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ABSTRACT

Introduction: Hearing loss is the most common neurological disorder in humans. In its prelingual form, it 
occurs in one in every 1 000 live births. The most common type is isolated autosomal recessive hearing loss, 
caused mainly by pathogenic variants of the GJB2 gene. The most common of these in all populations is 
c.35delG, located in exon two, which encodes this gene. This mutation has been identified in heterozygosity 
in Cubans with hearing loss. Given its high allelic heterogeneity, Sanger sequencing is recommended to 
confirm the molecular diagnosis. 
Objective: to characterise exon 2 of the GJB2 gene in a series of Cuban patients with autosomal recessive 
prelingual isolated hearing loss. 
Method: a descriptive, cross-sectional study was conducted. From 379 cases in which molecular study was 
performed by allele-specific PCR of the pathogenic variant c.35delG, 13 heterozygotes were selected in 
which deletions D13S1830 and D13S1854 of the GJB6 gene had previously been ruled out. Sanger sequencing 
of exon 2 was performed, for which four specific oligonucleotides were designed to amplify two overlapping 
fragments to ensure complete analysis of the coding region of the GJB2 gene. Given the characteristics of 
the c.35delG mutation, two additional primers were included to analyse the start of exon 2. Information on 
the identified variants was sought on the ClinVar website. The audiometric characteristics of the patients 
were observed. Throughout the research, the principles of human research ethics were followed. 
Results:  the c.427C>T variant was identified in three individuals, while the c.94C>T mutation was found 
in another, and c.139G>T in a fifth. The patients presented sensorineural hearing loss with severity levels 
exceeding 61 dB. 
Conclusion: Three pathogenic variants were identified in the coding region of the GJB2 gene, associated 
with severe to profound hearing loss.
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RESUMEN

Introducción: la hipoacusia constituye la disfunción neurológica más frecuente en el humano, en su forma 
prelingual aparece en uno de cada 1000 nacidos vivos; las que se presentan en mayor proporción son las 
aisladas autosómicas recesivas, causadas fundamentalmente por variantes patogénicas del gen GJB2; de ellas 
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la más común en todas las poblaciones es la c.35delG, que se localiza en el exón dos, el codificante de este 
gen. En cubanos hipoacúsicos se ha identificado esta mutación en heterocigosis; para concluir su diagnóstico 
molecular -dada su gran heterogeneidad alélica- se recomienda aplicar la secuenciación mediante el método 
Sanger. 
Objetivo: caracterizar el exón 2 del gen GJB2 en una serie de pacientes cubanos con hipoacusia aislada 
prelingual autosómica recesiva. 
Método: se realizó un estudio descriptivo, de corte transversal. A partir de 379 casos en que se practicó 
el estudio molecular por PCR alelo específico de la variante patogénica c.35delG; se seleccionaron 13 
heterocigóticos, en los que previamente se habían descartado las deleciones D13S1830 y D13S1854 del gen 
GJB6. Se practicó la secuenciación por método de Sanger del exón 2, para la que fueron diseñados cuatro 
oligonucleótidos específicos a fin de amplificar dos fragmentos solapantes para asegurar el análisis completo 
de la región codificante del gen GJB2. Dadas las características de la mutación c.35delG, se incluyeron dos 
cebadores adicionales para analizar el inicio del exón 2. Se buscó la información de las variantes identificadas 
en la página web “ClinVar”. Fueron observadas las características audiométricas de los pacientes. A lo largo 
de la investigación se cumplieron los principios de la ética de la investigación en humanos. 
Resultados: se identificó en tres individuos la variante c.427C>T; mientras se halló en otro la mutación 
c.94C>T, y en un quinto la c.139G>T. Los pacientes presentaron pérdida auditiva neurosensorial con niveles 
de severidad que superaron los 61 dB. 
Conclusión: se identificaron tres variantes patogénicas en la región codificante del gen GJB2, asociada a 
pérdidas auditivas de severa a profunda.

Palabras clave: Conexina 26; No Sindrómica; Sordera; Autosómica Recesiva; Proteína de Unión Gab Β 2.

INTRODUCCIÓN
La sordera es la pérdida, en cualquier grado, de la capacidad para percibir y discriminar sonidos. En su 

forma prelingual aparece en todas las poblaciones con una frecuencia aproximadamente 1 cada 500 recién 
nacidos. Afecta el desarrollo del habla, que es la forma habitual de comunicación utilizada por el hombre; por 
lo que provoca trastornos del aprendizaje, las relaciones interpersonales y la identidad a la comunidad.(1,2) 

Se estima que en el 80 % sean de causa genética, con una amplia heterogeneidad, que comprende formas 
aisladas o indiferenciadas –también llamadas no sindrómicas-, y enfermedades en las que la pérdida auditiva 
es uno de sus signos clínicos reconocibles, usualmente referidas como sindrómicas. Las aisladas aparecen 
en mayor proporción y se distinguen de acuerdo al modo de herencia en: autosómicas -sean dominantes o 
recesivas-, ligadas al X y con transmisión materna, o mitocondrial; mientras que en las sindrómicas se clasifican 
según las manifestaciones clínicas que acompañan a la pérdida de la audición. Las formas más frecuentes de 
sorderas de causa genética son las no sindrómicas autosómicas recesivas (NSAR), de aparición prelingual, con 
pérdida auditiva profunda y estable.(1,3,4) 

El desarrollo científico logrado en los últimos años ha puesto nuevos métodos de estudios moleculares 
a disposición de la práctica clínica, y con ello se han logrado identificar las bases moleculares de muchas 
sorderas hereditarias, con lo que se ha ampliado el conocimiento sobre los genes vinculados con la audición, 
y demostrado que las variantes patogénicas causales más frecuentes yacen en el gen GJB2 (del inglés “Gap 
junction protein B2”), localizado en el brazo largo del cromosoma 13 (locus: 13q11-12), que codifica para la 
síntesis de la conexina 26 (Cx26).(5,6)

El fenotipo que aparece en mayor proporción, asociado a mutaciones del gen GJB2, es la sordera NSAR, 
denominada DFNB1A (las tres cebadoras letras de la siglas de las consonantes del inglés deafness, B por ser 
recesiva y 1 A su tipo) .(7) Se han descrito más de 53 variantes patogénicas causales de este tipo se sordera, la 
mayoría localizadas en su exón dos, que es el codificante.(4) 

La mutación causal de la sordera NSAR tipo DFNB1A que se ha observado con mayor frecuencia en todas las 
poblaciones, es la c.35delG;(8,9) por lo que el primer proceder recomendado, como parte del proceso diagnóstico, 
tanto en casos de ocurrencia esporádica (que es una forma de presentación de la herencia recesiva) o cuando 
existen evidencias de transmisión autosómico recesivo es la aplicación del estudio molecular directo, a través 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, siglas tomada del inglés Polymerase Chain Reaction), para identificar 
esta variante patogénica.(10,11)

A través de la Red Nacional de Genética Médica de Cuba está disponible esta técnica desde el año 2001, 
y aplicándose a los individuos que clínicamente presentan una sordera NSAR, se ha logrado demostrar que la 
variante patogénica c.35delG se halla en una proporción alta en estos casos estudiados.(12) En los que se halló en 
homocigosis, se concluyó su diagnóstico molecular; pero en un grupo se encontró esta variante patogénica en 
heterocigosis, en ausencia de las deleciones D13S1830 y D13S1854 del gen GJB6, que en forma digénica pueden 
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observarse en las sorderas NSAR, junto a variantes patogénicas del gen GJB2.(7,13,14)

Concluir el diagnóstico certero de estos pacientes es imprescindible en su manejo clínico, incluido el hecho 
de que se les debe comunicar sus riesgos de transmitir una pérdida auditiva, y al estar debidamente informados, 
tomen las decisiones que consideren acertadas, brindadas a través de estrategias preventivas basadas en el 
Asesoramiento Genético.

Para ello se hace necesario aplicar otros procederes. Como existen diversas variantes del gen GJB2, y la 
mayoría se encuentran en el exón 2, que es el codificante,(15) es importante estudiarlo por lo que el objetivo 
de este trabajo fue caracterizar el exón dos del gen GJB2 en una serie de pacientes cubanos con hipoacusia 
aislada prelingual autosómica recesiva.

MÉTODO
Se realizó un estudio descriptivo de corte transversal entre el 2001 y 2024, a partir de 379 pacientes con 

sordera no sindrómica congénita. La recopilación de la información clínica la ejecutó un mismo colectivo 
profesional entrenado en la atención de pacientes con pérdida auditiva. Se escogieron los casos que presentaron 
evidencia de herencia autosómica recesiva o aparecieron de forma aislados en sus familias. Se tuvo en cuenta 
el grado de pérdida auditiva de acuerdo a su magnitud, frecuencia y lateralidad; así como la procedencia de 
los pacientes. 

Fueron seleccionados los heterocigóticos para la variante patogénica c.35delG del gen GJB2, que no 
presentaron alguna de las deleciones: D13S1830 y D13S1854 del gen GJB6 y su ADN conservaba las especificaciones 
de calidad requeridas para su secuenciación por método de Sanger. Finalmente, la muestra estuvo constituida 
por 13 casos.

Oligonucleótidos 
A fin de realizar un análisis completo de la región codificante del gen GJB2 fueron utilizados los siguientes 

cebadores, con las siguientes temperaturas de hibridación:

Tabla 1. Cebadores utilizados con su temperaturas de hibridación para 
análisis completo de la región codificante del gen GJB2

secuencia 5’ --> 3’ Temperatura de 
hibridación

Reverso AGT TGG TTC TGT CTT CAC CTG 55ºC

Directo TGG TGT TTG CTC AGG AAG AG 60ºC

Directo TCA TCC CTC TCA TGC TGT CT

Directo TGA GCC TTG ACA GCT GAG CA

Para analizar el inicio del exón 2 se utilizaron los siguientes cebadores:

Tabla 2. Cebadores utilizados con su temperaturas de hibridación para 
analizar el inicio del exón 2

secuencia 5’ --> 3’ Temperatura de 
hibridación

Reverso CTA CCG GAG ACA TGA GAA GA 56ºC

Directo TCT TCT CAT GTC TCC GGT AG

PCR y secuenciación
En un primer paso se estandarizaron todas las PCR aplicando un gradiente la temperatura de hibridación para 

poder asegurar la amplificación correcta de los fragmentos deseados. Una vez determinadas las temperaturas 
de hibridación específicas para cada par de cebadores, se realizaron las PCRs. Los productos de PCR fueron 
visualizados mediante electroforesis, para evaluar el resultado. Después se purificaron los fragmentos de PCR y 
se secuenciaron utilizando uno de los dos cebadores de PCR mediante el método Sanger.

Métodos de procesamiento y análisis de la información
Análisis in sílico

Para determinar las características de cada una de las variantes identificadas se buscó la información 
correspondiente en la base de datos “CinVar”.(16)

Toda la información que se generó se analizó a través de técnicas de estadística descriptiva, a través de las 
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frecuencias relativas halladas.

Aspectos éticos
Esta investigación se realizó, a través de la autorización del Comité de Ética de la Investigación del Centro 

Nacional de Genética. A lo largo de la misma se veló porque se cumpliera lo establecido en la Declaración 
de Helsinki de la Asociación Médica Mundial 2023, que establece los principios éticos para las investigaciones 
médicas en seres humanos.(17)

RESULTADOS
El estudio fue realizado en 13 individuos que presentaron sordera no sindrómica, todos con aparición 

esporádica en su familia y negaron antecedentes de consanguinidad, en ellos fue comprobada su condición de 
heterocigóticos para la variante patogénica c.35delG.

En cinco de los 13 fueron identificadas mutaciones del exón dos del gen GJB2. Las secuenciaciones halladas 
se ilustran en la figura número 1. En tres de ellos la c.427C>T, p.Arg143Trp, mientras en los dos restantes las 
c.94C>T, p.Arg32Cys y c.139G>T, p.Glu47Ter.

En todos los casos estudiados las audiometrías correspondieron a hipoacusia neurosensorial profunda 
bilateral prelingual, con pérdida de la audición superior a los 61 db.

 

Figura 1. Secuenciación del exón dos del gen GJB2 en los casos que se identificó, además de la variante patogénica 
c.35delG, las mutaciones: c.94C>T, c.139G>T y c.427C>T

DISCUSIÓN
La Cx26 –codificada por el gen GJB2- se expresa en las membranas citoplasmáticas de las células ciliadas 

de la cóclea, asociadas en hexámeros, constituyen los conexones; dos de los cuales, procedentes de células 
adyacentes, se unen a través de sus regiones extracelulares formando un canal funcional por el que ocurre el 
reciclaje de potasio, necesario para mantener la alta concentración endolinfática de este ión, requerida para 
preservar la función del oído interno.(15,18,19) 

Las variantes patogénicas del gen GJB2, que codifica para la síntesis de la CX26 son la causa más frecuente 
de sordera NSAR, su diagnóstico se complica por el hecho de que se ha observado que un grupo de los que 
presentan mutaciones GJB2 portan solo un alelo mutante, y presentaban adicionalmente deleciones del gen 
GJB6 (que codifica la conexina-30), específicamente las D13S1830 y D13S1854. (doble heterocigosidad) en 
forma de una sordera prelingual con herencia digénica por mutaciones que involucran a los genes GJB2 y 
GJB6.(7,14,20) 

Por lo anterior fue importante en la selección de la muestra de esta investigación partir de individuos que 
en ausencia de tales deleciones del gen GJB6, presentaron la variante patogénica c.35del G del gen GJB2 en 
heterocigosis. Adicionalmente el análisis por expertos del ADN aseguró que las muestras se hallaran en óptimo 
estado y por lo tanto cumplieran las especificaciones de calidad requeridas para la secuenciación.

Los cebadores fueron diseñados a fin de caracterizar el exón 2 del gen GJB2. Si bien se amplificaron dos 
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fragmentos solapantes para asegurar el análisis completo de la secuencia a estudiar; dadas las características 
de la mutación c.35delG, se diseñaron cebadores adicionales para analizar el inicio del exón 2. Esto último 
sirvió como comprobación de que todos los pacientes de la serie estudiada eran heterocigóticos para la variante 
patogénica c.35delG.(16)

A través de la secuenciación del exón dos, que es la región codificante del gen GJB2, se verificó la presencia 
de la condición de heterocigótico en los 13 casos estudiados. Fueron identificados tres cambios genéticos que 
afectan la secuencia de nucleótidos de la conexina 26 (c.94C>T, c.139G>T y c.427C>T), mediante la consulta de 
la base de datos ClinVar, que recoge todas las mutaciones descritas en el contexto de enfermedades genéticas 
hasta el momento, se identificaron que se trataba de variantes patogénicas.(21)

La mutación puntual c.94C>T, conduce a un cambio en la posición 32 de la CX26 de un aminoácido cargado 
positivamente (arginina) por cisteína, que contiene un grupo tiol (p.Arg32Cys). Ello afecta la estructura y 
función de esta proteína.(22,23,24,25,26,27,28,29,30)

En la variante c.139G>T se produce un remplazo de guanina (G) por una timina (T) en el nucleótido 139 
del gen GJB2; esto introduce un codón de parada prematura en la secuencia del gen GJB2 y, por lo tanto, a 
la producción de una Cx26 truncada, no funcional p.Glu47Ter, es referida en algunos textos como E47X) que 
provoca la producción de una proteína truncada y no funcional, lo que interrumpe la síntesis de la CX26 y por 
lo tanto la formación de las uniones gap y afecta la audición.(31,32,33,34,35) 

El cambio en la posición 427 de citosina (C) por una timina (T) (c.427C>T) produce un cambio de arginina 
por triptófano en la posición 143 de la CX26 (p.Arg143Trp), se ha descrito en otras regiones de Latinoamérica 
y Europa;(36,37,38) entre las variantes encontradas en este estudio fue la que apareció en una mayor frecuencia 
(3/5).

Las últimas dos variantes (c.139G>T, c.427C>T) fueron previamente descritas en otra serie de casos cubanos 
reportados, mientras la c. 94C>T es la primera vez que se describe en una muestra de este país. De igual modo 
en el estudio citado fueron halladas otras mutaciones no encontradas en esta investigación.(39) Las descritas, 
adicionales a la c.35delG, varían en frecuencia con respecto a lo hallado en este trabajo. Esto refleja la alta 
heterogeneidad genética alélica que presenta el gen GJB2.

Las tres variantes halladas en esta investigación son reconocidas como patogénicas en las bases de datos 
consultadas;(16,17,18,19) y en ellas se han descrito pérdida auditiva neurosensorial cuya severidad puede variar de 
leve a profunda. Los pacientes incluidos presentaron sorderas neurosensoriales profunda bilateral prelingual 
con pérdida auditiva que varió de severa a profunda; aunque se han descrito casos con estas variables con 
hipoacusia leve, puede corresponderse al hecho de que la fuente de obtención de los casos fue el Centro 
Nacional de Genética Médica de Cuba, que es una institución de referencia nacional.

Con los resultados obtenidos se precisó el diagnóstico de los pacientes estudiados. A partir de ello se puede 
diseñar un pesquisaje en cascada en sus familias, a través de estudios moleculares mediante PCR alelo específicos, 
con lo que se precisaría los que son portadores. Esto es importante para trazar estrategias preventivas, basadas 
en el asesoramiento genético. Adicionalmente estos hallazgos sugieren que estas variantes patogénicas pueden 
ser halladas en la población cubana y deben tomarse en cuenta en el algoritmo diagnóstico en el país.

CONCLUSIÓN
Se identificaron tres variantes patogénicas en la región codificante del gen GJB2, asociada a pérdidas 

auditivas de severa a profunda.

Limitaciones de esta investigación
Fueron estudiados solo casos en que se tenía evidencia de la presencia de la variante patogénica c35delG en 

heterocigosis del gen GJB2, una ampliación de este estudio puede aportar nuevos resultados.
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