar-
si K, Sanger R. Transcriptional downre-
gulation of gap-junction proteins blocks
junctional communication in human ma-
mmary tumor cell lines. J Cell Biol (1992);
118:1213-21.

Tabla 2. Sistemas heteroduplex empleados para la localizacién de mutaciones en el gen gjb2

Fragmento Secuencia nucleotidica Fragmento Localizacién
R ) o amplificado
del gengjb2 (5'-3") (pb) del fragmento*
CAAACCGCCCAGAGTAGAAG
! GTGATCGTAGCACACGTTCTTG 221 179 al 399
CCAGGCTGCAAGAACGTGTG
f TCGAAGATGACCCGGAAGAA 269 370al 639
TCGAGGAGATCAAAACCCAGAAG
m GCAAATTCCAGACACTGCAATCA 255 550 al 804
v GCCTTGTCCCAACACTGTGGACT 031 71441943

TGAGCACGGGTTGCCTCATC

(*) Segun la secuencia nucleotidica del ARN mensajero reportada por Lee y cols. (1992) [14].
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(94°C,45s,60°C, 305, 72°C, 30s), seguidosde una
incubacion final a 72 °C durante 2 min.

Fragmento |l del gen gjb2: la mezcla se sometio a
un ciclo térmico (94 °C, 2 min; 58 °C, 1 min; 72 °C,
1 min), seguido de 30 ciclos térmicos (94 °C, 40 s,
58°C, 305, 72°C, 30 9) y finalmente aunaincubacion
a72°C durante 5 min.

Fragmento |11 y 1V del gen gjb2: la mezcla se des-
naturalizé a 94 °C durante 2 min y luego se sometio
alOciclostérmicos (94 °C, 15 s, 62 °C, 155, 72 °C,
30 s). Posteriormente se realizaron 30 ciclos (89 °C,
155,62 °C, 15, 72 °C, 30 ), seguidos de unaincu-
bacion final a 72 °C durante 10 min.

El éxito de la amplificacion se comprobo tal como
se describi6 en €l proceso de deteccidn de mutaciones
por latécnica de PCR-RFLP.

El andlisis de heteroduplex del fragmento corres-
pondiente se realiz6 tomando unaalicuotade 3a8mnL
del producto amplificado, el cua se desnaturalizé en
un blogue térmico a 95 °C durante 5 min, y serenatu-
ralizé con el descenso natural delatemperatura hasta
37 °C. Posteriormente se colocé en bario de hielo, sele
afadieran 2 nl. de la solucién tampdn de carga BFA y
se aplicd en un gel de MDE (FMC, EE.UU.) a 20%
en una solucion tampon 0.5X TBE con un tiempo de
corrida de 16 a 20 h. Por medio de latincion con bro-
muro de etidio, se visualiz6 la presencia o no del
heteroduplex en un transiluminador de luz ultraviol eta.

Resultados y discusién

El desarrollo del estudio de seis mutaciones en el gen
gjb2, se dividié en dos etapas en funcion de las dife-
rentes estrategias de trabajo para cada una de ellas.

La estrategia seguida en una primera etapa se basd
en la experiencia de estudios similares en Espafia, los
cuales permitieron considerar lahipétesisdeque e gen
de la conexina 26 tenia un peso importante en la
etiopatogenia de las afecciones hipoacUsicas con pa
trén de herencia autosdmico recesivo, y que las seis
mutacionesintroduci das representarian un alto porcen-
taje de las alteraciones en este gen. Sobre esta base se
establecio |la estrategia siguiente:

- En cada individuo afectado se buscaron las seis
mutaciones descritas, comenzando siempre por la
35delG. De detectarse dos mutaciones (individuos
heterocigotos compuestos) o verificarse el carécter ho-
mocigoto paraunadeéllas, seinterrumpialabuisqueda
de nuevas mutaciones.

- Deno detectarselasdos mutacionesen € individuo,
se redizaria el andlisis de heteroduplex en el gen. De
haberse detectado previamente unamutacion, entonces
no seredlizariael andlisisdel fragmento en que estalo-
calizada, pues su presenciaimplicarialaformacion del
heteroduplex.

L osresultados correspondientes aestaprimeraetapa
indicaron una prevalencia de estas mutaciones inferior
alainicialmente considerada, por lo que serealiz6 un
cambio en la estrategia que se siguié en una segunda
etapa del trabajo: 1) Blsgueda de la mutacién 35delG
(Unica mutacién con frecuencia en la primera etapa
apreciable), 2) De no encontrarse homocigotismo para
esta mutacion, realizar andlisis de heteroduplex, ex-
cluyendo el fragmento | en caso de heterocigotismo
para la 35delG, y 3) De encontrarse heteroduplex en
alguno de los fragmentos en los que estan localizadas

las restantes 5 mutaciones (fragmentos| y 1), realizar
ladeteccion directade las correspondientes mutaciones.

En las condiciones de trabajo en que se realizo €
estudio, se verificd que estas mutaciones provocan
también laformacion de heteroduplex, o que valida el
empleo de la estrategia 2.

Mediante |a estrategia correspondiente ala etapal
se analizaron 18 pacientes con antecedentes familiares
y 17 pacientes esporédicos. En la etapa 2 se analiza-
ron cuatro pacientes con antecedentes familiaresy 12
esporadicos.

Otros cuatro pacientes (uno familiar y tres espora-
dicos), casos ocasionales, seincorporaron tardiamente
a estudio, por lo que solo fue posible llegar hasta la
pesquisa de la mutacién 35delG. Los resultados del
estudio de estos pacientes se tuvieron en cuentaen es-
tetrabajo paralos célculos de frecuenciagénicade esta
mutacion.

El andlisisde heteroduplex serealiz6 al7 delospa
cientes estudiados, teniendo en cuenta ambas etapas
detrabgjo.

Por latécnica PCR-RFL P se detectaron solo cuatro
de las seis mutaciones caracterizadas (Tablas 3 y 4).
En total se detectaron 20 cromosomas portadores de
alguna de estas cuatro mutaciones. En latabla 5 se
presenta el valor porcentual de cada una de estas mu-
taciones con respecto a total de alelos mutados.

Las mutaciones més frecuentes fueron la 35delG
(70% de las mutaciones) y M34T (20%). Las demas

Tabla 3. Resultados del estudio molecular a pacientes con antecedentes familiares

Heteroduplex

Deteccién directa de la mutacién
(fragmento)

Codigo

Paciente “354elG W77R E47X M34T W24X VO5M | 11 I

v

Genotipo

Etapa |

0203 +/+
3401 +/+
6306 +/+
7901 +/+
0201
0101
0301
7103
0801 - - + - - - - +
6709 - - - +

1301

1401

6403

6503

6607

6803

6901

7002

+ o+ + o+

35delG / 35delG
35delG / 35delG
35delG / 35delG
35delG / 35delG
35delG / W77R
35delG /1l
35delG / 2
35delG /2
E47X /Nl
M34T / 2

Etapa Il

0401
0601
4301
4501

Casos ocasionales

7301

(+) Presencia de mutacién o de heteroduplex.

(-) Ausencia de heteroduplex.

(2) No se ha detectado la segunda mutacién.

Casos ocasionales: pacientes que se incorporaron tardiamente al estudio.
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mutaciones detectadas (W77R y E47X) representa-
ron el 5% del total (Tablab).

El 70% de prevalencia de la mutacion 35delG ob-
tenida en este estudio, es muy similar a la reportada
por Alvarez y cols. (74%) al estudiar pacientes afec-
tados de Espafiay Cuba [15], y por Moreno y cols.
(67.8%) en un estudio a pacientes espafioles. [16] La
prevalenciadelamutacion M34T fueinferior a 1% en
el estudio de Alvarez y cols. [15], mientras que en este
es la segunda més frecuente (20% de los cromosomas
mutados). L as otras dos mutaciones detectadas (W77R
y E47X) representan cadaunael 5%, valor muy cercano
al 4% reportado por Alvarezy cols. [15] y similar alos
resultados reportados por Morenoy cols. (3.7%) para
la mutacion E47X en pacientes espafioles y para la
mutacion W77R en pacientes cubanos (5.1%) [16].

El andlisis de heteroduplex resulté ser muy infor-
mativo al detectarse laformacidn de siete heteroduplex
en |os fragmentos analizados, correspondientes a seis
pacientes diferentes y en un paciente se observo la
formacion de heteroduplex en dos fragmentos am-
plificados. El heteroduplex complement6 unamutacion
anteriormente detectada en dos de los pacientes.

Cinco de los heteroduplex formados correspondie-
ron a fragmento I11. En este fragmento estalocalizada
lamutacion R184P, descrita por Alvarez y cols. enla
poblacion cubanay espafiola[15]. Este hallazgo con-
vierte alamutacién R184P en una posible causadelas
mutaciones que provocan sorderaen lapoblacion cubana

En siete de |os 17 casos con antecedentes familiares
(41% de los pacientes) en los que serealizd e estudio
completo, se demostré que el gengjb2 esel responsable
delaenfermedad, ya que se detectaron dos mutaciones
de este gen, mediantelatécnicadirectao por laformacion
del heteroduplex (Tabla3). Enun estudio similar, Mur-
gia Ay cols. reportaron un rango de prevalencia entre
34 y 50% para los casos autosémicos recesivos [17].

En otrostres casos con antecedentes familiares hay
grandes posibilidades de que €l gen gjb2 esté in-
volucrado en la etiopatol ogia de esta enfermedad, por
haberse detectado una mutacion por cualquierade las
dos técnicas.

Por lo tanto, en diez delos 17 casos familiares (59%
delospacientes) enlosque seredizo € estudio completo,
sedemostr lapresenciadel gengjb2 enlaetiopatol ogia.

Este estudio permitio identificar cinco familiasenlas
que € asesoramiento genético y los diagndsticos de
portadoresy prenatal, pueden realizarse con sus maxi -
mas implicaciones, por haberse definido totalmente el
genotiporesponsabl edelaenfermedad. Estosresultados
demuestran laimportanciade extender estos estudiosa
otras familias afectadas en la poblacién cubana, con
vistasaconocer mejor su afecciony desarrollar un pro-
grama de prevencion de las formas hereditarias.

Tabla 4. Resultados de los estudios moleculares a pacientes sin antecedentes familiares

(esporadicos)

Cédigo

Deteccién directa de la mutacion

Heteroduplex
(fragmento)

Paciente

35delG W77R E47X M34T W24X V95M |

Genotipo

Etapa |

0801 -
1001 -
1101 +
1201 -
1501 -
1701 -
1801 -
1901 -
2201 -
2301 -
2401 -
2501 -
2701 -
2901 -
3001 -
3501 -
3701 -

35delG /2

(WALl

M34T /2

M34T /2

M34T /2

Etapa Il

0501 -
2001 -
3201 -
3301 -
3601 -
7201 -
7401 -
7701 -
7801 -
8001 -
8101 -
8201 -

e/Iv

e/m

e/m

Casos ocasionales

6001 +

7501 -
7601 -

35delG / 2

(+) Presencia de mutacién o de heteroduplex.

(-) Ausencia heteroduplex.

(2) No se ha detectado la segunda mutacién.

Casos ocasionales: pacientes que se incorporaron tardiamente al estudio.

Tabla 5. Prevalencia de las distintas mutaciones en los

alelos afectados

Mutaciéon a f': Ic?zlzcésos %
35delG 14 70
M34T 4 20

W77R 1 5

E47X 1 5
Total 20 100
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