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RESUMEN

Objetivo: Detectar las mutaciones 35delG y A1555G, causantes de sordera, en un grupo de discapacitados auditivos
de la provincia La Habana.

Métodos: Se realizé un estudio molecular en un grupo de discapacitados auditivos que cursaban la enseflanza espe-
cializada en la Escuela Provincial de sordos e hipoacusicos “26 de Julio”, municipio de Guanajay, provincia La Habana,
durante el curso escolar 2008-2009. A cada caso se le extrajo 10 mL de sangre periférica, colectada en 250 L de acido
etilendiaminotetracético (EDTA) (56 mg/mL). Se obtuvo el ADN de los leucocitos a través de la técnica de precipitacion
salina descrita por Miller en 1989. El método empleado para el estudio molecular, fue la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa.

Resultados: Se encontrd un nifo heterocigdtico y otro homocigoto para la mutacion 35delG, lo que representd una
frecuencia de 0,15 del alelo mutado. Ninguno de los sujetos estudiados presentd la mutacion A1555G.
Conclusiones: El hallazgo en el grupo estudiado, de dos discapacitados auditivos con la mutaciéon 35delG, confirma

la alta frecuencia de esta alteracion en discapacitados con sordera autosdmica recesiva.
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INTRODUCCION

as mutaciones son alteraciones o cambios ge-

néticos, que escapan a los mecanismos de re-

paracion y se hacen permanentes después de
una division celular. En su mayoria, las sorderas he-
reditarias no sindrémicas son provocadas por muta-
ciones en un gen (sorderas monogénicas) y tienen
una elevada heterogeneidad genética (hasta 200 ge-
nes involucrados) (1, 2).

En los ultimos afios, se identifican mutaciones en
mas de 120 genes asociados a pérdidas auditivas. A
pesar de ello, las mas frecuentes descritas son las del
gen GIB2 (del inglés gap junction protein Beta 2),
localizado en el cromosoma 13 (regidén ql11-q12); el
cual codifica para la sintesis de la proteina conexina
26 (Cx26), que se expresa en varias estructuras del
oido interno, tales como la estria vascular, membrana
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basilar, la prominencia, el limbo y ligamento espiral
de la céclea (3).

En las membranas citoplasmaticas de las células ci-
liadas de la coclea, los conexones formados por la
Cx26, forman un canal funcional por el que ocurre el
reciclaje del potasio necesario para mantener la alta
concentracion endolinfatica requerida de este idén,
para preservar la funcién del oido interno (4).
Personas con mutaciones en el gen GJB2 (que oca-
siona la terminacion prematura de la sintesis de la
proteina Cx26), muestran pérdida auditiva neurosen-
sorial. La mas comun, es la delecién de una de las
seis guaninas consecutivas de la posicion 30 a la 35 de
este gen, llamada 30delG o 35delG. En paises como
Italia, Israel, Pakistan, Espafia, Francia, India, arabes
y poblaciones caucasicas, se presenta en mas de dos
tercios de las personas con sordera nuerosensorial au-
tosdmica recesiva, tipo DFNB1 (5).
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Se considera, que la mutacion 35delG se origina a
partir de un hot spot (sitio caliente) mutacional, donde
la polimerasa se salta y no lee una de las guaninas
creando asi una delecion. En la sordera prelocutiva,
esta es una de las mutaciones y el defecto sensorial
hereditario mas frecuente en humanos (6).

La causa genética habitual de sordera, de origen tardio,
se debe a la interaccién de un genoma predisponente
con un medio adverso, la sordera mitocondrial, induci-
da por la accién ototdxica de los aminoglucésidos (7, 8).
Se entiende por ototoxicidad al efecto nocivo que de-
terminadas sustancias ejercen sobre el oido. Dentro
de las sustancias ototdxicas merecen especial atencion
los antibidticos del tipo aminoglucdsidos, ampliamen-
te utilizados en la practica médica y clasificados como
agentes bactericidas de amplio espectro. Entre ellos se
encuentran, la estreptomicina, kanamicina, gentamici-
na, tobramicina, neomicina y amikacina, entre otros (9).
En el aflo 1993 se identifica la mutacion A1555G del
ADN mitocondrial asociada a la sordera inducida por
aminoglucdsidos, que consiste en una sustitucion de
adenina (A) por guanina (G) en el nucledtido 1555 del
gen 12SARNr del ADN mitocondrial (10, 11). La muta-
cion A1555G es homoplasmica, caracteristica que de-
termina su presencia en todos los familiares por via
materna de un individuo que la posea. De ahi la im-
portancia de identificar las familias en las que se esta
segregando la mutacion, con el fin de dictar medidas
preventivas dirigidas a preservar la funcion auditiva de
dichas personas (12, 13).

En sentido general, la hipoacusia, una vez que se ins-
taura es irreversible, siendo el Unico tratamiento la uti-
lizacion de una proétesis acustica, audifono o implante
coclear (14, 15).

En Cuba, se han realizado diferentes estudios por los
que se evidencia en la poblacién, la presencia de mu-
taciones causantes de sordera neurosensoriales no sin-
drédmicas. Entre ellos, los realizados por Menéndez y co-
laboradores en 2002, y mas recientemente, por Perea
y colaboradores en 2007. Ambos trabajos, destacan la
mutacién 35delG como una de las mas frecuentes entre
los portadores de las familias estudiadas. No obstante,
los estudios realizados son aun insuficientes (16, 17).

El presente trabajo, tuvo como objetivo determinar
las mutaciones 35delG y A1555G, en un grupo de dis-
capacitados auditivos de la provincia La Habana. Este
trabajo es el primero de esta indole, que se efectla en
dicha region del pais.
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MATERIALES Y METODOS

Se explord la presencia de las mutaciones 35delG y
A1555G, en un grupo de discapacitados auditivos ma-
triculados en la Escuela Especial Provincial de sordos
e hipoacusicos “26 de Julio”, durante el curso escolar
2008-2009, municipio Guanajay, La Habana, Cuba.

Seleccion de los casos
El estudio familiar para la seleccion de los casos, tuvo
como punto de partida el procedimiento descrito en un
trabajo precedente realizado en la Institucion de re-
ferencia, en el mismo periodo antes mencionado (18).
El universo estuvo compuesto por 30 nifios que estu-
vieron de acuerdo con participar en la investigacion,
asi como sus padres, conformidad que fue solicitada
por escrito (consentimiento informado).

Para identificar la mutacién 35delG, se seleccionaron
los sujetos que presentaron al menos dos de las si-
guientes caracteristicas: pérdida auditiva prelingual no
sindromica (aislada) de posible herencia autosémica
recesiva, padres consanguineos, hermanos sordos, un
arbol genealdgico con criterios atribuibles a sordera
autosomica recesiva o sordera de causa desconocida,
aunque fuera el Unico en la familia. Como elemento
adicional, se tomd en cuenta el color de la piel.

Para identificar la mutacion A1555G en el ADN mi-
tocondrial, se seleccionaron los nifios que cumplieron
los siguientes criterios: antecedentes de tratamiento
con aminoglucosidos, sordera no sindromica (aislada)
y familiares por la via materna también sordos o que
presentaron un arbol genealdgico con criterios atribui-
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bles a sordera mitocondrial.

La muestra total estuvo constituida por 14 sujetos, 10
para identificar la mutacién 35delG y cuatro, para de-
terminar la mutacion A1555G. No se incluyeron casos ;\
familiarmente relacionados.

Obtencion de la muestra de ADN

Cuba

A cada caso se le extrajo 10 mL de sangre periférica,
colectada en 250 pL de acido etilendiaminotetracético (Q
(EDTA) (56 mg/mL). Se obtuvo el ADN de los leucoci-
tos a través de la técnica de precipitacion salina des- E
crita por Miller en 1989 (19).

Deteccion de la mutacion 35delG
Se llevd a cabo con la amplificaciéon de un fragmento

3
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de 207pb (pares de bases), que contiene el locus de
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la mutacién y los cebadores: D48:5-GGTGAGGTTGTG-
TAAGAGTTGG-3' y R254:5'-CTGGTGGAGTGTTTGTTCC-
CAC-3".

Se realiz6 por la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (RCP), mediante un equipo, marca In-
telligent heating block IHB 2024, modelo 101. La am-
plificacion estuvo precedida por una desnaturalizacion
primaria (96 °C, 5 min.) seguida de 30 ciclos de des-
naturalizacion (94 °C, 35 s); hibridacion (56 °C, 35 s)
y elongacién (72 °C, 35 s). Se concluyo6 con extensién
final (72 °C, 7 min.).

Para comprobar la amplificacién, se realizé una corri-
da electroforética en gel de agarosa al 2%, tefiida con
Bromuro de Etidio (voltaje: 250 volt) y visualizada con
un transiluminador de luz ultravioleta.

El resultado de la RCP (10 pL) fue digerido con la en-
zima BsiY1, marca Promega, (25U) (37 °C, 4 h.). El
producto de la digestion se sometié a una electrofore-
sis en gel de poliacrilamida al 8%, se corridé a 100 volt
durante 4 a 5 h. y se tind con Bromuro de Etidio.

Interpretacion de los resultados

Se considerd presencia de la mutacion 35delG cuando
se generaron dos fragmentos de 181 y 26 pb (positivo
homocigético) o cuando se observaron tres bandas de
207 pb, 181pb y 26 pb (positivo heterocigético). Re-
sultado negativo (no presencia del cambio genético)
se considerd cuando la enzima BsiYI no reconocié el
sitio de restriccion y, por tanto, se mantuvo intacto el
fragmento de 207 pb.

Deteccion de la mutacién A1555G
Se llevo a cabo con la amplificacion de un fragmento de

339pb que contiene el locus donde yace la mutacion,
Mutl:5'-GCTCAGCCTATATACCGC-

y los cebadores:
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CATCTTCAGCAA-3" y Mut2:5'-TTTCCAGTACACTTACCA
TGTTACGACTGG-3".

Para la obtencion del ADN mitocondrial, a las muestras
obtenidas se les aplicé vortex por 15 s. La secuencia de
pasos para identificar la mutacion fue similar a lo des-
crito antes, con la diferencia que la digestion se realizé
con la enzima de restriccion Haelll (marca Biolabs)
(37 °C, 4 h.).

Interpretacion de los resultados

Se considerd el resultado positivo (presencia de la
mutacidn) cuando se generaron tres bandas de 216
pb, 93 pb y 30 pb. Como resultado negativo (no pre-
sencia de la mutacién), cuando se obtuvieron dos ban-
das de 216 pb y 123 pb.

En ambas determinaciones se utilizaron controles po-
sitivos obtenidos de la reserva oncoldgica del laborato-
rio del Instituto (centro de referencia) complementan-
do con marcadores de peso molecular.

RESULTADOS

De los 10 casos estudiados para la mutacion 35delG,
ocho (80%) tenian fenotipo, y un arbol genealdgico ca-
racteristico de sordera con herencia autosémica rece-
siva. Dos (20%), fueron sorderas idiopaticas sin otros
familiares afectados.

De acuerdo al color de la piel, tres de los nifios eran
blancos (30%); seis mestizos (60%) y uno negro
(10%).

Ninguno de los dos casos de sordera idiopatica pre-
sentd la mutacién. Entre los clasificados con sordera
de herencia autosémica recesiva, se encontré un nifio
heterocigético y otro homocigético, ambos con color de
la piel blanco, para una frecuencia de la mutacion en

PPM Cil+ C2+ 1 2 3

5 6 7 8 9 10

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2% para la mutacion 35delG. (Carril uno: PPM:
Patron de peso molecular, carril dos: C1+: control positivo heterocigoético, carril tres: con-
trol positivo homocigético, carriles del cuatro al trece: casos seleccionados).
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PPM C+ 1

Figura 2. Visualizacion de la electroforesis en gel de agarosa 2% para la mutacién A1555G. (Carril
uno: (PPM) Patron de peso molecular; carril dos: (C+) control positivo, carriles del tres al seis:

casos seleccionados).

la muestra estudiada de 0,15 (3 alelos mutados de un
total de 20) (Figura 1).

Ninguno de los cuatro niflos estudiados para la muta-
cién A1555G fue positivo (figura 2).

DISCUSION

La sordera de tipo prelingual no sindromica autosémica
recesiva (fenotipo que presentaron los dos casos iden-
tificados en este trabajo) se relaciona, habitualmente,
con la mutacidon 35delG. Ademas, el hecho de haber
encontrado dentro del pequefio niimero de casos estu-
diados, un individuo heterocigotico y otro homocigético,
apoya una vez mas, la elevada frecuencia de esta alte-
racion, como factor causal de sorderas neurosensoria-
les. No obstante, esta es sdlo una, dentro de aproxi-
madamente 50 mutaciones mas, descritas para el gen
GJB2, que causan disfuncion auditiva (16, 17, 20).

Se sefiala que el color de la piel parece estar asociado
con la frecuencia de la mutacion 35delG. En Espafia,
uno de cada 30 sujetos son portadores asintomaticos
de esa alteracion (personas oyentes). Por otra parte,
Menéndez y colaboradores, relacionan, con nuestro ori-
gen étnico, el hallazgo de portadores de la mutacion en
familias cubanas, caucasicas. En este estudio, los casos
identificados con la mutacion 35delG, tienen color de la
piel blanco y sus ancestros son de origen espafiol, he-
cho que apoya los hallazgos anteriores (21, 22).

La condicion de homocigdtico para la alteracion in-
fiere, generalmente, que ambos padres del individuo
sean heterocigdticos. No obstante, existe la posibilidad
de una disomia uniparental, es decir, que ambos cro-
mosomas provengan de un Unico progenitor porque
no se produzca disyuncidn en la meiosis, seguida de
un rescate trisémico con la eliminacion del cromosoma

proveniente del gameto normal. Un ejemplo de esto fue
descrito recientemente por Yan y colaboradores (23).

En este estudio, para el caso que resultd homocigoti-
co, se podria efectuar un pesquisaje en cascada, ade-
mas de asesorar adecuadamente a las familias involu-
cradas, dado que existe un 25% de probabilidad que
sus padres tengan un nuevo hijo sordo.

En el discapacitado heterocigético, por la diversidad
que se presenta en el origen de las discapacidades au-
ditivas, las explicaciones pueden ser multiples. Dada
la gran heterogeneidad genética alélica para este gen,
una de ellas podria ser, que esté presente una muta-
cion diferente a la 35delG en el otro alelo del gen GJB2
y sea heterocigdtico compuesto para mutaciones que
codifiquen para la sintesis de la conexina 26 (24).

Otra explicacion podria obedecer a una herencia digé-
nica y que, por tanto, el sujeto sea doblemente hete-
rocigotico, para este gen y para otro gen no GJB2, con h
mutaciones que causen sordera. Del Castillo y colabo- §
radores encuentran, que el locus DFNB1 contiene dos \
genes (GJB2 y GJB6) que codifican para proteinas del (Q
tipo conexinas 26 y 30, respectivamente. De tal modo, m
individuos con sordera no sindromica, mapeados para
este locus, resultan ser dobles heterocigdticos para
una mutacién en GJB2 y una delecidon en GJB6 (25-27). g
Se estudiaron cuatro casos por la posibilidad de pre-
sentar la mutacion A1555G, sin embargo, en ninguno
se encontrd dicha alteracion. Es importante sefialar,
que en estos nifios la sordera era prelingual, mientras
que la literatura plantea que este tipo de sordera se
presenta de forma tardia o postlingual. Por tanto, para
dichos individuos, se pudieran plantear dos posibles
hipétesis (28-31):

1) Que la sordera no se deba a la accidn ototdxica de
los aminoglucédsidos, sino a otro motivo, probablemen-
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te genético, de herencia recesiva, asociada a la pre-
sencia de otros familiares afectados.

2) Que presenten otra mutacién que predisponga para
desarrollar sordera por la accion de estos antibiéticos
ototdxicos. Existen otros cambios del ADN mitocondrial
que producen predisposicién a la pérdida auditiva por
el uso de estos farmacos: mutaciones C1494T, T961C,
956-960insC, T1095C, TrnA-Ser (UCN) y A7445G, en
el gen 12SARNr mitocondrial. No se descarta, que una
de ellas pueda estar presente en alguno de los casos
analizados en este trabajo (7).

De lo planteado antes se puede inferir, que la muta-
ciéon A1555G no es comun en individuos con sorderas
en edades pediatricas.

El hecho de haber encontrado en este estudio, cuatro
nifios cuyas historias clinicas referian a la ototoxicidad
de los aminoglucdsidos como la causa de su sordera, y
habiéndose ratificado en ellos la ausencia de la muta-
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cion, sugiere, que podria existir una sobrestimacion de
la presencia de esta alteracion, como causa de sordera
por ototoxicidad (8).

Los resultados de esta investigacion constituyen el
primer paso, dentro del asesoramiento genético y se-
guimiento permanente, que se debe dar a los partici-
pantes de este estudio.

CONCLUSIONES

Se identificaron dos discapacitados con sordera au-
tosdmica recesiva con la mutacion 35delG, hecho que
ratifica a dicha alteraciéon, como una de las mas fre-
cuentes en sujetos con ese fenotipo. No se encontra-
ron portadores para la mutaciéon A1555G, aunque no
se descarta la posible presencia de otras alteraciones
asociadas a la sordera por la accion ototdxica de los
aminoglucdsidos.
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Detection of 35delG and A1555G mutations in hearing disabled patients in the province
of Havana

SUMMARY

Objective: To detect 35delG and A1555G mutations, which are causes of deafness, in a group of hearing disabled
patients in the province of Havana.

Methods: A molecular study was performed on a group of hearing disabled patients enrolled in specialized instruction
in the Provincial School for the deaf and hypoacusic “26 de Julio”, in the municipality of Guanajay, province Havana,
during the 2008-2009 academic year. In each case 10 mL of peripheral blood was drawn and collected in 250 pL of
ethylendyaminotetraacetic acid (EDTA) (56 mg/mL). DNA was obtained from the leukocytes via the saline precipitation
technique described by Miller in 1989. The polymerase chain reaction technique was the method employed for the
molecular study.

Results: The 35delG mutation was found in a heterozygous male child as well as in another homozygote child, which
represented a 0.15 frequency of allele mutation. None of the subjects studied presented the A1555G mutation.
Conclusions: The finding of two hearing disabled people with the 35delG mutation within the group studied confirms
the high frequency of this alteration in disabled people with recessive autosomal deafness.

Key words: Deafness, mutation, people with disabilities.
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