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Resumen
El síndrome Usher tipo 2 (USH2) es una entidad clínica 
con herencia autosómica recesiva, caracterizada por una 
pérdida auditiva neurosensorial moderada a severa sin 
alteración vestibular, y pérdida visual progresiva debido 
a retinosis pigmentaria. Alteraciones en tres genes pueden 
causar la enfermedad, siendo la mutación c.2299delG, 
en el gen USH2A, la más frecuente en varios países. La 
mutación c.2276C>G (p.C759F), también localizada 
en USH2A, ha sido descrita en pacientes con retinosis 
pigmentaria recesiva no sindrómica o con USH2. El 
espectro de mutaciones para los genes implicados en el 
síndrome Usher en los pacientes cubanos aún no ha sido 
establecido. Este trabajo tuvo como objetivo analizar la 
presencia de las mutaciones c.2299delG y c.2276C>G en 
pacientes cubanos con sospecha clínica de USH2. Fueron 
estudiados 40 individuos no emparentados. El análisis 
genético molecular se realizó mediante el método de 
PCR-digestión enzimática, seguido de electroforesis. La 
mutación c.2299delG estuvo presente en 7 de los 40 casos 
estudiados (17,5%); tres resultaron homocigóticos y cuatro 
heterocigóticos. La mutación c.2276C>G no fue detectada 
en ninguno de los pacientes estudiados. La introducción 
del diagnóstico molecular de estas mutaciones al servicio 
asistencial, contribuye al mejoramiento del asesoramiento 
genético a las familias cubanas donde se segrega la 
enfermedad. Se deben continuar los estudios moleculares 
para identificar otras mutaciones presentes en los genes 
implicados en el USH2 en la población cubana.  
 
Palabras clave: Síndrome Usher tipo 2, gen USH2A, 
PCR-digestión enzimática, 2299del G, C759F.

Abstract
Usher syndrome type 2 (USH2) is a clinical entity 
with autosomal recessive inheritance, characterized by 
moderate to severe sensorineural hearing loss without 
vestibular alteration, and progressive visual loss due 
to retinitis pigmentosa. Variations in three genes can 
cause the disease, being the mutation c.2299delG, in the 
USH2A gene, the most frequent in several countries. The 
c.2276C>G mutation (p.C759F), also localized in USH2A, 
has been described in patients with non-syndromic 
recessive retinitis pigmentosa or with USH2. The spectrum 
of mutations for genes involved in Usher’s syndrome in 
Cuban patients has not yet been established. This study 
aimed to analyze the presence of mutations c.2299delG 
and c.2276C>G in Cuban patients with clinical suspicion 
of USH2. Forty unrelated individuals were studied. 
Molecular genetic analysis was performed using the PCR-
enzymatic digestion method, followed by electrophoresis. 
The c.2299delG mutation was present in 7 of the 40 
studied cases (17.5%); 3 were homozygous and 4 were 
heterozygous. The c.2276C>G mutation was not detected 
in any of the studied patients. The introduction of the 
molecular diagnosis of these mutations to the care service 
contributes to the improvement of genetic counseling to 
Cuban families where the disease is segregated. Molecular 
studies should be continued to identify other mutations 
present in genes involved in USH2 in the Cuban population.

Keywords: Usher syndrome type 2, USH2A Gene, PCR-
enzymatic digestion, 2299del G, C759F.
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Introducción
El síndrome Usher (USH) es un trastorno autosómico 
recesivo caracterizado por discapacidad auditiva 
neurosensorial congénita, pérdida visual progresiva 
debido a retinosis pigmentaria (RP) y en algunos 
casos disfunción vestibular. Esta entidad clínica está 
presente en aproximadamente el 50% de los casos 
de sordo-ceguera. Su prevalencia se ha estimado, en 
poblaciones de países desarrollados, entre 3,5 y 16,7 
casos por cada 100 000 individuos1-4 mientras que en 
Cuba la forma sindrómica de la RP es la reportada 
como más frecuente.5 
El USH es clínica y genéticamente heterogéneo, y ha 
sido dividido en tres subtipos (USH1–3) en base a la 
severidad de la discapacidad auditiva, a la presencia 
o ausencia de disfunción vestibular y a la edad 
de comienzo de la RP.6  Un cuarto subtipo ha sido 
propuesto para agrupar los casos llamados atípicos, 
que presentan pérdida auditiva y/o disfunción 
vestibular progresivas en lugar de estables,7,8 aunque 
esta clasificación es controversial todavía.9

El síndrome Usher tipo 2 (USH2) es la forma clínica 
más frecuente de esta ciliopatía,3,10 lo cual ha sido 
corroborado también para Cuba.11 Este subtipo 
fenotípico se caracteriza por pérdida auditiva 
congénita de moderada a severa, no progresiva; RP 
con debut peri- o postpuberal, función vestibular 
normal y lenguaje inteligible.12 Hasta el momento, 
14 genes han sido asociados con el USH, y de ellos, 
tres, USH2A, ADGRV1 y WHRN, se han relacionado 
específicamente con el desarrollo del USH29. El 
gen PDZD7, se ha reportado como un modificador 
del fenotipo retiniano en pacientes con mutaciones 
bialélicas en USH2A; además contribuye a la herencia 
digénica junto con el gen ADGRV1.13

USH2A es el gen más frecuentemente mutado en 
el USH2, lo que acontece para alrededor del 82% 
de los casos.14 Mutaciones en este gen también son 
responsables de casos de síndrome Usher atípico y 
de RP recesiva no sindrómica.15,16 Este gen se localiza 
en 1q41, se expande por 800 kb y comprende 72 
exones, con intrones que varían entre 127 pb y 78 
kb de longitud.17 USH2A tiene dos transcriptos 
alternativos; el mayor de ellos codifica la isoforma 
b de la proteína usherina, una compleja proteína 
transmembranal de aproximadamente 580 kDa, que 
está constituida por 5202 aminoácidos, y que presenta 
un largo dominio extracelular.14 Esta isoforma es 

parte de una red proteica denominada el interactoma 
Usher, el cual juega un papel esencial en el desarrollo 
de los estereocilios de las células ciliadas que forman 
parte del órgano de Corti. En los fotorreceptores, el 
interactoma Usher se localiza en la región periciliar y 
podría estar involucrado en el transporte de moléculas 
entre el segmento interior y el exterior.18

Hasta la fecha más de 1000 variantes del gen USH2A 
han sido documentadas en Leiden Open Variation 
Database (LOVD).19 Estas variantes son de todos los 
tipos e incluyen mutaciones con pérdida de sentido 
y con cambio de sentido, pequeñas inserciones y 
deleciones, grandes reordenamientos, y variantes 
que afectan los sitios de empalme.9,14,20-22 Una gran 
mayoría de estas mutaciones están presentes en unas 
pocas familias, sin embargo, una mutación prevalente 
localizada en el exón 13 de USH2A, denominada 
c.2299delG (p.Glu767Serfs*21 o E767fs), es 
frecuentemente hallada en pacientes europeos y 
estadounidenses, y también en casos aislados de 
Sudamérica, África del Sur y Asia.18 Esta mutación 
causa USH2, pero también conduce a USH atípico.7 
Otro cambio frecuente en el exón 13, la mutación 
c.2276C>G (p.Cys759Phe o C759F), causa USH2 23 
y RP sin pérdida auditiva.15

Hasta la realización del presente estudio no se disponía 
en Cuba de estudios moleculares que contribuyeran al 
diagnóstico del USH. Por tanto, teniendo en cuenta 
el componente español en el origen étnico de la 
población cubana, y como una primera aproximación 
a la elucidación de las bases genéticas de esta 
enfermedad en los pacientes cubanos, nos propusimos 
realizar el análisis de las mutaciones c.2299delG y 
c.2276C>G, que han sido reportadas como las más 
frecuentes en los pacientes con USH2 en España.20,24

Método
Las muestras de sangre periférica de 40 individuos 
no emparentados, con diagnóstico clínico de USH2 
fueron tomadas en el Centro de Referencia Nacional 
de Retinosis Pigmentaria del Hospital Clínico-
Quirúrgico “Dr. Salvador Allende” de La Habana, 
así como en las consultas de la Red Nacional de 
Genética, a partir la remisión de los pacientes desde 
los centros provinciales de Retinosis Pigmentaria. 
El diagnóstico clínico se estableció en base a la 
historia clínica, el examen visual y de fondo de ojo, el 
estudio neurofisiológico, y las pruebas de audiología 
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y función vestibular. Las muestras se enviaron para 
su análisis genético al Departamento de Biología 
Molecular del Centro Nacional de Genética Médica 
(CNGM), donde se procesaron mediante el método 
de precipitación salina de aislamiento de ADN25.
El análisis molecular de las mutaciones c.2299delG 
y c.2276C>G se realizó mediante PCR (Reacción 
en Cadena de la Polimerasa) y digestión enzimática, 
seguido de electroforesis. Para la amplificación 
del ADN, fueron empleados los oligonucleótidos 
reportados por Dreyer y colaboradores.23 
La reacción de PCR se llevó a cabo en volúmenes 
de 25 µL conteniendo: de 50 a 100 ng de ADN 
genómico; 1,2 y 0,6 µM de los oligonucleótidos, para 
c.2299delG y c.2276C>G respectivamente; 0,08 mM 
de dNTP; 1x de solución tampón de la polimerasa; 
1,5 mM de MgCl2 y 2,5 U de Taq ADN Polimerasa.
Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 
desnaturalización inicial a 94°C durante 5 minutos, 
seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 94°C 
por 30 segundos, alineamiento por 30 segundos a 
64°C, para c.2299delG, y a 60°C, para c.2276C>G, y 
polimerización a 72°C por 45 segundos. Los 30 ciclos 
fueron seguidos de una extensión final a 72°C por 5 
minutos. 
La digestión enzimática para la detección de la 
mutación c.2299delG se realizó en un volumen 
de 50 µL, conteniendo: 25 U de la enzima BfaI, 
1x de solución tampón de la endonucleasa y                                          
20 µL del producto del PCR (amplicón), purificado 
previamente mediante estuche comercial (QIAquick 
PCR Purification Kit, QIAGEN). Para la detección 
de la mutación c.2276C>G la digestión enzimática 
se realizó en un volumen de 35 µL, que contenía: 
20 U de la enzima PstI, 1x de la solución tampón de 
la enzima y 15 µL del amplicón. En ambos casos se 
realizó la incubación de la reacción durante toda la 
noche a 37 °C.
Los productos digeridos fueron analizados mediante 
electroforesis de ADN, a 180 V durante 1 hora, en 
gel de Agarosa MS (Roche) al 3%. El gel fue teñido 
con bromuro de etidio y fotografiado sobre un 
transiluminador de luz ultravioleta. 
Este estudio formó parte de un proyecto de 
investigación que fue aprobado por el Comité de 
Ética del CNGM y para su realización se obtuvo el 
consentimiento informado por escrito de todos los 
participantes.

Resultados
La mutación c.2299delG fue detectada en 7 de los 40 
pacientes estudiados (17,5%). En tres casos se halló 
en homocigocidad y en cuatro en heterocigocidad, 
lo que significa que 10 de los 80 cromosomas 

analizados (12,5%) portan esta mutación. La 
mutación c.2276C>G no se encontró en ninguno de 
los pacientes incluidos en el estudio. En la tabla 1 se 
resumen los resultados obtenidos mediante el análisis 
genético molecular.

Tabla 1. Resultados del análisis de las mutaciones 
c.2299delG y c.2276C>G en pacientes cubanos con 
síndrome Usher tipo 2.

Genotipo Mutación 1 Mutación 2
No. de 

pacientes

Homocigótico
c.2299delG c.2299delG 3

c.2276C>G c.2276C>G 0

Heterocigótico 
Compuesto

c.2299delG c.2276C>G 0

c.2299delG ND 4

c.2276C>G ND 0

Desconocido ND ND 33
ND: mutación no determinada

La figura 1 muestra la imagen de un corrida 
electroforética de productos de PCR digeridos 
con enzima endonucleasa para la detección de la 
mutación c.2299delG. Se observan los patrones de 
bandas obtenidos para tres muestras con diferentes 
genotipos.

Análisis de la mutación c.2299delG. Electroforesis en gel de agarosa al 
3% del producto de PCR digerido con la endonucleasa BfaI. La digestión 
enzimática para el alelo normal genera fragmentos de 264 y 17 pb, y 
para el alelo mutado de 238, 25 y 17 pb (no se observan los fragmentos 
de 25 y 17 pb). PPM: patrón de peso molecular; +/-: paciente con 
genotipo heterocigótico; +/+: paciente con genotipo homocigótico para 
c.2299delG; -/-: paciente negativo para c.2299delG.
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Discusión
Con excepción de algunas poblaciones endogámicas 
en las cuales una o dos mutaciones están presentes 
en la mayor parte de los casos sindrómicos, las 
mutaciones responsables del USH son halladas en 
una o en unas pocas familias.24 Solo las mutaciones 
c.2299delG y c.2276C>G están relacionadas con una 
alta proporción de casos de USH2,24 encontrándose 
siempre c.2276C>G en heterocigocidad con otras 
mutaciones.20,24,26

Este estudio, el primer análisis genético molecular 
del gen USH2A en pacientes cubanos con síndrome 
Usher tipo 2, permitió confirmar la presencia en 
la población cubana de la mutación de mayor 
prevalencia en poblaciones caucásicas de origen 
europeo, c.2299delG, cuyas frecuencias alélicas se 
reportan entre el 15 y el 50%.18,24,27 Estudios basados 
en análisis de haplotipos han confirmado un origen 
ancestral en poblaciones del sur de Europa para 
esta mutación.18,28 Con relación a su presencia en 
territorios con una historia de colonización europea, 
tales como América y África del Sur, se ha señalado 
que las oleadas recientes de migrantes provenientes 
del Viejo Continente la habrían diseminado por el 
llamado Nuevo Mundo, y por otros países.28

En nuestro trabajo la frecuencia alélica de c.2299delG 
(17,5%) en los 40 pacientes analizados, resultó 
inferior a lo reportado en Europa, y en España en 
particular,18 y no se identificó las segunda mutación 
más frecuente del gen USH2A en las poblaciones de 
origen europeo, c.2276C>G,15, 24, 26 lo que podría estar 
relacionado con el propio mestizaje de la población 
cubana y la presencia de un espectro de mutaciones 
más amplio, o al menos diferente, al de las poblaciones 
del Viejo Continente. El análisis de un mayor número 
de individuos y la caracterización completa del gen 
USH2 permitiría esclarecer este punto.
Tanto la variante alélica c.2299delG como c.2276C>G, 
se localizan en el exón 13 del gen USH2A y afectan, 
a nivel proteico, el quinto dominio laminin-type 
EGF-like (Lam EGF), de la proteína usherina. La 
mutación c.2299delG provoca un corrimiento del 
marco de lectura, que genera un codón de parada 
corriente abajo, a 20 residuos aminoacídicos del 
ácido glutámico de la posición 767, lo cual conduce 
a un producto proteico severamente truncado.27 A 
nivel de ARN, se plantea también, que la mutación 
c.2299delG desestabiliza un potenciador exónico del 
empalme y crea un silenciador del empalme dentro 
del exón 13.29 
La mutación c.2276C>G (p.C759F) por su parte, 
desestabiliza la formación del puente bisulfuro entre 
la cisteína 759 y la cisteína 747, lo que conduce a 

un plegamiento anormal del dominio Lam EGF y 
de esta forma afecta las propiedades funcionales de 
la proteína. Los dominios Lam EGF, 10 en total, se 
piensa que funcionan como un rígido espaciador 
mecánico que mantienen separadas las regiones N- y 
C-terminal de la usherina.23 En adición, los dominios 
Lam EGF pudieran estar involucrados directamente 
en interacciones moleculares. Así, la alteración de la 
rigidez, lo mismo que la pérdida de las propiedades 
de unión, pudieran explicar la pérdida de función de 
la proteína debido a esta mutación.23 No obstante, 
recientemente González-del Pozo y colaboradores30 
han puesto en duda la patogenicidad de p.C759F, 
debido a que fue encontrada en estado homocigótico 
en dos hermanos sanos de una familia española. 
Posteriores análisis en los familiares de estos 
individuos demostraron la presencia de una mutación 
en el gen PDE6B segregándose con la enfermedad.30

El presente trabajo permitió identificar tres pacientes 
homocigóticos para c.2299delG. Se ha reportado 
que los pacientes con dos mutaciones que generan 
proteínas truncadas, incluyendo los homocigóticos 
para c.2299delG, desarrollan una discapacidad 
auditiva significativamente más severa que pacientes 
con otras combinaciones de mutaciones. 31 Por tal 
motivo, resulta muy importante la atención temprana y 
el asesoramiento a estos individuos y a sus familiares.
En 70 de los 80 cromosomas analizados en este 
estudio, la detección de la variante patogénica aún 
está pendiente. Debido a la heterogeneidad genética 
del USH2, el tamaño de los genes involucrados, 
además que en ocasiones se reportan pacientes con 
mutaciones en más de un gen, o estas se identifican 
en genes relacionados con otros subtipos del USH,9 
el diagnóstico molecular de esta enfermedad se 
complejiza enormemente. Recientemente se han 
reportado mejorías en el análisis molecular del 
USH, con el empleo de la secuenciación masiva 
paralela9,14,22 y de técnicas para la detección de grandes 
reordenamientos,9,21 pero estas aún no se encuentran a 
nuestra disposición.

Conclusiones
La introducción del diagnóstico molecular de las 
mutaciones c.2299delG y c.2276C>G al servicio 
asistencial, contribuye al mejoramiento del 
asesoramiento genético a las familias cubanas donde 
se segrega la enfermedad. Se deberán continuar los 
estudios moleculares, en colaboración con otras 
instituciones, para ampliar el espectro de mutaciones 
identificadas en los genes implicados en el USH en la 
población cubana.
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