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Resumen Abstract

Fundamento: las deleciones GJB6-D1351830 vy Foundation: GJB6-D1351830 and GJB6-D13S1854
G)B6-D1351854 son variantes patogénicas del gen GJB6, deletions are pathogenic variants of the GJB6 gene,
que han demostrado ser la segunda causa de sorderas which has been shown to be the second cause of
no sindrémicas autosémicas recesivas en Espafia, de autosomal recessive non-syndromic deafness in Spain,
donde proceden parte de nuestros ancestros. Estas where some of our ancestors come from. These
deleciones se han hallado asociadas a variantes deletions have been found associated with pathogenic
patogénicas del gen GJB2 en individuos con pérdida variants of the GJB2 gene in individuals with hearing
auditiva. loss.

Objetivo: describir la presencia de las deleciones Objective: to describe the presence of GJB6-D1351830
GJB6-D13S1830 y G)JB6-D1351854 en pacientes con and GJB6-D13S1854 deletions in patients with

sorderas no sindromicas autosémicas recesivas. autosomal recessive non-syndromic deafness.

Método: se realiz6 un estudio descriptivo de corte Method: a descriptive cross-sectional study was carried
transversal, a partir 433 pacientes registrados con out on 433 patients registered with autosomal recessive
sorderas no sindrémicas autosémicas recesivas en el non-syndromic deafness at the National Center for
Centro Nacional de Genética Médica, en los que se Medical Genetics, in whom the presence of the
habia descartado previamente la presencia de la pathogenic variant c¢.35delG of the GJB2 gene had
variante patogénica c.35delG del gen GJB2 en previously been ruled out. homozygosity. The multiplex

homocigosis. Fue aplicada la técnica de reaccién en polymerase chain reaction technique was applied, by

cadena de la polimerasa multiplex, por el que se which the genotype was described and its frequency

describié el genotipo y se determiné su frecuencia. was determined.

Resultados: en 13 individuos fueron identificadas Results: deletions of the GJB6 gene were identified in

deleciones del gen GJB6, 12 en heterocigosis -en siete 13 individuals, 12 in heterozygosity - in seven of them

de ellos la GJB6-D13S1830 y en cinco la GJB6-D13S1830 and in five GJB6-D1351854 - and one

GJB6-D1351854- y uno con la delecién GJB6-D1351830 with the deletion GJB6-D1351830 in homozygosity. The

en homocigosis. La variante patogénica c.35delG del pathogenic variant c.35delG of the GJB2 gene had

gen GJB2 habia sido previamente identificada en previously been identified in heterozygosity in three of

heterocigosis en tres de los pacientes en quienes se the patients in whom GJB6-D1351830 was identified and

identifico la GJB6-D1351830 y dos en los que se observé two in whom GJB6-D1351854 was observed.

la G)B6-D1351854. Conclusion: GJB6-D1351830 and GJB6-D1351854

Conclusion: las deleciones GJB6-D135S1830 vy deletions appeared in a low proportion of the patients

GJB6-D1351854 aparecieron en una baja proporcién de with autosomal recessive non-syndromic deafness

los pacientes, con sorderas no sindrémicas autosémicas studied and were mainly identified in heterozygosity.

recesivas, estudiados y fundamentalmente se

identificaron en heterocigosis. Key words: connexin 30, connexin 26, hearing loss,
deafness
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Introduccion

La sordera es la discapacidad sensorial mas
frecuente en el humano, en su forma congénita
aparece en cerca de 1 por cada 000 recién
nacidos. Se estima que en cerca del 80 % sea de
causa genética, la mayoria son sorderas no
sindrémicas con herencia autosémica recesiva
(SNSAR).®

Hasta la fecha se han descrito cerca de 70 genes
relacionados con las SNSAR, en los que se han
descrito variantes alélicas.”’ A pesar de esta gran
heterogeneidad, la mayoria de las SNSAR se
deben a mutaciones que yacen en el locus
DFNB1, mapeado en 13g11-12. En este lugar se
encuentran los genes GJB2 y GJB6 (por sus siglas
en inglés); ellos codifican para las conexinas 26 y
30, que forman los canales entre células
adyacentes del oido interno, a través de los que
ocurren el intercambio de moléculas pequefias.®

La variante patogénica c.35delG, del gen GJB2,
es la aparece que en mayor proporcion en todas
poblaciones como causal de las SNSAR® y las
deleciones del gen GJB6 -del (G)JB6-D13S1830 y
del (GJB6-D1351854)- son las que le siguen en
frecuencia en la poblacién espafiola, de donde
proviene en parte nuestros ancestros.®®”® Se
han hallado pacientes con SNSAR en que estas
deleciones del gen GJB6, asociadas a variantes
patogénicas del gen GJB2, son causa de la
pérdida auditiva.®

A través de una investigacién previa realizada en
pacientes cubanos -que clinicamente
presentaban una SNSAR- no se concluy6 el
diagnostico definitivo en un grupo de ellos,
incluidos los heterocigéticos para la mutacion
c.35delG.®

En la medicina actual cada dia se acrecienta el
interés hacia la prevencién, que en las
enfermedades hereditarias se logra a través del
asesoramiento genético, fundamentado en el
diagndéstico preciso. Para las SNSAR las
herramientas tradicionales que se han utilizado
para el diagndstico no resultan suficientes, es por
ello que la aplicacién de pruebas moleculares es
imprescindible.

El objetivo de este trabajo fue describir la
presencia de las deleciones GJB6-D1351830 y
G)JB6-D13S1854 en pacientes con sorderas no
sindrémicas autosémicas recesivas (SNSAR).

Métodos

Se realizé una investigacién descriptiva de corte
transversal, a partir de muestras registradas
entre los afios 2017 y 2023 en el banco ADN del
Centro Nacional de Genética Médica. Fueron
seleccionadas las muestras correspondientes a
los pacientes que presentaban una pérdida
auditiva congénita bilateral sensoneural de
severa a profunda y tuvieron criterios clinicos
para presumir una herencia autosémica recesiva
(AR) no sindrémica y que previamente dieron su
aprobacién en participar en estos estudios.

Fueron excluidos los individuos familiarmente
relacionados y los que a través de estudio
molecular previo se habia concluido su
diagndstico.

De ese modo se estudiaron 433 propdsitos (de
estos 46 heterocigéticos conocidos previamente
para la mutacién c.35delG). El ADN se obtuvo,
segun el protocolo estandarizado en el
laboratorio del Centro Nacional de Genética
Médica, basado en el método de precipitacion
salina.®?

Se utilizé la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (por sus siglas en inglés)
multiplex descrita por del Castillo y cols.”® Por
cada muestra se prepard un volumen total de
reaccion de 25ul, compuesto por: ADN genédmico
100ng, 0,75 U Tag ADN polimerasa, 0,75ul de
cada cebador (10pM/ul), 2,5ul dNTP (ImM), 1,5 ul
MgCl, (15mM), Buffer 1X de la enzima: 2,5 pl y H,
O: volumen suficiente para completar 25ul por
muestra.

Los cebadores utilizados fueron:

Para la amplificacion del punto de ruptura del
(GJB6-D13S1830):

o GJB6-1R, 5- TTTAGGGCATGATTGGGGTGATTT-3'
o BKR-1, 5-CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT-3'

Para la amplificacion del punto de ruptura del
(GJB6-D13S1854):

o DelBK1,
5-TCATAGTGAAGAACTCGATGCTGTTT-3"
- DelBK2, 5'-CAGCGGCTACCCTAGTTGTGGT-3'

Para la amplificacién del exén 1 del gen GJB6:

o Cx30Ex1A, 5-CGTCTTTGGGGGTGTTGCTT-3,
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» Cx30EXx1B,
CATGAAGAGGGCGTACAAGTTAGAA-3

La reaccion de amplificacién consistié en:
- Desnaturalizacion primaria: 5 minutos a 96°C.
Seguido de 30 ciclos de:

 Desnaturalizacién: 35 segundos a 94°C.
» Hibridacién: 35 segundos a 56°C.
= Elongacién: 35 segundos a 72°C.

Se concluy6 con 7 minutos a 72°C, de extensién
final.

Esta reaccién fue realizada en una maquina de
RCP Intelligent heating block IHB 2024, modelo
101.

La separaciéon de los fragmentos de ADN,
productos del PCR fueron visualizados a través
de la corrida electroforética un gel de agarosa
MS al 1,5 %, a 250v por 55 minutos, donde se
observé un fragmento de 333pb, correspondiente
a la amplificacién del exén 1 del gen G)B6. La
presencia de la delecién del (GJB6-D1351830) se
identificd cuando se generd un fragmento de
460pb y mientras la delecién del

Del{GJB6D1351854) —>
Del(GIBED1351830) —>

Exén 1 GIBE —>

Linea 1

Linea 2

(GJB6-D1351854) un fragmento de 564pb.

En los que se identificaron las deleciones
(GJB6-D1351830) y del (GJB6-D1351854), con las
que se describié su genotipo, se tomaron en
cuenta los resultados previos conocidos respecto
a la presencia de la variante ¢.35delG del gen
GJB2 en heterocigosis y su combinacién con las
deleciones halladas.

Esta investigacion se suscribié al proyecto:
Deteccién de dos deleciones en GJB6, del
(GJB6-D1351830) y del (G)JB6-D1351854) en
pacientes con sordera no sindrémica, aprobado
por el Comité de Etica y el Consejo Cientifico del
Centro Nacional de Genética Médica, a través del
dictamen correspondiente. Como parte de una
investigacién en humanos, se acogié a la a los
acapites de la Declaracién de Helsinki,
atendiendo a su actualizacién y revisién del 2013,

Resultados

Del total de los 433 individuos no relacionados
estudiados, que tenian sordera prelingual no
sindrémica, con elementos compatibles a una
herencia autosémica recesiva, 420 fueron
negativos a las dos deleciones. Se muestra el
resultado de la corrida electroforética al explorar
dichas deleciones. (Fig. 1).

564 pb
460 pb
333pb

Linea3d Linead

Fig. 1. Szparacicndz los productos d= PCR porelactroforssis an gal d2 aparosaal 1,5 %. La posicidndz los
productos da PCE correspondiantss a las dalacionas v el axon 1 dal gen GIB6 seindicancon flachasala
izguisrda, v sus tamarios en pares da bases (pb) semusstmna la darecha. Linsal: noomal. Linsa 2: del (GIB6-
D13518 54 ) hatarocigito. Linza 3: dal (GIB6-D1 3518 30) homoeigoto. Linsa 4 dal {GIES-D1351 830)

heterocigotico
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En 13 pacientes se observaron las deleciones
estudiadas; uno resulté homocigético para la
mutacién del (G/B6-D1351830), el resto (12)
fueron heterocigéticos; entre estos Gltimos siete
presentaron la delecién del (G/B6-D1351830) y
cinco la del (GJB6-D13S1854). De los
previamente conocidos como heterocigéticos
para la variante patogénica c.35delG del gen

GJB2, tres de tuvieron la delecién del (G/B6
-D1351830) y dos la del (G/B6-D1351854). Los
genotipos finales, en los que se tomaron en
cuenta los resultados finales de esta
investigacion, con los previamente conocidos
correspondientes a la mutacién c¢.35delG. (Tabla
1).

Tabla 1. Variantes patogénicas del gen GIB6 identificadas en esta investigacion v
previamente conocida del gen GIB2, en los individuos con sordera no sindrémica

autosémica recesiva estudiados

Variantes patogénicas de acuerdo a los genes

GEN GJB6 GEN GJB2 i

Del (GIB6-D13S1830) heterocigosis c.353delG 3
heterocigosis

Del (GIB6-D13S1830) heterocigosis - 4

Del (GIB6-D1351830) / del (GIB6-D13S1830) - 1

Del (GIB6-D1351854) heterocigosis c.35delG 2
heterocigosis

Del (GIB6-D1351854) heterocigosis - 3

Discusion

En el mantenimiento de la estructura y funcién
del oido interno participan diversas proteinas,
codificadas por sus correspondientes genes, cada
uno de los cuales, pueden presentar diferentes
variantes patogénicas causales de pérdidas de la
audicién neursosensoriales.*?

Los avances tecnoldgicos ocurridos en los Ultimos
aflos han permitido identificar las bases
moleculares de las sorderas, comprender su
fisiopatologia y ampliar las posibilidades en su
diagndstico y manejo. Ello ha sido decisivo
fundamentalmente para las SNSAR, en la que su
Unica manifestacion es la pérdida de la audicion.®

El procedimiento aplicado para identificar las
variantes patogénicas del gen GJB6 exploradas
en esta investigacion, es el que ha demostrado
mayor utilidad en la practica.®>'* Se basa en
amplificar los segmentos de ADN que contienen
el punto de ruptura de las deleciones del
(GJB6-D13s1830) y del (GJB6-D13s1854).
Adicionalmente esta técnica permite la
identificacion de la banda 333 bp,
correspondiente su exén 1, que aparece cuando
estas variantes patogénicas estdn ausentes. Ello

ademas de servir para identificar la presencia o
no de estas mutaciones, es una forma de
validacién de los procedimientos moleculares
realizados.®

El mecanismo por el cual las deleciones del gen
GJB6 son causa de pérdida auditiva, cuando
estdn presente en trans con una variante
patogénica del gen GJB2, es aln desconocido. El
gen GJB6 se localiza adyacente al GJB2 en el
locus DFNB1. Se postula que podria ser el
resultado de una alteracién de la expresién del
gen GJB2 localizado en cis a la delecién, a la
haploinsificiencia del producto del gen GJB26 o0 a
ambos™® esto podria explicar los resultados de
los pacientes que en esta investigacién
presentaron variantes patogénicas en
heterocigosis compuesta para los genes GJB2 y
GJB6.

En la mayoria los individuos en los que se
identificaron las deleciones del (GJB6-D13s1830)
y del (GJB6-D13s1854) estas se presentaron en
heterocigosis. La ocurrencia de las deleciones del
gen GJB6 de forma homocigética han sido
encontradas en muy baja frecuencia, también
por otros investigadores.*® Si bien los individuos
en que se hallé6 heterocigosis pudieron
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corresponder a otras variables patogénicas del
gen GJB6, lo mds frecuente es que se asocie a
mutaciones del gen GJB2 no exploradas.?

La limitacién fundamental de esta investigacién
consistio en que los estudios para identificar las
variantes patogénicas del gen GJB2 solo
permitieron el diagndstico de la mutacién
c.35delG. Dada la gran heterogeneidad alélica
descrita para este gen, donde yacen con mas
frecuencia las variantes patogénicas causales de
pérdidas auditivas, requiere de la aplicacién de
técnicas de secuenciaciéon que permitan otras
posibilidades diagndsticas.*?

Las deleciones GJB6-D1351830 y GJB6-D1351854
aparecieron en una baja proporcién de los
pacientes con SNSAR estudiados vy
fundamentalmente se identificaron en
heterocigosis.

Se agradece a los pacientes por su valiosa
contribucién con esta investigacion.
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