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RESUMO

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 10% da populagdo
mundial apresenta algum tipo de problema auditivo e esta prevaléncia aumenta com a idade.
Nio ha dados oficiais da prevaléncia da deficiéncia auditiva no Brasil. Em paises
desenvolvidos a deficiéncia auditiva estd presente em cerca de 1 em cada 1.000 criangas,
estimando-se que 60% dos casos de surdez pré-lingual isolada tenham bases geneticas.
Embora no Brasil a maioria dos casos ainda sejam devidos a fatores ambientais, a propor¢ao
de casos de origem genética tende a aumentar com a melhoria na saude piblica. Até o
momento ja foram clonados 16 genes que causam deficiéncia auditiva ndo sindrémica de
heranga autossomica recessiva (NSRD). O gene GJB2, que determina a produgdo da
proteina conexina 26 (Cx26), fo1 o primeiro a ser associado a NSRD, e mutagGes nesse gene
sdo a principal causa genética de surdez no ser humano. A conexina 26 esta envolvida na
formagdo de gap junctions, canais de comunicag¢io intercelular necessarios a produgdo de
potenciais de agdo e que estdo presentes em células da coclea Mutagbes no gene GJB2 vém
sendo detectadas em varias populagdes; uma delas, a 35delG, ¢ particularmente freqiiente
entre Caucasoides do sul da Furopa. A freqiéncia de heterozigotos para essa mutagdo foi
recentemente estimada em recém-nascidos de uma regido proxima a Campinas como sendo
de 0,97%. Neste trabalho foi realizada a analise do gene GJB2 em 39 familias com surdez
nio sindromica, tanto familial quanto esporadica, a fim de determinar a frequéncia e o tipo
de mutacdes nesses pacientes. Em 36 casos-indice (grupo A) foi realizada uma avaliagdo
clinica prévia para excluir a0 méximo a possibilidade de uma origem ambiental. Dados
clinicos e moleculares de outros trés pacientes surdos com mutagdo na Cx26 previamente
diagnosticados (grupo B) também foram considerados. Mutagdes no gene GJB2 foram
identificadas em 8 das 36 familias do grupo A (22%), incluindo metade dos 10 pacientes
com surdez familial e 3 dos 26 casos isolados (11,5%). A mutagdo 35delG foi encontrada
em 84,2% (16/19) dos alelos mutados. Trés outras mutagdes foram observadas: V95M,
V371 e delE120. Seis pacientes eram homozigotos para a mutagdo 35delG, 2 heterozigotos
compostos e 3 heterozigotos, ou seja, foi encontrado somente um alelo mutado. O
polimorfismo V271 foi encontrado em dois casos esporadicos. Esses resultados indicam que
em nossa regido, assim como vem sendo observado em outras populagdes, mutagdes na
conexina 26 sejam a principal causa de surdez de origem genética. Assim sendo, devem ser
pesquisadas tanto em casos hereditarios quanto, principalmente, em casos esporadicos de
origem indefinida, de modo a possibilitar o aconselhamento genético e o diagndstico

precoce de novos casos que venham a surgir nessas familias.
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1- INTRODUCAO

1.1- Anatomia e Fisiologia da audicio

O ouvido humano € formado por trés partes distintas: externa, meédia e interna
(figura 1). O ouvido externo capta o som e o medio o transmite para o ouvido interno, onde
o som ¢ processado. O ouvido externo consiste em auricula e canal auditivo externo, o qual
transfere 0 som para a membrana timpanica. O ouvido médio, por sua vez, é formado pela
cavidade timpdnica e por uma cadeia de trés ossiculos (martelo, bigorna e estribo), os quais
coletam as vibragdes recebidas pela membrana timpanica e as transmitem para a janela oval
do ouvido interno. O ouvido interno consiste no aparelho vestibular e na coclea. Esta parte
do ouvido, além de transmitir informagdes sonoras ao cérebro, proporciona informagdes
sobre a aceleracdo e a dire¢do da gravidade, sendo responsavel pelo equilibrio e pela
coordenacio dos movimentos. E uma estrutura complexa que requer um grande repertorio
de genes para orquestrar o processamento do som e a fun¢do vestibular em muitos niveis,
incluindo inervagdo neuronal, integridade estrutural, e transdu¢do mecanoelétrica

(HUDSPETH, 1989).

Figura 1 - Estrutura do ouvido humano.
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A coclea ¢ um sistema de trés tubos enrolados lado a lado: o canal vestibular, o
canal médio, e o canal timpanico. A escala vestibular e a escala média estdo separadas pela
membrana de Reissner (também chamada de membrana vestibular), o canal timpanico € o
canal médio estdo separados pela membrana basilar. Na superficie da membrana basilar
esta localizado o orgdo de Corti, que contém células ciliadas eletromecanicamente
sensiveis. Estas células sdo os receptores terminais que geram impulsos nervosos em

resposta as vibragoes dos sons (GUYTON et al., 1996; ALBERTS ez al., 1989).

As vibragdes dos sons entram no canal vestibular a partir da platina do estribo na

janela oval. Esta platina recobre a janela oval, que tem suas bordas conectadas por um
ligamento anular relativamente frouxo, de modo a se deslocar para dentro e para fora com

as vibragdes sonoras. O movimento para dentro faz com que o liquido se desloque para
dentro do canal vestibular e no canal médio, e o movimento para fora faz com que o liquido

se desloque para tras (ALBERTS et al., 1989).

A membrana basilar ¢ uma membrana fibrosa que, como ja foi dito, separa o canal
médio do canal timpanico. Contém 20.000 a 30.000 fibras basilares que se projetam do
centro 0sseo da coclea, o modiolo, em diregdo a parede externa. Estas fibras sdo estruturas
semelhantes a juncos fortes e elasticos, fixadas por suas extremidades basais na estrutura
dssea central da coclea, mas livres nas suas extremidades distais, exceto por estas
extremidades distais estarem incluidas na frouxa membrana basilar. Como as fibras sdo

fortes e livres em uma das extremidades, elas podem vibrar (ALBERTS et al., 1989).

O orgdo de Corti € o orgdo receptor que gera impulsos nervosos em resposta a
vibragdio da membrana basilar. O 6rgdo de Corti fica sobre a superficie das fibras basilares
e da membrana basilar. Os verdadeiros receptores sensoriais no 6rgéo de Corti sdo dois
tipos de células pilosas: uma unica fileira de células ciliadas internas, perfazendo cerca de
3.500 unidades e medindo em torno de 12 mm de didmetro, e trés a quatro fileiras de
células ciliadas externas, perfazendo cerca de 12.000 e tendo didmetro de apenas 8 mm. As
bases e os lados das células ciliadas fazem sinapse com uma rede de terminagdes nervosas

cocleares. Entre 90 e 95% destas terminagdes encontram-se sobre as células ciliadas
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internas, o que enfatiza a importancia especial destas para a detecgdo do som. As fibras
nervosas a partir destas terminagdes dirigem-se para o ganglio espiral de Corti, que fica no
modiolo da coclea. O ginglio espiral, por sua vez, manda ax6nios — um total de cerca de
30.000 — para o nervo coclear e, depois, para dentro do sistema nervoso central ao nivel
superior do bulbo (ALBERTS e al,, 1989, KALATZIS & PETIT, 1998).

Todas as fungGes sensoriais do ouvido interno dependem da recepgdo mecanica, ou
seja, da detecgdo de pequenos movimentos produzidos por forgas que atuam em torno das
células sensoriais do ouvido. Estes movimentos sdo oscilagdes rapidas, no caso do som, e
movimentos mais lentos no caso da gravidade e aceleragdo. Todas as células responsaveis
pelos diversos tipos de recepgdo mecénica do ouvido tém uma forma similar e caracteristica

determinada pela presenga de estereocilios.

1.2- Aspectos gerais da deficiéncia auditiva

A deficiéncia auditiva é um dos disturbios sensoriais humanos mais comuns e pode
se manifestar em qualquer faixa etaria, podendo ser devida a causas genéticas ou adquirida
por fatores ambientais. Entre os fatores ambientais que contribuem para a deficiéncia
auditiva estdo meningite, infecgdes congénitas (rubéola e citomegalovirus), uso de
determinados medicamentos durante a gestagdo, tocotraumatismo e complicagdes
perinatais, como kernicterus (KALATZIS & PETIT, 1998). A tabela I mostra alguns fatores

ambientais de disacusia, em algum estagio do desenvolvimento.
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Tabela I — Fatores ambientais causadores de disacusia.

Infeccdo materna (rubéola, citomegalovirus,

Pré-Natal sifilis, etc)

Terapia materna com drogas ototoxicas

Irradiacdo (raios-X) durante gestagao

Ictericia

Peri-Natal Trauma de parto
Anoxia
Otites

Meningite

Pos-Natal Sarampo

Caxumba

Traumatismos

A perda da audigdo pode ser classificada com relagdo a localizagdo do defeito:
condutiva, quando a anomalia afeta o ouvido médio ou externo; neurossensorial (perceptiva
ou neural), em que as anomalias est3o situadas entre os receptores do ouvido interno € as
regides auditivas do cérebro; ou ainda mista, quando ha combinagdo de ambos os defeitos.
Pode ainda ser classificada de acordo com o grau de perda: leve, correspondendo a perda de
27-40dB; moderada (41-55dB); moderada a grave (56-70dB), grave (71-90dB) e profunda
(>90dB). E denominada pré-lingual quando esta presente ao nascimento ou antes da
aquisigdo da linguagem, e pos-lingual quando se apresenta apos a aquisi¢do da linguagem.
Finalmente, a perda de audicio pode estar associada a outras anomalias congénitas
(sindrémica) ou ser o tnico defeito observavel (ndo sindrémica ou isolada) (GUILFORD e
al., 1994; KALATZIS & PETIT, 1998).

Em muitos casos ¢ dificil estabelecer a origem da deficiéncia auditiva
neurossensorial. Isso se deve a sua grande diversidade etiologica, e também ao fato do

ouvido interno ser inacessivel a procedimentos diagnosticos discriminantes.
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1.3- Prevaléncia da deficiéncia auditiva

A prevaléncia da surdez congénita varia segundo varios autores nas diferentes
populagdes. No Brasil, entretanto, ndo existem dados oficiais da prevaléncia da deficiéncia
auditiva. Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 10% da populagio
mundial apresenta algum tipo de problema auditivo, devendo, portanto, existir cerca de 16

milhdes de deficientes auditivos no Brasil, sendo 35 mil portadores de surdez profunda.

Em paises desenvolvidos, a prevaléncia da deficiéncia auditiva na infancia €
estimada em 1/1000, variando de 0,8 a 2/1000 em diferentes areas do mundo
industrializado, sendo que entre as criangas com déficit permanente de audig¢do cerca de
90% apresentam distirbios neurossensoriais, 5% de condu¢do e 5% mistos (PARVING &
HAUCH, 1994). Estima-se que 60% dos casos de surdez pré-lingual tenham bases
genéticas (MURGIA et al.,1999). Além disso, 1/1000 criangas tornam-se surdas apos a
aquisicdo da linguagem, ou seja, no periodo poés-lingual, formas essas que s@o

freqiientemente menos graves e progressivas (CARRASQUILHO et al., 1997).

No Brasil, a surdez de causa ambiental € predominante (67%), sendo a propor¢ao de
casos de surdez hereditaria de 15%, os casos de etiologia ndo esclarecida de 18,5%
(SIMOES & MACIEL-GUERRA, 1992). A tabela II ilustra algumas das principais causas
de surdez observadas na populag@o brasileira em cinco diferentes centros do estado de Sao

Paulo.

Tabela II — Principais causas de deficiéncia auditiva em criangas, relatada em cinco
institui¢des do estado de Sdo Paulo (%).

Causas DERDIC UNIFESP Santa Casa HC/USP CPA/USP
Nio conhecidas 455 40,9 60,4 43,9 54,0
Rubéola 29,0 31,8 20,9 12,5 2,0
Meningites 18,0 9,0 12,8 1.3 35,0
Trauma no parto 5.5 9,0 3.5 14,2 9,0

DERDIC — Divisio de Educagio e Reabilitagio de Desordens da Comunicagio, Universidade Catdlica de Sao Paulo, UNIFESP —
Universidade Federal de Sdo Paulo; Santa Casa de Sio Paulo; HC/USP — Hospital publico da Universidade de Sao Paulo; CPA/USP —
Universidade de Sdo Paulo, campus Bauru.
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A predominancia acentuada dos casos de etiologia ambiental reflete as condigdes
médico-sanitarias da populagdo, de cuja melhoria depende a profilaxia da deficiéncia
auditiva em nosso meio. E importante levar em consideragdo ainda o diagnéstico tardio da
surdez em criangas em nosso meio, o que dificulta ainda mais a determinagdo da etiologia
da deficiéncia auditiva. A tabela ITI mostra a idade de diagnostico da surdez em criangas em
um estudo realizado na Universidade de Sdo Paulo (USP) em 1992.

Tabela ITI — Idade das criangas com diagnostico de surdez.

Idade (meses) (%)
0-12 6,52
13-24 20,82
25-48 45,82
49-144 39,94

Em paises desenvolvidos, a diminui¢do acentuada das causas ambientais de doencgas
tem aumentado a importéancia relativa das doengas genéticas. No Brasil, porém, o excesso

de casos ambientais deve ser considerado com relagdo a estimativa do risco da repeti¢do.

1.4- Genética da deficiéncia auditiva

A surdez hereditaria pode se apresentar de forma isolada ou associar-se a outras
anomalias congénitas, entre as quais malformagdes cranio-faciais ou cervicais, displasias
esqueléticas, anomalias cutdneas ou oculares, doengas neurologicas, e disfungdes renais ou
metabolicas. Aproximadamente 30% dos casos de deficiéncia auditiva pré-lingual

geneticamente determinada sdo sindromicos € 70% n@o sindromicos (PARKER ez al.,1999).

1.4.1- Deficiéncia auditiva sindrémica

Mutagbes em genes responsaveis por quadros sindromicos associados a surdez

neurossensorial vém sendo identificadas freqiientemente. Acredita-se que existam mais de
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400 sindromes genéticas onde a surdez seja uma das caracteristicas. A tabela IV mostra

algumas dessas sindromes, nas quais a disacusia € considerada uma caracteristica relevante.

Tabela IV — Exemplos de sindromes que apresentam deficiéncia auditiva.

Sindrome de Treacher Collins
Surdez com malformacoes craniofaciais e Sindrome de Crouzon
cervicais Sindrome de Apert
Surdez com displasias esqueléticas Osteogénese imperfeita

Sindrome de Klippel -Feil

Surdez com anomalias cutaneas Sindrome de Waardenburg
Surdez com disfun¢éo renal Sindrome de Alport
Surdez com anomalias oculares Sindrome de Usher

Sindrome de Fraser

Surdez com disfunc¢io metabélica Sindrome de Pendred
Sindrome de Hurler
Surdez com anomalias cromossomicas Trissomia do cromossomo 18

Trissomia do cromossomo 21

Apesar do grande numero de sindromes que podem associar deficiéncia auditiva a
outros sinais clinicos, a Sindrome de Waardenburg (SW) merece especial atengao, uma vez
que esta apresenta grande heterogeneidade clinica. Alguns individuos com SW apresentam
surdez de forma aparentemente isolada, podendo-se confundir com as formas néo
sindromicas de surdez (GUILFORD ez al., 1994).

A Sindrome de Waardenburg (SW) apresenta padrdo de heranga autossémico
dominante, e manifesta-se clinicamente por deficiéncia auditiva e hipopigmentagdo de
cabelos, pele e iris. Principalmente nos tipos I e II da SW, nos quais estdo envolvidos,
respectivamente os genes PAX3 e MITF, a inconsisténcia do quadro clinico decorrente da

expressividade variavel pode obscurecer o diagnostico (WATANABE ef al., 1998).

Os genes PAX3 e MITF, localizados nas regides cromossdmicas 2q35 e 3p14-12.3,

respectivamente, estdo associados a processos de melanogénese. Tais genes estdo
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envolvidos nos primeiros estagios de desenvolvimento das células da crista neural para
manutenc¢do do melanocito. Sdo expressos no tubo neural dorsal, do qual células da crista
neural emergem, e podem ser responsaveis pelo controle da diferenciag@o celular da crista
neural em melanocitos (HOLME & STEEL, 1999). Defeitos nos genes PAX3 ¢ MITF
(microphthalmia - associated transcription factor) podem levar a surdez devido ao fato das
células da estria vascular da coclea serem derivadas da crista neural. Esses genes e alguns
outros estdo, portanto, na categoria de genes envolvidos em doengas de audigdo-
pigmentagdo. Embora a deficiéncia auditiva e a heterocromia de iris sejam os indicadores
mais importantes para o diagnostico da SW, em muitos casos pode ser dificil determinar se
a surdez € decorrente da SW ou tem outra origem (WATANABE ez al., 1998).

A sindrome de Usher, por sua vez, € caracterizada por deficiéncia auditiva associada
com retinite pigmentosa, possui padrdo de heranga autossdmico recessivo, e € clinicamente
e geneticamente heterogénea. E a mais freqiiente causa de surdo-cegueira em humanos,
sendo responsavel por aproximadamente 5% de todas as causas de surdez congénita.
Alguns pacientes com sindrome de Usher apresentam anormalidades na organizagdo dos
microtibulos nos axonios das células fotoreceptoras, células ciliadas nasais, € também

degeneragdo do 6rgdo de Corti (WEIL ef al., 1995).

Fenotipicamente, existem 3 tipos de sindrome de Usher: I, II e III; o tipo I apresenta
deficiéncia auditiva congénita profunda, arreflexia vestibular e retinite pigmentosa (RP);
tipo II, perda auditiva leve para tons baixos e grave para tons altos, resposta vestibular
normal, e RP; deficiéncia auditiva progressiva, problemas vestibular variaveis, e RP estdo
associados com sindrome de Usher tipo III. Pelo menos 3 diferentes genes sdo responsaveis
pelo mais grave tipo de sindrome de Usher, o tipo I. Estes genes estdo localizados na regido
cromossdmica 11q14 (USH1B), 11p (USH1C), e 14q (USH1A). O subtipo 1B € o mais
comum, correspondendo a 70-80% de todos os casos de Usher (WESTON ez al., 1996).

A descoberta de mutacdes em duas miosinas ndo convencionais, as quais estdo
associadas ao fenotipo de surdez com padrio de heranga autossOmico recessivo em

camundongos, foi de extrema importancia para o estudo molecular da etiologia genética da
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deficéncia auditiva. No camundongo waltzer, a mutagdo esta no gene da miosina 6, e no
shaker-1 na miosina 7A (GIBSON et al., 1995). Em humanos, muta¢des na miosina 7A sdo
responsaveis por USH1B (WEILL ez al., 1995).

O camundongo shaker-I apresenta surdez mas nd3o cegueira; sendo assim,
suspeitou-se que o gene humano da miosina 7A (MYO7A), localizado na regido
cromossdmica 11q14, poderia ser responsavel também por outros casos de surdez, o que foi
confirmado pelo grupo de BROWN (LIU ef al., 1997a).

Mais tarde, esse mesmo grupo demonstrou que mutagdes no gene da miosina 7A
também podem causar surdez n3o sindromica pos-lingual, de heranca autossomica
dominante (DFNA11). Desta forma, esses estudos indicam que o gene MYO7A esta

envolvido em um amplo espectro de manifestagdes da surdez (LIU et al., 1997b).

A variabilidade de manifestacdes de mutagdes no gene MYO7A, resultando em
formas de surdez sindromica e ndo sindromica, pode ser explicada pela heterogeneidade
alélica ou pela influéncia do background genético. Assim, uma varia¢ao nos padrdes de
expressdo do gene levaria a variagdo observada no fenétipo entre Usher e surdez ndo
sindromica, com heranga recessiva ou dominante. Portanto, o claro envolvimento desse
gene em ambas as formas recomenda um rastreamento de muta¢des no MYO7A (CHEN ef
al., 1996).

1.4.2- Deficiéncia auditiva nao sindrémica

A surdez ndo sindrOomica € quase exclusivamente monogénica e altamente
heterogénea. Estima-se que mais de 100 genes possam estar envolvidos na sua
determinacdo (GUILFORD, 1994). S3o varios os padroes de heranga: recessivo ligado ao
cromossomo X (DFN) em 1-3% dos casos, autossomico dominante (DFNA) em 15%, e
autossomico recessivo (DFNB) na grande maioria (80%). Além disso, existem casos com
heranga materna devidos a mutagdes em genes mitocondriais (2%) (KALATZIS & PETIT,
1998).
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PREZANT e colaboradores (1993) sugeriram que uma mutagdo especifica
(A1555G) no gene mitocondrial 12S rRNA poderia ser o fator de suscetibilidade genética
que provoca a deficiéncia auditiva em individuos que fazem uso de antibioticos
aminoglicosidicos. No estudo, FISCHEL-GHODSIAN (1999) observou que de fato, 17 a
33% dos pacientes com surdez que haviam sido tratados com aminoglicosidicos carregam a

mutacdo A1555G.

Estima-se que haja até 150 diferentes Joci genéticos envolvidos na deficiéncia
auditiva ndo sindrémica recessiva (NSRHL). Com base no mecanismo de heranca, idade de
inicio, gravidade e caracteristicas audiologicas, GORLIN (1995) foi capaz de distinguir
mais de 20 tipos de surdez ndo sindromica. Até o momento, aproximadamente 77 loci
foram mapeados, 39 para as formas autossomicas dominantes (DFNA), 30 para as
recessivas (DFNB), 8 ligados ao cromossomo X (DFN). Dentre os /oci mapeados, foram

clonados 16 genes nucleares e 2 mitocondriais.

Trés desses genes (GIB2, GJB3 e GJB6) codificam proteinas chamadas conexinas
(conexina 26, 30 e 31, respectivamente) e estdo envolvidos tanto em formas recessivas

como dominantes de surdez (http://www.iro.es/cx26-deaf html). No locus DFNB1 de

surdez neurossensorial n3o sindromica presente na regido cromossomica 13ql2, foi
localizado o gene da conexina 26 (GJB2) (KELSELL et al, 1997). Inicialmente
identificados em familias do Mediterraneo e Paquistdo, acredita-se hoje que seja o principal
gene responsavel pela surdez neurossensorial congénita (GASPARINI ez al., 2000). O gene
GJB2 foi o primeiro a ser identificado como responsavel por surdez neurossensorial nio
sindrémica de padrdo autossomico recessivo; a partir de entdo, muitos outros genes

envolvidos no fenotipo da surdez neurossensorial ndo sindromica foram clonados e estao

sendo estudados (Tabela V) (http://dnalab-www uia.ac.be/dnalab/hhh/).
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Tabela V - Genes envolvidos nas formas nao sindromicas de surdez.

Gene Locus Forma Localizacio Referéncia
POU3F4 DFN3 Ligada ao X Xq21.1 DE KOK et al., 1995.
GIB2 (Cx26) DFNBI1 AutossOmica recessiva 13q12 KELSELL et al., 1997.
DFNA3 Autossdmica dominante 13q12 DENOYELLE et al., 1998.
DFNAS DFNA5 Autossdmica dominante 7pls VAN LAER et al., 1998.
TECTA DFNB21 Autossdmica recessiva 11g23-25 MUSTAPHA et al., 1999
DFNAS/12 | Autossomica dominante 1q22-24 VERHOEVENET et al.,1998.
OTOF DFNB9 Autossomica recessiva 2p22-23 YASUNAGA eral., 1999.
MYO15 DFNB3 Autossdmica recessiva 17p11.2 WANGet al., 1998.
DIAPH1 DFNAL Autossomica dominante 5g31 LYNCHet al., 1997.
COCH DFNAY Autossémica dominante 14q12-13 ROBERTSON et al., 1998.
KCNQ4 DFNA2 Autossémica dominante 1p34 KUBISCH et al., 1999.
POU4F3 DFNALS Autossomica dominante 5g31 VAHAVA et al., 1998.
MYO7A DFNB2 Autossbémica recessiva 11q13.5 WEIL et al., 1995.
DFNAI11 Autossomica dominante 11q12.3-21 LIU et al., 1997b.
PDS DFNB4 Autossomica recessiva 7q31 Lletal., 1998.
GIB3 DFNA2 Autossomica dominante 1p35.1 XIAet al., 1998.
(Cx31)
GIB6 DFNA3 Autossomica dominante 13q12 GRIFA et al., 1999
(Cx30)
TMPRSS3 DFNBI10 Autossdmica recessiva 21q22.3 SCOTT etal., 2001
COL11A2 DFNAI13 Autossomica dominante 6p21 MCGUIRT et al., 1999

1.5- As conexinas e suas func¢des

A conexina 26 (Cx26) é um tipo de beta conexina, também chamada GJB2 (gap
Jjunction protein, beta-2). Em termos evolucionarios, as conexinas podem ser agrupadas em
pelo menos trés subfamilias - o, B, y. Entretanto, a nomenclatura mais comum € baseada no
peso molecular da proteina, isto é, Cx26 (GJB2), Cx30 (GIB6), Cx31(GJB3), Cx32
(GJB1), Cx43 (o 1) e assim sucessivamente (KRUTOVSKIKH & YAMASAKI, 2000).
Mutagdes nesses genes causam surdez com heranga autossémica recessiva (GIB2 e GIB3),

autossomica dominante (GJB2, GIB3 e GJB6) ou ligada ao X (GJB1). Além disso, sdo
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responsaveis tanto por surdez sindrémica (GJB2, ceratodermia palmoplantar; GJB3,
variabilidade eritrodérmica; e GIJB1, neuropatia periférica), quanto ndo sindrémica (GJB2,
GIB3 e GIB6) (RABIONETE et al., 2000). Os genes das conexinas possuem uma
arquitetura comum, com uma regido codificante contendo um exon separado da regido nao
traduzida 5’ por um intron de tamanho varidvel. Membros das familias das conexinas (14
isoformas ja identificadas em mamiferos) possuem seqiiéncias altamente conservadas e 4
dominios transmembrénicos (M1-M4) separados por dois loops extracelulares (E1-E2) e
um Joop citoplasmatico (CL), com suas extremidades carboxi - e amino-terminal presentes
no citoplasma (BRUZZONE et al., 1996) (figura 2). Seis moléculas de conexinas se
agrupam para formar um conexon, o qual une-se com células vizinhas equivalentes para
formar o canal gap junction (comunicag@o intercelular entre células vizinhas) (figura 3).
Um conexon é composto de um tnico tipo de conexina, podendo se unir com conexons de
outros tipos de conexinas formando, assim, um canal heterotipico. S3o excegbes o0s
conexons da conexina 31 (Cx31) que somente formam canais funcionais quando unidos

com conexons da mesma proteina, ou seja, da Cx31 (STEEL, 1998).

Os dois loops extracelulares das proteinas conexinas s3o estruturas criticas para a
unido dos hemicanais (conexons) na formagdo de um canal funcional. Trés cisteinas,
conservadas em todas as espécies de conexinas, sdo localizadas em cada um desses dois
loops e sdo cruciais para a estabilizagdo intramolecular. Além disso, esses dominios sdo
responsaveis pela compatibilidade seletiva entre diferentes espécies de conexinas para
formar canais heterotipicos funcionais (FOOTE ef al, 1998). A composi¢do dos
aminoacidos e o tamanho do Joop citoplasmatico sdo bastante variaveis entre as conexinas,
e € nessa regidao que os polimorfismos sdo mais freqiientemente detectados em algumas

dessas proteinas (KRUTOVSKIKH & YAMASAKI, 2000).
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Interacado
conexon-conexon

HUIaGoEs MISTENSE ¢ NONsense
mutagdes nonsense

mutagdes missense
polimorfismos

Figura 2 - Representa¢do esquematica da proteina conexina (Cx26) e localizagdo de

algumas mutagoes.
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Figura 3 — Diagrama da gap junction. (a) Membrana de duas células adjacentes. (b)

Estrutura de um conexon.
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Mutagdes no terceiro dominio transmembréanico (M3) levam a perda da fungdo de
transporte intracelular. Os conexons sio formados, mas o transporte € prejudicado devido
ao ligamento incorreto entre dois corexons ou a incapacidade de formacgdo de uma gap
junction funcional entre eles. A identificagio de varias muta¢des associadas com
deficiéncia auditiva na mesma regido do dominio M3 de trés genes de conexinas (Cx26,
Cx31 e Cx32), sugere que este dominio € importante para o funcionamento das proteinas, e
que desenvolve um papel vital na formagdo dos comexons nas células do ouvido interno

(LIU, ef al., 2000).

Os mecanismos de gap junctions (comunicagdo intercelular entre células vizinhas)
permitem a transmissdo rapida de pequenas moléculas e ions e facilitam a produgdo quase
instantdnea de potenciais de agdo. Essas proteinas sdo altamente expressas em vertebrados
nas camadas da epiderme. As gap junctions sdo raras entre os neuronios de mamiferos, mas

sdo comuns em células ndo neurais como células gliais, epiteliais e do musculo cardiaco.

Existem outras evidéncias, porém, de que as conexinas podem também possuir
fun¢des ndo diretamente relacionadas com as gap junctions da comunicagdo intercelular.
Recentes experimentos em transfec¢do revelaram que a capacidade das proteinas conexinas
regularem a expressdo dos genes que controlam o crescimento, a diferenciagdo celular e a
supressdo da tumorigenicidade ndo esta necessariamente correlacionada com a capacidade

das células se comunicarem via gap junctions (KRUTOVSKIKH & YAMASAKI, 2000).

Experiéncias em modelos animais demonstraram que a auséncia de determinados
genes das conexinas podem ter conseqiiéncias biologicas completamente diferentes. Foi
revelado que alguns desses genes sdo criticos para o desenvolvimento embrionario e outros
estio envolvidos na etiologia de certas doengas. Desta maneira, a auséncia da Cx26 em
camundongos € incompativel com a formagdo embrionaria devido ao transporte
transplacentario reduzido de glicose (GABRIEL et al., 1998). Da mesma forma, a falta da
Cx43 leva a graves malformagdes cardiacas, varias outras conexinas s30 menos
importantes para o desenvolvimento embrionario, porém possuem fun¢des mais especificas

(JUNEJA et al., 1999).
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1.6- A coclea e os mecanismos gap junctions

Nido surpreende a quantidade de loci envolvidos no fenotipo da surdez, se
considerarmos que a coclea € um dos orgdos mais complexos do ser humano (figura 4).
Como responsavel pela audi¢do, a coclea utiliza-se aproximadamente de 16.000 celulas
sensoriais ciliadas que dependem, para seu bom funcionamento, de despolariza¢do da
membrana celular e transdu¢do mecanoelétrica, liberagdo e transporte de ions, entre outros

eventos (AVRAHAN, 1997).

utricds 0
s, ORI

sSacu

o

canais semicirculares

Figura 4 - Estrutura do ouvido interno (coclea e aparelho vestibular).

Na coclea, as gap junctions existem entre as células de suporte das células ciliadas,
podendo formar um caminho para reciclagem dos ions K+ para a transducdo da audicdo,
levando a um influxo endolinfatico desses ions com despolarizagdo da membrana celular
(KIKUCHU et al., 1995; AVRAHAN, 1997). Acredita-se que as gap junctions tenham um
papel na reciclagem dos ions K+ da endolinfa do ducto coclear apos a estimulagdo das
células sensoriais ciliadas; anomalias da conexina 26 levariam a um distirbio desse fluxo

de ions K+, levando a perda da audigdo (KELSELL et al., 1997).

As gap junctions sdo numerosas na coclea e na porgdo vestibular, onde a Cx26 ¢
uma das principais conexinas expressas. Um trabalho realizado por MARTIN (1999)

demonstra que mutagdes nos dominios transmembranicos das proteinas conexinas
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influenciam na unido das gap junctions. A comprovagdo foi feita por meio de sistemas de
expressdo in vitro, em que vetores de conexinas mutadas e selvagens foram construidos e
transfectados em células HeLa deficientes de comunicagdo para obter expressdes
transitorias de proteinas conexinas. Uma vez que estas células nio podem se comunicar,
elas ndo transferem o corante fluorescente (Lucifer yellow) aos cruzamentos de gap
Junctions vizinhos, permitindo, assim, que se investigue a influéncia de mutagdes sobre a

formag¢do de gap junctions em canais intercelulares.

Diferentes mutagdes segregando de forma autossdmica recessiva no gene GJB2 tém
sido associadas a surdez hereditaria ndo sindromica. Isto indica que as gap junctions sao
importantes para a fung¢do coclear. Inimeras gap junctions estdo presentes entre as celulas
de suporte, tanto no aparelho vestibular como no epitélio sensorial do ouvido interno. A
conexina 26 (Cx26) ¢ altamente expressa no aparelho vestibular, assim como a Cx32 nas
células de suporte. No o6rgdo de Corti da coclea a Cx26 € a conexina predominante. As gap
Junctions estdo presentes entre os fibrocitos no ligamento espiral que circula a estria
vascular, e entre esses fibrocitos e as células da estria basal. Durante o desenvolvimento
coclear, a formacdo inicial e o subsequente aumento do tamanho e niumero de gap junctions
na estria vascular coincidem com a geragdo inicial € o aumento do potencial endonuclelar.
Estas e outras evidéncias sugerem que o papel das gap junctions na coclea € o de propiciar
um caminho para a passagem de ions para sustentar a endolinfa e, consequentemente, a
audigdo. Mutagdes na conexina 26 (Cx26) poderdo, portanto, interromper esta circulagdo de

ions resultando em surdez (FORGE et al., 1999).

1.6.1- Células ciliadas e reciclagem de ions potassio (K")

E clara a importincia das células sensoriais ciliadas do ouvido interno na audigdo.
Essas células possuem uma variedade de proje¢des, como se fossem dedos, em sua porgao
apical, denominadas esteriocilios (figura 5). Os esteriocilios mais altos conseguem tocar a
membrana tectorica (gel extracelular). Quando vibragdes chegam até a coclea, a membrana

tectorica e as células ciliadas movimentam-se sobre diferentes pontos, fazendo com que os
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esteriocilios se dobrem levando a despolarizagéo das células ciliadas e a atividade sinaptica
(STEEL, 2000a).

Figura 5 - Representagdo esquematica de uma célula ciliada. (1) nucleo; (2)
esteriocilios; (3) membrana cuticular, (4) nervo auditivo; (5) vaso

eferente lateral.

A coclea ¢ o oOrgdo que abriga as células sensoriais ciliadas responsaveis pela
transdugdo das ondas sonoras em impulsos elétricos. Os estereocilios que estdo presentes na
superficie dessas células projetam-se na cavidade preenchida com um fluido chamado
endolinfa (figura 6). Quando as ondas sonoras alcangam o ouvido interno, os estereocilios
se defletem causando a abertura de canais vizinhos. Os ions potassio fluem através da
endolinfa e entram através das células ciliadas, despolarizando as membranas celulares e
iniciando os sinais elétricos que sdo propagados ao longo do nervo auditivo para o cérebro.
A concentra¢io de cations na endolinfa é balanceada, tal que a concentragdo de ions K™ é
alta e a de Na~ ¢ baixa. MINOWA e colaboradores (1999) relataram que uma anormalidade
nas células fibroticas cocleares que reciclam o K™ contribui para o déficit auditivo em

modelo animal e em uma forma de surdez humana.

A reciclagem de K' no ducto coclear parece ser muito importante para a audigdo.
Pelo menos seis das muitas proteinas associadas com surdez em humanos e camundongos
estdo provavelmente envolvidas na reciclagem do K" (figura 6). A reciclagem dos ions K" é
feita pelos mecanismos de gap junctions, e quando os genes envolvidos no processo sofrem

mutagdes levam as formas hereditarias de surdez em humanos. Uma proteina co-
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transportadora de Na-K-Cl expressa na membrana basolateral das células marginais faz
parte da maquinaria da bomba de K" em altos niveis. Mutagdes no co-transporte levam a
uma falha na produ¢do da endolinfa em camundongos. As células ciliadas da coclea sdo
receptores sensoriais regulados que dependem, para sua sobrevivéncia, de uma manutengao
apropriada do meio. Mutagdes em uma das muitas proteinas que mantém esse ambiente
resultam em uma perda gradual de células ciliadas funcionais levando a surdez progressiva

e eventualmente em morte celular (STEEL, 1999a).

COCLEA  Estria
s, vascular

Oreio
Endolinfa oS ConTy
Células com
ciliadas
27 G .
,':;: :{ . i § ;
s ,'I..-rs"’-"s"- ; " .:, : ]‘b]"é":i'?‘-j':
Células do }jggmgn‘l‘o
de eshir
. espiral

suporte

Figura 6 - Reciclagem de ions potassio na endolinfa.

1.7- Gene GJB2

As descobertas mais importantes até o0 momento no estudo molecular da deficiéncia
auditiva referem-se as mutacdes observadas no gene da conexina 26 (GJB2), que se
revelaram como a origem mais freqiiente da surdez de heranga autossOmica recessiva.
KELSELL e colaboradores (1997) estavam inicialmente estudando uma familia que
apresentava ceratodermia palmoplantar (PPK- calosidade anormal nas plantas dos pés e
palmas das mdos) e surdez neurossensorial congénita, ambos os sinais segregando em uma
mesma familia. Por meio da avaliag¢do clinica, presumiu-se que provavelmente a PPK nédo

estava associada a surdez. Estudos de liga¢do indicaram o envolvimento da regido 13ql1-
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12 no fendtipo, onde trés loci tinham sido localizados: o da surdez n3o sindromica
autossdmica recessiva (DFNB1), surdez ndo sindrémica autossémica dominante (DFNA3)
e doenca de Clouston (displasia ectodérmica hidrética — HED). O gene candidato para
ambas as doengas, PPK e HED, encontrado na regido 13q12, foi identificado como o que
codifica a proteina conexina 26 (GJB2 ou Cx26). Este gene contém somente dois exons
(um exon 5’ ndo codificante, e um codificante de aproximadamente 800pb separados por

uma regido 5'—3’ ndo codificante (DENOYELLE et al., 1999).

Baseados nessas observagbes, esses pesquisadores resolveram procurar por
mutagdes no gene da conexina 26 nos individuos afetados por PPK, HED e aqueles com
surdez. Nenhuma alteragdo no gene foi observada nos pacientes com PPK ou HED.
Entretanto, uma substitui¢do (T—C) no cddon 34 do gene foi identificada nos individuos
que apresentavam surdez neurossensorial. A partir de entdo, o gene GJB2 foi investigado
com relagdo a sua expressdo em coclea de rato, ducto coclear e estria vascular. Combinando
esses dados, o gene se apresentou como forte candidato a responsavel pela surdez ndo

sindrémica neurossensorial (KELSELL et al., 1997).

A comprovagdo de que mutagdes no gene GJIB2 estdo envolvidas em 50% dos casos
de surdez pré-lingual ndo sindromica de heranga autossdmica recessiva, o que corresponde
a 10% - 20% de todos os tipos de surdez (WILCOX et al., 2000), mudou a pratica do
aconselhamento genético nessa area, principalmente considerando-se o fato de que uma
mutagdo especifica (35delG) estad presente em 80% dos casos onde esse gene estd
envolvido (DENOYELLE et al.,1997, COHN et al., 1999).

Ja existem mais de 50 mutacdes descritas no gene GJB2, resultando tanto em
formas recessivas como dominantes de surdez ndo sindrémica. A maioria das mutagdes se
encontram relacionadas com as formas recessivas (tabela VI)

(http:/www.iro.es/cx26deaf html).
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Tabela VI - Mutagdes descritas no gene GJB2 em pacientes com surdez ndo sindromica.

Mutacoes recessivas

Nome da Mutacio Descrigido Efeito da | Dominio da Referéncia
mutacio Proteina
1 0GSA G A sitio de nenhum DENOYELLE et al., 1999
IVS + 1G>A splicing GREEN Rat 1
M1V Al G ].rLiciona p;;}teina IC1 ESTIVILL et al., 1998
et
31dell4 dell4nt 31 frameshift IC1 MURGIA et al., 1999
31del38 del38nt 31 frameshift IC1 DENOYELLE et al., 1997
G12V GSS T Glyl 2Val IC1 RABIONET et al., 2000b
35delG/30delG delG 30-35 frameshift IC1 ZELANTE et al., 1997
35insG insG 30-35 frameshift IC1 ESTIVILL et al., 1998
51del12insA dell2nt 52 frameshift IC1 SOBE et al., 2000
S19T GS6 C Ser19Thr IC1 RABIONET et al., 2000b
W24X G'SA Trp24Stop T™I1 KELSELL et al., 1997
M34T T 50 Met34Thr T™M1 KELSELL et al., 1997
V371 G'Y>A Val371le TM1 KELLEY et al., 1998
A40E A Ala40Glu ECI L..PERRONI PC
Wwa4x G 5A Trp44Stop EC1 GREEN e al., 1999
G45E G oA Gly45Glu EC1 ABE et al., 2000
E47X G ST Glu47Stop EC1 DENOYELLE et al., 1997
167delT delT 167 frameshift EC1 ZELANTE et al., 1997
Q57X C'“->7T Gin57Stop ECI1 WILCOX et al., 2000
176-191dell6 dell6nt 176 frameshift EC1 ABE et al., 2000
KUDO et al., 2000
Y65X c 56 Tyr65Stop ECI ESTIVILL et al., 1998
W’??R T229 “—)C Trp?? Al'g TM2 CARRASQUILHO et al., 1997
W77X GPlaA Trp77Stop T™M?2 KELSELL et al., 1997
235delC delC 233-235 frameshift ™2 ABE et al., 2000
FUSE et al., 1999
V84L G5 Val84Leu T™2 KELLEY et al., 1998
L9OP T 5 Leu90Pro ™2 MURGIA et al., 1999
DENOYELLE et al., 1999
269insT insT 269 frameshift ™2 DENOYELLE et al., 1999
VosM G*®5A Val95Met IC2 KELLEY et al., 1998
Y97X Nao descrito Tyr97Stop IC2 L.PERONI PC
H100Y Sy His100Tyr IC2 GREEN et al., 1999
299-300delAT delAT 299 frameshift 1C2 ABE et al., 2000
314del14/ 312del14/ DENOYELLE ef al., 1997
310014 | dell4ne3i4 | frameshift | 12 |REREATANGY
333-334delAA delAA 333-335 | frameshift IC2 KELLEY eral., 1998
S113R T*¥ 3G Ser113Arg IC2 KELLEY et al., 1998
delE120 delGlu 120 delGlu 120 IC2 DBQOYII%I’;E etal.,
K1221 A8 ¢ Lys122Ile IC2 GREEN et al., 1999
Q124X P 5T Gin124Stop IC2 SCOTT etal., 1998
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Continuag@o tabela VI - Mutagdes descritas no gene GJB2.

FUSE et al., 1999

Y136X C*™ A | Tyrl36Stop IC2 Es g
R143W C? T Arg143Trp IC2 BROBBY et al., 1998
E147K G*->A Glul47Lys T™M3 MURGIA et al., 1999
486insT InsT486 frameshift EC2 ANTONIADI et al.,1999
A149T G*>A Alal49Thr EC2 RABIONET et al., 2000
509insA insA 509 frameshift EC2 DENOYELLE et al., 1999
509del14 dell4nt 509 frameshift EC2 ANTONIADI ef al., 1999
PI73R CB5G Prol73Arg EC2 RABIONET et al., 2000
P175T C2 3T Prol175Thr EC2 DENOYELLE ¢t al., 1999
R184W G'>C Arg184Trp EC2 WILCOX et al., 2000
R184P PG Arg184Pro EC2 DENOYELLE ef al., 1997
S199F ¢P>T Ser199Phe EC2 GREEN et al., 1999
631delGT delGT 631-632 | frameshift 1C3 KELLEY efal., 1998
Mutacées Dominantes
Nome da Mutagdo Descrigao Efeito da | Dominio da Referéncia
Mutacao Proteina
M34T T Met34Thr ™1 KELSELL e al, 1997
delE42 delGlu 42 delGlu 42 T™I1 BALE et al., 1999
W448 Gl Trp44Ser EC1 GASPARINI et al., 2000
W44C G a0 Trp44Cys EC1 DENOYELLE et al., 1998
G59A cY 3G Gly59Ala EC1 HEATHCOTE et al., 2000
R75W BT Arg75Trp EC1 RICHARD et al., 1998
C202F G*>T Cis202Phe TM4 MORLE et al., 2000
Mutacdes identificadas em um vinico alelo
Nome da Mutacio Descri¢do Efeito da | Dominio da Referéncia
Mutacéio Proteina
H73R A*G His73 Arg ECI1 ZARTWALA et al PC
R98Q G**5A Arg98Gin IC2 GREEN et al., 1999
R127H G A Argl27His IC2 ESTIVILL et al., 1998
R127C YT Arg127Cis IC2 HILBERT et al., PC
R184Q G”'>A Arg184Gin EC2 ZARIWALA et al PC
K224Q A ¢ Lys224Gin IC3 ANTONIADI et al., 1999
Polimorfismos
Aminoacido Descrigio Efeito Dominio da Referéncia
variante Proteina
KELLEY etal., 1998
V27l G —>A Val27lle ™1 KUDO ef af, 2000
ABE et al., 2000
F83L ¥ 3G Phe83Leu ™2 ScotT et al., 1998
E114G AMoG Glul14Gly IC2 g
ABE et al., 2000
T123A A¥ G Trel23Ala IC2 RICHARD et al., 1998
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Continuagdo tabela VI - Mutagdes descritas no gene GJB2.

V1531 G*"5A Val1691le T™3 HILBERT ef al., PC
G160S e BT Y Glu160Ser EC2 SCOTT et al., 1998
C169Y G5k Cys169Try EC2 MURGIA et al., 1999
1203T T 5C 11e203 Thr T™4 KUDO et al., 2000
ABE et al., 2000

IC1, IC2, IC3, dominios intracelulares; TM1, TM2, TM3, TM4, dominios transmembrana; EC1, EC2;
dominios extracelulares.
* Néo ¢ possivel definir se trata-se de polimorfismos ou mutagdes recessivas ou dominantes.

1.8- Mutacio 35delG

A mutagdo 35delG, cuja detecgdo tem alta relevancia no rastreamento das causas da
surdez, € observada em individuos de diferentes grupos étnicos: arabes, bedoinos,
caucasoides, indianos, israelenses, italianos, paquistanenses, e espanhdis entre outros.Trata-
se de uma simples dele¢do de uma guanina (G) de uma série de 6 guaninas que se estendem
da posi¢do 30 a posi¢cdo 35 do gene GJB2. Essa delegdo, que esta presente no cédon 10,
leva a alteragdo no quadro de leitura de aminoacidos (frameshift). Com isso, a glicina €
convertida para valina no cédon 12, € um cédon prematuro de terminagdo na proteina (stop
codon) €é formado no codon 13 (Tabela VII) (CARRASQUILLO et al, 1997,
DENOYELLE et al., 1997, ZELANTE et al., 1997, ESTIVILL, et al., 1998; KELLEY et
al., 1998, SCOTT et al., 1998, GASPARINI et al., 2000; SOBE et al., 2000).

Estudos mundiais demonstram uma alta freqiiéncia de portadores para a mutagao
35delG em diferentes regides geograficas. A partir desses estudos algumas hipoteses estdo
surgindo para explicar esses achados. O fato de que em paises europeus a heterozigosidade
da mutagdo 35delG ¢ bastante freqiiente, principalmente na regido sul, sugere que esta
mutagio possa ter se originado em algum lugar deste continente. A alta freqiiéncia de
portadores também pode, por outro lado, indicar um efeito do fundador ou uma vantagem
seletiva para os heterozigotos, ou mesmo uma combinacgdo entre ambos (GASPARINI ez
al., 2000). A alta freqgiiéncia da mutagdo 35delG, principalmente em caucasdides, poderia
ainda ser atribuida ao fato de que ela ocorre entre uma seqiiéncia T(Ge)T, o que pode
favorecer um erro de pareamento durante a replicagdo do DNA (ZELANTE et al., 1997). O

encontro de inser¢des (35insG) nesta mesma regido, além do fato dessa mutagdo ser
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encontrada em populagdes de diversas origens, favorece também a hipotese de que se trate

de um hot spot no gene (ESTIVILL et al., 1997).

Tabela VII - Alteragdo no quadro de leitura da proteina Cx26 na presenga da

mutacgdo 35delG.
Mutacio Comparacio dos aminoacidos
Mut - Gln Thr Ile Leu Gly Val STP
35delG Nor - Gln ThrIle Leu Gly Gly Val
aa - 7 8 9 10 11 12 13

A alta prevaléncia de surdez pré-lingual de heranga autossomica recessiva indicam
como ja foi dito, que muitas pessoas da populagdo em geral sejam portadoras de mutag¢des
na conexina 26 (DENOYELLE et al., 1997). De fato, recentes estudos sobre a incidéncia da
mutac¢do 35delG mostraram que a freqiiéncia de heterozigotos na Europa €, em média, de 1
em cada 51 individuos. A frequéncia de portadores dessa mutagdo foi estudada em 17
paises desse continente e também em outras popula¢des (Tabelas VIII e IX) (GASPARINI
et al., 2000). Na populagdo grega, a freqiiéncia de heterozigotos da mutagao 35delG ¢ de
3,5%. Esta mutagdo € mais freqiente que a mutagdo predominante da fibrose cistica, a
AF508 (cerca de 2,3%), e semelhante a da mutagdo mais comum do gene da B-globina

(IVS1- 110G—A), que causa talassemia f (ANTONIADI et al., 1999).
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Tabela VIII - Freqiiéncia de heterozigotos 35delG em alguns paises da Europa.

Pais Heterozigotos/ Freqiiéncia
n° individuos

Norte e centro da Europa
Dinamarca 2/95 1/47.5
Noruega 1/190 1/190
Estonia 5/113 1/22.5
Inglaterra 0/119 0/119
Alemanha 4/190 1/50
Bélgica 1/190 1/190
Holanda 2/89 1/44,5
Franca (Bretanha) 1/96 1/96
Franga 1/200 1/200
Republica tcheca 4/195 1/48,7
Eslovénia 1/182 1/182
Bulgaria 1/157 1/157
Sul da Europa
Portugal 4/179 1/45
Espanha 5/200 1/40
Italia 8/255 1/32
Italia (Sardenha) 4/116 1/29,5
Malta 4/144 1/36
Grécia 12/400 1/33
Turquia 4/150 1/37.5

Tabela IX — Freqiiéncia de heterozigotos 35delG em algumas populagdes.

Populacio Heterozigotos/ Freqiiéncia
n° individuos

Judeus Persas 2/59 1/29.5

Judeus Iraquianos 1/115 1/115

Judeus Yemitas 0/13 -

Judeus Askenazitas 0/89 -

Judeu Norte-africanos 2/100 1/50

Arabes 1/58 1/58

Egipcios 0/95 -

Negros norte-americanos 0/190 -
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A extensdo da surdez determinada pela homozigose para a mutagio 35delG é
bastante variavel: de leve/moderada a profunda, havendo ainda alguns casos de surdez
progressiva. Esta variabilidade sugere que outros fatores possam modificar os efeitos da
mutacdo, possivelmente variagdes em outros genes de conexinas que possam compensar a
Cx26 inativa na fungdo coclear (STEEL, 1999b). Essas possiveis modificagdes dos efeitos
da mutagdo poderiam também explicar o encontro de individuos surdos que sdo
heterozigotos para mutagdes no gene GJB2 com apenas um dos alelos mutado (WILCOX
et al., 2000).

1.9 - Outras mutacées

Uma outra mutagdo descrita envolvendo o gene GJB2 é a 167delT. Esta mutagdo ¢
uma delecdo de uma timina na posicio 167 resultando em um codon de terminagdo
prematuro no codon 81, e esta localizada no segundo loop extracelular da Cx26. Nio
existem dados acerca da freqiéncia desta mutagdo na populagio em geral, mas ela é
observada em 4,3% dos Judeus Askenazitas. Nessa populagio, a freqiiéncia da mutagdo
35delG ¢ de 0,7% (MORELL et al., 1998).

A mutagdo 235delC tem sido detectada em orientais (populagdes japonesa e
chinesa), e € responsavel nessa populagéo pela maior parte dos alelos mutados em pacientes
com surdez. A freqiiéncia dessa mutagdo na populagdo japonesa ¢ estimada em 2:203.
Nenhum dos estudos realizados nessas populagdes identificaram a mutagio 35delG (FUSE
et al., 1999).

1.10 - Consideracoes finais

Um elemento importante para o aconselhamento genético é que a gravidade da
deficiéncia auditiva devido a mutagdes nesse gene é extremamente variavel, o que dificulta
o estabelecimento de um prognostico caso venham a surgir novos casos na familia
(DENOYELLE et al., 1999).
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Devido a alta freqiiéncia e ao impacto clinico da deficiéncia auditiva congénita, sua
detecgdo precoce tem se tornado uma questio de satide publica. O rastreamento neonatal
para identificagio precoce da deficiéncia auditiva tem sido recomendada pelo National
Institutes of Health desde 1993. A detecgdo precoce tem impacto significativo sobre a
habilidade do individuo surdo em aprender e em se comunicar, ja que pacientes com surdez
profunda e mesmo aqueles com deficiéncia auditiva grave requerem terapia de linguagem.
Além disso, a investigacdo da etiologia da surdez auxilia na decisdo, somando-se a outros
critérios, no que diz respeito ao implante coclear. Dessa forma, pacientes com diagndstico

genético poderdo ser candidatos ao implante coclear (COHN et al., 1999).

Os recentes progressos no entendimento da biologia molecular da surdez trazem
algumas possibilidades de tratamento alternativo que poderdo estar disponiveis no futuro,
como a terapia génica, o tratamento medicamentoso € a regeneragdo das células ciliadas. A
terapia génica é a possibilidade de intervengdo mais evidente sobre defeitos genéticos;
baseia-se na introdugio de uma versdo normal de um gene mutado dentro de uma célula
apropriada. Alguns trabalhos estdo sendo realizados buscando introduzir genes dentro do

ouvido interno, mas seus resultados ainda ndo foram avaliados (STEEL, 2000b).

Uma alternativa poderia ser a terapia medicamentosa, utilizando, por exemplo,
outras conexinas que sejam capazes de substituir a Cx26 na formagdo das gap junctions,
mas cujo gene nio seja normalmente expresso na coclea. Medicamentos poderdo ser
desenvolvidos para ativar a express3o do gene de uma conexina alternativa nas células que

precisarem formar gap junctions (STEEL, 2000b).

As células ciliadas da coclea sio muito vulneraveis a alteragdes de sua homeostase,
e tendem a morrer em caso de funcionamento anormal, ndo conseguindo replicar-se
naturalmente, 0 que acontece em muitos casos de surdez genética. Assim sendo, uma outra
linha de pesquisa no tratamento da surdez é a que busca desencadear a regeneragdo das
células ciliadas da coclea (STEEL, 2000b).
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Dada a alta freqiiéncia de mutagdes no gene GJB2 em individuos com surdez,
combinada a alta incidéncia da mutagio 35delG e ainda ao fato de este ser um gene
relativamente simples de ser analisado, o seu estudo em pacientes com surdez pode levar a
um diagnéstico mais preciso e rapido. Isso é muito importante para o aconselhamento
genético da familia, e pode ainda ser um instrumento de diagnéstico precoce, como nos
casos de rastreamento neonatal, permitindo que a reabilitagdo se inicie na época ideal, ou
seja, ainda nos primeiros seis meses de vida. Considerando que em alguns casos a surdez
determinada por mutagdes na conexina 26 pode ser progressiva, o diagnostico precoce
pode, nesse casos, permitir a estimulagdo das criangas nas fases criticas de aquisi¢do da

linguagem, antes que a deficiéncia se torne mais grave.
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2- OBJETIVOS

2.1- GERALIS:

» Realizar a analise molecular do gene GJB2 (conexina 26) numa amostra de individuos

com surdez neurossensorial n3ao sindromica.

» Rastrear mutagdes, usando a técnica de SSCP, nos genes PAX3 e MITF envolvidos na

Sindrome de Waardenburg.

2.2- ESPECIFICOS:

» Verificar a freqiiéncia de mutagdes do gene GJB2 entre esses pacientes de um modo

geral, e entre casos familiais e esporadicos de surdez neurossensorial.

» Verificar a freqiiéncia da mutagdo 35delG e de outras mutagdes do gene da conexina
26.

» Verificar se ha associagdo entre as caracteristicas clinicas da surdez (época de
manifestagdo e grau de perda auditiva) e a presenga de mutagdes no gene da conexina
26.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- CASUISTICA

Foram estudados 39 casos-indice (22M:17F; P>0,05), com idade entre 1 a 56 anos,
e 14 parentes afetados (4M:10F) por deficiéncia auditiva neurossensorial nio sindromica.
Todos os individuos incluidos na amostra tiveram sua participagdo previamente autorizada
pelos responsaveis, mediante assinatura do consentimento pos-informagao (Anexo 3), apés
terem recebido esclarecimento sobre o estudo a ser realizado, o qual foi aprovado pelo
Comité de Etica da FCM- UNICAMP.

Foi realizada avaliagdo clinica prévia em 36 casos-indice (grupo A), a fim de
excluir a0 maximo a influéncia de fatores ambientais na etiologia da surdez por eles
apresentada. Esses pacientes foram selecionados entre aqueles atendidos no Ambulatério de
Genética do Centro de Estudos e Pesquisas em Reabilitagdo (CEPRE) da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP pela Dra. Andréa Trevas Maciel Guerra. Esse
ambulatdrio faz parte do Servigo de Genética Clinica do Departamento de Genética Médica

dessa mesma Faculdade.

Dados clinicos e moleculares de outros 3 pacientes surdos, com mutacdes
previamente detectadas na conexina 26 (grupo B), foram considerados na amostra. Esses
casos foram selecionados de um grupo de 26 pacientes cujas amostras de sangue foram
encaminhadas diretamente ao Laboratorio de Genética Humana do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, sem avaliagdo clinica prévia;

essa avaliag@o foi realizada posteriormente.

Doze casos-indice, 10 originarios do grupo A e 2 do grupo B, relatavam pelo menos
um parente de primeiro ou de segundo grau afetado pela surdez; nenhum deles havia sido
gerado por casal consangiiineo. Por sua vez, entre os 27 casos esporadicos haviam 3 com

historia de consangiiinidade entre os genitores.
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Os dados clinicos obtidos, tais como época de inicio e gravidade da perda auditiva,

recorréncia familiar e consangiinidade, estdo descritos na tabela X.

Tabela X — Dados clinicos de 39 pacientes surdos, os quais foram submetidos a analise
molecular no gene GJB2.

PACIENTE | SEXO | IDADE | INICIO DA | GRAVIDADE' | CONSANGUINIDADE | RECORRENCIA | GRAVIDADE'
(ANOS) SURDEZ FAMILIAR
GRUPO A
1 F 16 | Pos-lingual | Moderada — — —
2 F 17 | Pré-lingual Profunda — — —

3= M 10 Pés-lingual Moderada — Irméo Moderada

Irma Profunda
Prima Profunda
4 F 4 Pré-lingual Profunda — — —
5 M 21 Pré-lingual Profunda — — —_

6 M 19 | Pré-lingual Profunda — — —

T M 10 | Pré-lingual Profunda — — —_

8 M 4 Pré-lingual |  Moderada — —_— —_

9 F 4 Pré-li Profunda — — —

10 M 9 Pré-lingual Profunda — — —
11* M 3 Pré-lingual |  Profunda — — o

12 F 4 Pré-lingual | R: Profunda — — -

L: Moderada

13 M 1 Pré-lingual Profunda — — —

14 M 3 Pré-lingual Profunda — — —
1.5% F 9 Pés-lingual Profunda — Irmio Moderada
16* F 36 Pos-hngual Grave — Filha Grave
17* M 4 Pré-hi Profunda — — —

18 M 10 | Pré-lingual R: Grave - e -

L: Profunda

19 M 9 Pré-lingual Profunda — — —

20 M 4 Pré-lingual Profunda — — -
21* M 15 | Pré-lingual Profunda — Irm# Profunda
22% M 3 Pré-lingual Profunda Primos 1°grau — —

23 M 5 | Pré-lingual Grave = = -
24 F 4 | Pré-lingual | R: Profunda s - —

L: Grave
25% M 56 | Pés-lingual Profunda — Irma Profunda
26* M 4 Pré-lingual Profunda — Tias paternas Moderada
27 M 11 Pré-lingual Grave — Tio materno Grave
28 F 6 Pés-lingual | R: Profunda — -— —
L: Moderada

29* F 21 Pré-lingual Profunda — Irmio Profunda

30 F 11 Pés-lmgual Moderada — — —
3% F 1 Pré-lingual Profunda — Pai, mae, tia Profunda

paterna, tia
materna

32* F 6 Pré-lingual Profunda — — —

33 F 41 Pés-lingual Moderada Prnimos 1°grau — e

34 F 3| Pré-lingual | Profunda — — —

35 F 3 Pré-lingual Profunda Primos 1°grau = s
36* F 21 | Pré-lingual | Profunda e i Profunda

Irm3 Moderada
Irma Moderada
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Continuag@o tabela X — Dados clinicos de 39 pacientes surdos, os quais foram submetidos
a analise molecular no gene GJB2.

GROUP B
37% M 14 | Pos-lingual | Moderada - Tio paterno Profunda
38* M 3 | Prélingual | Profunda — - =
39+ F 3 | Prélingual | Profunda = Irmio Profunda

(M) masculmo; (F) femmmo; (R) direita; (L) esquerda.
! leve: 27 a 40dB; moderada: 41a 55dB; moderada a grave: 56 a 70dB; grave: 71a 90dB; profunda: >90dB.
(*) heredograma no anexo 1.

3.2 - METODOS

A analise molecular dos genes GJB2, PAX3 e MITF foi realizada de acordo com

as técnicas que se seguem:

3.2.1 - Extracao de DNA genomico de sangue periférico

A extragdo de DNA gendmico foi realizada a partir de leucécitos obtidos em 10 a
15ml de sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA 10%, de acordo

com o protocolo adaptado no laboratério de Genética Humana - CBMEG.

Ao sangue coletado adicionou-se 35ml da solugéo A (Triton-X 100 a 1%; MgCl,
SmM; Sacarose 0,32M; Tris-HCl 10mM pH 8,0). Apés homogeneizagio a mistura foi
colocada em gelo por 30 minutos para que ocorresse a lise das hemaécias. Em seguida,
centrifugou-se a 2500 rpm por 15 minutos a 4°C, e retirou-se o sobrenadante.
Ressuspendeu-se o pellet (aglomerado de células e restos celulares formado com o processo
de centrifugacdo) novamente em 20ml de solug@o A, agitando-se por inversio até este se
desprender do fundo do tubo, centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2500 rpm em
temperatura ambiente, desprezando o sobrenadante. Esta etapa foi realizada quantas vezes

fossem necessarias até que o pellet estivesse limpo.
Continuando o procedimento, ressuspendeu-se o pelletr em 1ml de solugdo B, 2X

concentrada (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM; Tris-HC] 20 mM pH 8,0), e adicionou-se
250ul de solugdo C preparada na hora (para 1 ml de solugéo C: 0,5 ml de solugéo B, 1 mg
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de Proteinase K - Boerhinger Mannheim GmbH, Mannheim, Germany , 0,5 ml de SDS
10%). Incubou-se em banho-maria a 37°C durante a noite. Apos o periodo de incubagdo,
procedeu-se a purificagio do DNA gendmico com fenol/cloroformio. O fenol permite a
remogdo de peptideos e proteinas de solugdes aquosas. Acrescentou-se as amostras a
mesma propor¢do (volume/volume) de fenol saturado com tampdo Tris-HCI 10 mM pH
8,0, homogeneizou-se por inversdo lenta dos tubos por 5 minutos e centrifugou-se a 2500
rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, coletou-se o sobrenadante em
um novo tubo, descartando—se o precipitado. Esta etapa de extragdo com fenol foi repetida
mais uma vez. A fase aquosa coletada acrescentou-se igual volume de cloroformio/alcool
isoamilico na proporgio 24:1. Novamente os tubos foram centrifugados a 2.500 rpm por 15

minutos em temperatura ambiente e separou-se a fase aquosa.

O DNA foi precipitado na fase aquosa adicionando-se 0,1 volume de acetato de
sodio 3M, pH 5,5 e 2 volumes de etanol absoluto gelado. O precipitado de DNA foi obtido
apos inversdo lenta dos tubos. Com o auxilio de um bastio o DNA foi coletado e em
seguida lavado com etanol 70% para retirada do excesso de sal. Dependendo do volume de
DNA precipitado ressuspendeu-se em 200 a 500ul de TE 1X (TE 10X Tris-HCI 10 mM pH
8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0). Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente durante a
noite para que o DNA entrasse em solu¢do. A concentragdo final de DNA foi estimada por
leitura de absorg¢do Optica a 260nm em espectofotdmetro e sua integridade foi verificada em
gel de agarose 0,8% apos eletroforese em tampdo Tris-Borato-EDTA, ou TBE 1X, (TBE
10X é composto de Tris Base a 0,089M, Acido Bérico a 0,089M e EDTA a 0,002M e em
pH 8.0). O gel foi corado com brometo de etideo (na concentragéo final 0,5ug/ml), a partir

de uma solugdo estoque alOmg/ml e visualizado sob luz ultravioleta.

3.2.2 — Amplificacdo do gene GJB2
O gene GJB2 compde-se de apenas 1 exon codificante (GenBank, numero de
acesso: M86849), que foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR - do

inglés polymerase chain reaction). Para esta reagdo foram sintetizados iniciadores de
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acordo com KELSELL et al. (1997) e DENOYELLE ef al. (1997). Os iniciadores ou
primers sdo oligonucleotideos sintéticos a partir do qual os desoxinucleotideos trifosfato
(dNTPs) sdo incorporados e tem inicio a sintese de DNA respeitando-se a
complementaridade de bases (A-T/C-G). As seqiiéncias dos oligonucleotideos construidos,
a posigdo de anelamento e o tamanho (em pares de bases) dos fragmentos amplificados por

cada par de primers (direto CxF e inverso CxR) sdo mostrados na tabela XI.

Tabela XI - Sequiéncia de primers para a amplifica¢do do gene GJB2.

Par | Posicao Primers 5°—>3’ Tamanho (pb)
1 -32  |Cx1F-TCT TTT CCA GAG CAA ACC GC 284
254 |Cx1R-GAC ACG AAG ATC AGC TGC AG
2 172 | Cx2F - CCA GGC TGC AAG AAC GTG TG 520
692 |Cx2R - GGG CAA TGC GTT AAA CTG GC

A amplificagdo do gene GJB2 consistiu em 30 ciclos usando 200 a 500ng de DNA
gendémico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
20pmol de cada primer (direto e inverso), 2,5U de enzima 7ag DNA polimerase em tampao
de PCR 10X (Tris—=HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgCl,, em um volume final de reagio
de 50pul

Na amplificagdo dos fragmentos foram utilizados os ciclos de amplificagdo
determinados segundo KELSELL ef al. (1997), DENOYELLE et al. (1997) e também de

acordo com a Tm de cada primer utilizado como mostra a figura 7.
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30 ciclos i
|
94°C_ 94°C |
Smin 1min 72°C  72°C
Imin Smin
60°C
Imin

Figura 7 - Ciclos utilizados na amplificagdo do gene GJB2.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em tamp@o Tris-Borato-EDTA, ou TBE 1X (TBE 10X € composto de Tris Base a 0,089M,
Acido Bérico a 0,089M e EDTA a 0,002M e em pH 8,0). O gel foi corado com brometo de
etidio (na concentrag@o final de 0,5ug/ml) que foi feito a partir de solugdo estoque de
brometo de etidio a 10mg/ml: Sul desta solugdo estoque foram diluidos em 100ml de agua
Milli Q e os fragmentos amplificados foram visualizados sob iluminagdo ultravioleta e
fotografados.

3.2.3-SSCP

Por meio da analise de polimorfismo de conformagdo da fita simples de DNA,
SSCP (do inglés - single strand conformation polymorphism) os exons amplificados dos
genes MITF e PAX3 foram rastreados. Neste método, os fragmentos de DNA dupla fita
sao desnaturados e as fitas simples sdo separadas em gel de poliacrilamida em condigdes
nio desnaturantes. Nestas condi¢des cada fita simples assume uma conformagio estrutural

dependendo das interagdes internas e pareamento de bases de sua propria sequéncia
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nucleotidica. Padrdes de migragdo especificos para cada fita simples sdo visualizados,

dependendo da temperatura da corrida e da concentragio do gel.

A analise dos fragmentos pela técnica de PCR-SSCP foi realizada utilizando-se géis
de poliacrilamida 10% contendo 10% de glicerol (PAGE-polyacrilamide gel
eletrophoresis) ou PhastGel, que sdo géis pré-moldados para o sistema Phast System

(Pharmacia - Biotech ), ambos com subsequente colora¢do com prata.

Aliquotas de 2ul dos produtos da reagdo de PCR sdo misturados em 2pul de uma
solug¢do desnaturante composta de 95% de formamida, 0,05% de azul de bromofenol e
EDTA 20mM em pH 8,0. Esta proporgao 1:1 de solu¢do desnaturante/PCR pode variar de
acordo com a concentragdo do fragmento. Recomenda-se que o produto da PCR tenha uma
concentragdo de 100ng/pl. A mistura € entdo desnaturada a 95°C por 5 minutos e em

seguida incubada em gelo at€ o momento da aplicagdo da amostra no gel.

O meétodo SSCP € mais sensivel na detecgdo de alteragdes moleculares em
fragmentos de PCR de até 350pb, a partir do qual perde-se muito em confiabilidade dos
resultados obtidos. Inicialmente o exon 9 do gene MITF foi amplificado num tamanho
final de 652pb. Buscando-se aumentar a eficacia da técnica SSCP na triagem do exon 9 foi
feita uma digestao desse exon com a enzima Bam HI, originando fragmentos de 399pb e de
253pb. A descrig@o da reag@o de digestdo com a enzima Bam HI foi feita perfazendo um

volume final de 20pul. A reagdo foi realizada por 2 horas a 37°C da seguinte forma:

» 17ul do produto de PCR
» 1ul enzima Bam HI
» 2ul tampao REACT 3

Ao se utilizar géis pré-moldados de 12,5% com tamp@o nativo (L-alanina 0,88M;

Tris 0,25M, pH 8,8) foi necessario se fazer uma pré-corrida. As condi¢des de corrida foram

entre 150 e 300 Vh na temperatura de 4°C. Para géis pré-moldados de 20% utilizou-se
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tampiao SDS (Tricina 0,20M; Tris 0,20M; SDS 0,55%, pH 8,1), sem pré-corrida e nas

mesmas condi¢des do gel de 12,5%.

Foram utilizadas placas 200mm X 180mm para os géis manuais com a seguinte

composi¢ao:

» 20ml de glicerol 20%
» 10ml de acrilamida/bisacrilamida 40%
» 0,8ml de TAE 50X (Tris-Acetato-EDTA) para um volume final de 40ml.

Para a polimerizagdo adicionaram-se 300ul de persulfato de amonio 10% e 50ul de
TEMED. Foram aplicados 8l do produto de reag@o com 4ul de stop solution (formamida
95%, 20 mM de EDTA pH 8.0 e 0,05% de azul de bromofenol) no gel que foi submetido a
eletroforese com 350V por 4 horas em tampao TAE 1X e temperatura aproximada de 20°C.

Os géis no sistema manual foram corados pela prata da seguinte forma:

» Fixagdo - 10% etanol; 0,5% acido acético, por 20 minutos a temperatura
ambiente;

» Impregnagio - solu¢do de nitrato de prata 0,15 %, por 10 minutos;

» Lavagem com 200 ml de agua destilada,

> Revelacdo - 6g NaOH, 1,2 ml formaldeido, completar o volume para 200ml;

> Interrupgdo - repetir solucdo de fixagdo. Apos a coloragdo, os géis foram
fotografados.

Os géis no sistema Phast System foram corados pela prata da seguinte forma:
> Etanol 10% e acido acético 0,5% por 1.5 min a 40°C;
» Soluggo de nitrato de prata 0,2%, dissolvida em solugdo de etanol 10% e acido

acético 0,5% por 8 min a 40°C;
» Agua MilliQ (2X) por 0,2 min a 20°C;
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» Solugdo de hidroxido de sodio 2% com 100ul/ml de formaldeido por 5 min a
2000
> Etanol 10% e acido acético 0,5% por 2 min a 40°C;

» Solugdo de glicerol 10% por 5 min a 40°C.

Apos a secagem dos géis a temperatura ambiente, realizou-se a analise visual do
padrao de migra¢do de bandas. Uma vez encontrada alguma diferenca na mobilidade
eletroforética com rela¢do aos controles normais, o fragmento que apresentou o shift de

banda foi sequenciado.

3.2.4 — Detec¢ao da mutaciao 35delG

3.2.4.1- Sequenciamento

O sequenciamento do DNA foi realizado para a identificagdo de mutagdes no gene
GJB2 e também nos fragmentos de PCR dos genes PAX3 ¢ MITF que apresentaram

bandas de migra¢do andmala nos géis de SSCP.

Para o sequenciamento foi utilizado o método de terminag@o de cadeias (SANGER
et al ,1976), utilizando o kit Thermo Sequenase Radiolabeled termination cycle sequencing
(AMERSHAN Life Science). Este método se baseia no sequenciamento por incorporagio
de nucleotideos terminadores da reagdo em cadeia da polimerase. Estes
didesoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs) terminadores ou (ddGTP, ddATP, ddTTP e
ddCTP) uma vez incorporados na fita em sintese interrompem o processo de incorpora¢ao

de outros nucleotideos.

Foram utilizados 10ul do produto da PCR, sendo 5ul para cada uma das reagdes
(direta e inversa). Cada 5ul do produto de amplificagdo foi previamente tratado com 10U
Exonuclease 1 (EXO I) e 2U de Fosfatase Alcalina de Camario (SAP). A rea¢do contendo
5ul do produto de PCR, 1ul de EXO I (10U/ul) e 1ul de SAP (2U/ul) foi incubada a 37°C
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por 15 minutos e 80°C por 15 minutos (para a inativagdo das enzimas). Neste tratamento
sdo eliminados DNA em fita simples (primers, fragmentos inespecificos) e nucleotideos

n3o incorporados durante a reagdo de PCR.

3.2.4.1.1- Reacio utilizando [ «™-P | - ddNTPs

A mistura da reagdo para sequenciamento foi a seguinte:

7ul da reag@o de pré-tratamento do produto da PCR;

1l do primer (direto ou inverso) ~ 2pmoles;

2ul de reaction buffer 10X (260mM Tris-HCL, pH 9,5, 65mM MgCly);
8ul de H,0,

Y WV V¥

Y

» 2ul enzima Thermo Sequenase (4U/ul).

Foram distribuidos 4,5ul dessa reagdo para cada um dos 4 tubos contendo a mistura
de terminag¢do que € composta de: 2ul dGTP fermination master mix (7,5pM/ul dATP,
dCTP, dTTP, dGTP) e 0,5ul (0,3uM/ul) de cada ddNTP marcado com o*>-P: ddGTP -
0,3uM [a”-P] ddGTP (1500Ci/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi, ddATP - 0,3pM [o>-P]
ddATP (1500Ci/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi, ddTTP - 03uM [a**-P] ddTTP
(1500Ci/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi, ddCTP - 0,3uM [a®*-P] ddCTP (1500Ci/mmol,
450uCi/ml), 11,25uCi.

Uma gota de 6leo mineral foi acrescida a cada tubo para evitar evaporagdes. A

reagdo de sequenciamento consistiu de 40 ciclos nas condigdes especificadas na figura 8.
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40 ciclos

30seg

Figura 8 - Ciclos utilizados no sequenciamento do gene GJB2, PAX3 ¢ MITF. A
temperatura de anelamento € correspondente ao primer utilizado em

cada gene.

Apos os ciclos foram acrescentados 4yl de stop solution (95% formamida, 20mM

EDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xileno cianol) para interromper a reagéo.

3.2.4.1.2 - Preparo do gel de acrilamida

O gel utilizado € de poliacrilamida a 6%, composto por 10,5ml de solugdo estoque
de acrilamida a 40% contendo 3% de bisacrilamida, 7ml de tampdo TBE 10X, 29 4g de
uréia e agua destilada para um volume final de 70ml. Para a polimerizagdo, foram
adicionados 500ul de persulfato de aménio 10% e 50ul de TEMED
(Tetrametiletilenodiamino). A solugdo foi vertida em um aparato montado entre duas placas
de vidro (com as dimensdes de 42cm x 33,5cm e 39,5¢cm x 33,5cm) emparelhadas e tendo
entre elas espagadores sem gradiente de espessura. As placas foram previamente lavadas
com detergente, acetona e etanol absoluto e somente a placa maior sofreu um tratamento
com 3ml de Repel-Silane (substancia repelente a base de silicone). Antes da aplicagdo
das amostras no gel de sequenciamento, realizou-se uma pré-corrida em tampao TBE 1X

para um aquecimento previo do gel.
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As amostras foram previamente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e 2ul da
amostra contida em cada tubo foram aplicadas no gel de sequenciamento e submetidos a
uma corrida eletroforética nas condigdes de 2000V, 50W e 50mA. O tempo de corrida foi

estipulado de acordo com o tamanho de cada fragmento que estava sendo sequenciado.

Decorrido o tempo necessario da corrida eletroforética, as placas foram
desmontadas. Em fung¢do do Repel-Silane a placa maior separou-se sem dificuldade do gel
o qual permaneceu na placa menor. Da placa menor o gel foi transferido para um papel
3MM (papel de filtro) nas mesmas dimensdes da placa. O papel de filtro € langado sobre o
gel na placa. A porosidade deste papel e sua qualidade de absorvente por capilaridade
promovem a aderéncia do gel ao papel. Em seguida o papel foi envolto em filme de PVC
para embalagem e deixou-se secando por 1 hora a 80°C num ambiente a vacuo. Apds a
secagem do papel, este foi exposto a um filme sensivel (Kodak Biomax) durante a noite a -

70°C e com intensificador.

Para a detecgio da mutagdo 35delG o fragmento contendo esta regido foi
amplificado usando o par de primers CxIF /CxIR e, em seguida em alguns casos clonado
usando o kit pGEM (Promega). Pelo menos oito clones foram sequenciados pelo método de
terminacio de cadeias (SANGER er al.,1976), utilizando o kit Thermo Sequenase
Radiolabeled terminator cycle sequencing ( AMERSHAN Life Science).

3.2.4.2 - Clonagem

Para a clonagem de segiiéncias do gene GJB2 foi utilizado o kit pPGEM (Promega).
Este kit permite a clonagem rapida e eficiente de fragmentos amplificados pela técnica de
PCR. O método se baseou na caracteristica da 7ag polimerase de adicionar uma simples
dexosiadenosina (A) na extremidade 3’ dos produtos de PCR. O vetor pGEM, que €
fornecido pelo Kit, e ja é linearizado, possui na regidgo 3’ terminal um residuo de
desoxitimidina (T) permitindo que inserto e vetor com extremidades abruptas se liguem

eficientemente. As etapas do processo de clonagem estdo listadas abaixo.
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3.2.4.2.1 - Ligacio

Os fragmentos amplificados pela PCR foram utilizados como inserto na ligagdo ao
plasmideo sem passar pela etapa de purificagdo. Na ligagio do inserto ao plasmidio
utilizou-se 125ng de inserto, S0ng do vetor (proporgdo vetor/inserto 1:2,5), tampdo 2X e 3U
de enzima T4 DNA ligase em um volume total de reagdo de 10/ul. Esta reacio foi incubada

por 1 hora a temperatura ambiente.

3.2.4.2.2 -Transformacio

Foram utilizadas bactérias da linhagem DH5a descritas por HANAHAN (1983).0
protocolo para obtengdo de células DHS5a competentes foi baseado segundo o descrito por
NISHIMURA et al. (1990). No estado de competéncia, as bactérias tornam-se aptas a
adquirirem seqiiéncias de DNA exogeno, inclusive DNA plasmidial. O processo de captura
e incorporagdo € denominado transformag&o bacteriana. A aquisi¢do do plasmidio contendo
o inserto pelas células DH5a foi desencadeada apos choque térmico. Em 100pl de células
DH5a competentes foram acrescentados Syl da reagdo de ligagdo. Estas células foram
mantidas em banho de gelo por 30 minutos e imediatamente apds promoveu-se a
transformagdo através de um choque térmico a exatos 42°C por 1 minuto. Passado este
periodo, retornou-se as amostras ao banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, adicionou-
se 900ul de meio LB (meio composto de bactotriptona 1%, extrato de levedura 0,5% e
NaCl 1% diluidos em agua destilada e com pH 7,5 ajustado com NaOH a 10N). O meio LB
continha ainda antibiético ampicilina na concentragdo 50ug/ml para selecionar apenas as
bactérias transformadas, pois somente o plasmidio contém informagdo que confere a
resisténcia a este antibiotico. As amostras foram mantidas em agitador a 200-300rpm por 1
hora e a 37°C. Depois de deixar crescendo durante este periodo, 200ul de células
supostamente transformadas foram plaqueados em placas de Petri e deixadas em estufa a
37°C durante a noite. As placas de Petri continham meio LB solido composto por 15% de
agar bacteriologico diluidos em meio LB liquido com pH 7,5 (ajustado a com NaOH 10N)
ao qual foi adicionado o antibiotico ampicilina. Antes de plaquear as células transformadas,

as placas com meio LB sélido acrescentou-se 14ul de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B,
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D-galactosidase) na concentragdo 50mg/ml. O X-gal é um substrato para a enzima -
galactosidase (B-gal) cuja regido amino terminal do gene esta presente no plasmidio
exatamente no sitio de inser¢do do fragmento de PCR. O produto da reagdo da B-gal € um
composto azulado e de facil percepgdo nas colonias proliferadas na placa de Petri. A
coloragdo branca nas coldnias indica que o inserto interrompeu a regido amino terminal do
gene da B-galactosidase no plasmidio. Este gene trata-se, portanto, de um gene-reporter €
esta estratégia permite a identificagdo de colonias de bacténias que possuem ou nio o
fragmento inserido. As coldnias azuis sdo compostas de bactérias B-gal ativa e, portanto,

sem o fragmento clonado no plasmidio.

3.2.4.2.3 - Analise dos clones recombinantes

Apenas as coldnias brancas foram selecionadas para a amplificagdo do inserto pela
técnica de PCR. Uma coldnia de cada vez foi coletada usando-se alga de plastico. Esta
colonia isolada foi colocada em um eppendorf juntamente com a alga cortada no tamanho
do mesmo. Ap6s este procedimento seguem-se as etapas para a realizacdo da PCR como

mostra o item 3.2.2 (métodos).

3.2.4.3 - PCR alelo especifico (AS-PCR)

Uma outra técnica utilizada para a detecgdo da mutagdo 35delG € a reagdo em
cadeia da polimerase alelo especifico (AS-PCR - do inglés allele specific PCR). Para esta
reagio foram sintetizados ARMS primers (do inglés Amplification-Refactory Mutations
System) para detecgdes de mutagdes de ponto, de acordo com SCOTT ez al. (1998). Na
padronizagio da técnica de AS-PCR, varias etapas foram modificadas para que se
conseguisse um resultado confiavel, tais como: volume final da reagdo, concentragdo de
MgCl, e nimero de ciclos. Observou-se que o numero de ciclos era determinante para o
resultado final, uma vez que o aumento ou a diminuig4o de apenas 1 ciclo fez com que o
resultado se alterasse. Além disso, foram utilizados controles positivos e negativos para a

mutacgio 35delG previamente detectados por sequenciamento direto.
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O primer normal (NOR) foi usado para amplificar o alelo sem a mutagdo 35delG e
o primer mutante (MUT) para o alelo com a mutag@o 35delG. O primer comum (COM) foi
usado como primer inverso juntamente com o primer NOR ou MUT. Com essas duas
reagdes (NOR e MUT) analisa-se cada individuo como sendo homozigoto normal para a
mutacdo 35delG, homozigoto mutante para essa mutagdo e heterozigoto. Os primers A e B
30 usados como controles internos de amplificagdo, como mostra a figura 9. A tabela XII

mostra as seqiiéncias dos primers utilizadas.

Parte da
X T 3 seqiiéncia
- iy do gene
== 2
5 666666 o
Localizagdo g, poSig&O 30 o m—
da delegdo
COM
e
" NOR >
J
¢ s -
COM B
. 202bp =
202bp
< 2
360b
¥ —* —

Figura 9 - Representagdo esquematica da técnica de AS-PCR.
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Tabela XII — Seqiiéncia de primers utilizados para detec¢do da mutagio 35delG.

Primer Seqiiéncia 5’3’
NOR - TTG GGG CAC GCT GCA GAT CCT GGG GAG
MUT - TTG GGG CAC GCT GCA GAT CCT GGG GAT
COM - GAA GTA GTG ATC GTA GCA CAC GTT CTT GCA
A - CCC ACC TTC CCC TCT CTC CAG GCA AAT GGG
B - GGG CCT CAG TCC CAA CAT GGC TAA GAG GTG

A reagdo da AS-PCR foi realizada da seguinte forma:

» 200 a 500ng de DNA gendmico em 30,0ul de reag¢do de PCR,;

» Tampdo de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH 8.8), 1,17mM de MgCl,, 170uM de
cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTP);

> 10pmol ou 0,05ug do primer normal (NOR) ou mutante (MUT);

# 10pmol ou 0,05ug do primer comum (COM),

» 10pmol ou 0,03ug dos primers controle A e controle B,

» BSA 1% (Albumina de Soro Bovino),

» U de enzima 7aq DNA polymerase,

O ciclo utilizado na AS-PCR ¢ visualizado na figura 10. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampdo Tris-Borato-EDTA, ou TBE
1x (TBE 10 x é composto de Tris Base a 0,089M, Acido Borico a 0,089M e EDTA a
0,002M e em pH 8,0) contendo brometo de etideo (na concentragio 0,5ug/ml).
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29 ciclos
95°C_ 95°C _
Smin 40seg 790C  T3°C
Imin Smin
62°C
30seg

Figura 10 - Ciclos utilizados na rea¢do de AS-PCR.

3.2.5 — Detec¢do da mutagio 167delT

A deteccido da mutagdo 167delT no gene da GJB2 foi feita por analise de restrigdo
usando a enzima Pst [. A regido contendo a delegdo foi amplificada usando os primers
Cx1F e Cx1R. A reacdo de digestdo foi feita perfazendo um volume final de 20ul. A reag¢éo

foi realizada por 3 horas a 37°C da seguinte forma:

» 17ul do produto de PCR,;
» 1lul enzima Pst [,
» 2ul tampao REACT 2.

A delecdo da base T na posigdo 167 do gene GJB2 aboli o sitio de Pst I (cTgea g)

na seqiiéncia. Dessa forma, individuos normais para essa mutagdo apresentam fragmentos
de 150, 69, 52 e 15pb apos a digestdo com a enzima Pst I , enquanto que os alelos mutantes

apresentam as bandas de 218, 52 e 15pb, como esquematizado na figura 11.
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Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1000
GIBCO BRL® na concentragio 2% em tampdo Tris-Acetato-EDTA, ou TAE 1x (TAE 50 x
é composto de Tris Base a 0,089M, Acido acético glacial 100% e EDTA a SOmM e em pH
8,0). O gel foi corado com brometo de etidio (na concentragdo 0,5ug/ml) e os fragmentos

da digestdo foram visualizados sob iluminagdo ultravioleta e fotografados.

posicdo 167 |
k

Accc“i“‘gcczfgcmgg
|

e b _
Ysitio Psr 1

Pst T
|

| A
4 S S —— "
150pb 69pb 52pb  15pb Normal
-_'.!‘._“_ e s L .-_...__._...._..;r,a {'i' -..}. < ’-
218pb 52pb  15pb Mutante

Figura 11 - Representa¢do esquematica da analise de restrigdo da mutacdo 167delT
no gene GJB2.

3.2.6 — Amplificaciio e rastreamento de mutag¢des nos genes PAX3 e MITF

As seqiiéncias codificadoras dos exons do gene MITF (9 exons) (GenBank, numero
de acesso: NM000248) e PAX3 (8 exons) (GenBank, nimero de acesso: NM000438) foram
amplificados pela técnica de PCR utilizando os primers descritos por TASSABEHII e
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colaboradores, 1994a e 1994b, respectivamente. Em seguida, os fragmentos foram
rastreados pela técnica de SSCP. A sequiéncia e o tamanho do produto de amplifica¢do de

cada exon dos genes MITF e PAX3 sdo mostrados na tabela XIII e XIV respectivamente.

A amplificagdo dos 9 exons do gene MITF consistiu em 30 ciclos usando 200 a
500ng de DNA gendmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 20pmol de cada primer (direto e inverso), 2,5U de enzima 7ag DNA
polimerase em tampao de PCR 10X (Tris—HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgCl,, em um
volume final de reag@o de 50ul. Os ciclos de amplificagdo do gene MITF estdo mostrados

na figura 12.

Tabela XIII — Seqiiéncia de primers utilizados para a amplificagdo do gene MITF.

Exon Primers 5 — 3 Tamanho (bp)

1 |EIF - GGA TAC CTT GTT TAT AGT ACC TTC 270
EIR - AAA AGA GCA GATTTATACTTATTG

2 |E2F - TCT GAA ACT CAC AAATAA CAGCGC 343
E2R - TAT TCA ACA GAC AAGTTATTT AGC

3 |E3F - CCATCA GCT TTG TGT GAA CAG GTC 245
E3R - TTT CAG GAA GGT GTG ATC CAC CAC

4 |E4F - AACTAA AGACCATTATTGCTT TGG 264
E4R - AGA AAA GAA CCC TGG AAA CAC CTC

5 |ESF- ATA AAT CCT AGA GTA GGA TAT AGG 270
E5R - ACT TTG TCT TAT CAG GAA ATG GAC

6 |E6F - TCA AGT CAA ATA AGC TTCTGT ATG 280
E6R - GTA GGA ATA AAC TCT CCT CTA CAG

7 |E7F - GTG CTA AAT GCA TAC ATG GCA CTG 264
E7R - TTA GGA ATA GAA CCA AAG GGA GAG

8 |E8F-TTC ATT GAG CCT CAA ATC CTA AAG 264
E8R - CTG TTT CTA CTG TCT TGA AGT CGG

9 |E9F - AGT CCT CTGTGC TCG TCC TAT TTC 652
E9R - AAG CTA AAG TCT GTG GTG AAT TC
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Tabela XTV — Seqiiéncia de primers utilizados para a amplificagdo do gene PAX3.

Exon Primers 5 — 3’ Tamanho (bp)
2 |P2F - GAA GAC TGC GAA ATT ACG TGC TGC 236
P2R - GAC CAC AGT CTG GGA GCC AGG AGG
3 |P3F - CAG AGG CGG TGG GGC CGC CGC CAC 130
P3R - GTC GAC GTG CCG GGG TAA TAG CGA
4 |P4F - AGC CCT GCT TGT CTC AAC CAT GTG 135
P4R - TGC CCT CCA AGT CAC CCA GCA AGT
SA |P5AF - GAG AGA ACT TGG ATT CAA TCT CAG 103
P5AR - CCT GTC TGG ACT GAA GTA GGA CAC
5B |P5BF - GGT ATA GGG ATC ACT GTA ATG GTG 103
P5BR - CAA TAT GCA TCC CTA GTA AAG GGC
6 |P6F - ACT ATT ATT TCA TCA GTG AAA TCC 165
P6R - ATA AAA TAT CCA CCA GAG AAA TCG
7 |P7F - TGC ACT GAA CTT TCT CTG CTG GCC 216
P7R - CTG GTA TAC AGC AAA TCG TCT GTC
8 |P8F-CTC TTT TTT TAG GTA ATG GGA C 264
P8R - GAG TTT ATC TCC CTT CCA GG

30 ciclos
95°C | 94°C
4min 1min 72°C 72°C
| Imin Smin
55°C
Imin

Figura 12 - Ciclos utilizados na amplificagdo dos exons do gene MITF.

Para a amplifica¢do dos exons 6 e 8 do gene PAX3 utilizou-se de 40 ciclos , como
mostra a figura 13 usando 200 a 500ng de DNA gendémico, 200uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20pmol de cada primer (direto
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e inverso), 2% de DMSO (dimetilsulfoxido), 2,5U de enzima 7ag DNA polimerase em
tampdo de PCR 10X (Tris—HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgCl,, em um volume final de
reagao de 50pul.

40 ciclos
94°C | 94°C
Smin 1min 72°C ' 723(:
45seg Smin
60°C
4Sseg

Figura 13 - Ciclos de amplificagdo dos exons 6 e 8 do gene PAX3.

Os exons 2, 3, 4, 5A, 5B e 7 do gene PAX3 foram amplificados a partir de 200 a
500ng de DNA gendmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 10pmol de cada primer (direto e inverso), 3% de DMSO
(dimetilsulfoxido), 2,5U de enzima 7ag DNA polimerase em tampao de PCR 10X (Tris—
HC1 10mM pH 8.8) e 1,5mM de MgCl,, em um volume final de reagdao de 50ul. Para a
amplificagdo desses exons foram utilizados PCR fouchndown , ou seja, a cada numero
determinado de ciclo a temperatura de anelamento sofre um decréscimo como mostra a

figura 14.

Para a deteccdo de possiveis muta¢des pontuais os exons amplificados dos genes

MITF e PAXS3 foram rastreados por SSCP.
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10 ciclos 30 ciclos

94°C | 94°C

Smin 1min
30seg

Figura 14 - Ciclos de amplificagdo dos exons 2, 3, 4, 5A, 5B e 7 do gene PAX3. A-
auto diminuigdo de temperatura a cada ciclo.
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4. RESULTADOS

A analise molecular dos casos-indice de ambos os grupos, seus pais e parentes pode

ser observada na tabela XV.

4.1 - Gene GJB2

O gene GJB2 foi amplificado pela técnica de PCR de acordo com o tamanho

previsto na sua totalidade e em 2 fragmentos (figura 15).

Figura 15 — Gene GJB2 amplificado na reagdo de PCR. M- marcador de peso
molecular (100pb — Gibco BRL®); A e B — fragmentos do gene
denominados Cx1 e Cx2, respectivamente; C — gene GJB2 em sua
totalidade.
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4.1.1 - Identificacio da mutacfio 35delG

A detec¢io da mutagdo 35delG no gene GJB2 foi realizada pela técnica de PCR-
alelo especifico (AS-PCR). Esta técnica auxiliou e agilizou o estudo desta mutagdo, pois 0
sequenciamento direto da regido onde a mutagdo 35delG esta presente, muitas vezes
apresenta compressdes, tornando dificil a interpretacdo dos resultados, sendo as vezes

necessario o sequenciamento passando pela etapa de clonagem.

Por essa técnica foram analisados os casos-indice de ambos os grupos, seus pais €
parentes. O resultado da analise AS-PCR mostrou que 6 pacientes (n° 7, 11, 21, 26, 36 e
39) eram homozigotos para a mutagdo 35delG e 3 heterozigotos (n® 31, 32 e 38) (figura
16). Dentre os homozigotos, os pacientes n° 21, 26, 36 e 39 apresentam antecedentes
familiais de surdez, e dentre os heterozigotos o paciente n° 31. Em nenhum desses ha relato
de consangiiinidade entre os genitores. Os pacientes que apresentaram a muta¢do 35delG
em heterozigose ndo possuem nenhuma alteragdo no outro alelo. O gendtipo de todos oS
individuos detectados por esta técnica foram subsequentemente confirmados por

sequenciamento (tabela XV).

Reacdo com Controle

rimer NOR
p Normal

Reacdo com Controle

primer MUT 35delG

|:| = Homozigoto alelo normal

- Homozigoto 33delG
u = Heterozigoto 35delG

Figura 16 - AS-PCR para mutagdo 35delG. As bandas de 360pb indicam amplificagdo dos
controles internos da reacdo utilizando os primers A e B; a banda de 202pb da
reacdo utilizando o primer NOR, indica amplificagdo do alelo normal para a
mutagdo 35delG; a banda de 202pb da reagdo utilizando o primer MUT,
indica amplificagdo do alelo com a mutagdo 35delG.

54



Resultados

A figura 17 ilustra a mutagdo 35delG observada em gel de sequenciamento em um
dos pacientes em homozigose e em heterozigose, € em um individuo apresentando a

sequi€éncia normal.

GATC GATC

v OO+ o

Figura 17 - (a) Dele¢do (em homozigose) da base G na posigdo 35 (35delG) no
paciente n° 7; (b) Paciente n® 25 apresentando a seqiiéncia normal
com os 6Gs (6 Guaninas); (c) Mutagdo 35delG em heterozigose no
paciente n° 32.

4.1.2 - Identificacdo da mutacio 167delT

A mutagdo 167delT no gene GJB2 foi analisada por digestdo enzimatica pela
enzima de restricdo Ps¢ I. Fizeram parte dessa analise os pacientes do grupo A que ndo
apresentaram a muta¢do 35delG. Em nenhum paciente constatou-se a presenga de alelos
mutantes. Na figura 18 estdo ilustrados os resultados da digestio do produto de PCR

(fragmento Cx/) de alguns pacientes obtidos em gel de agarose.

= -]




Ref_u!fados

284pb
150pb

69pb
52pb

Figura 18 — Resultado da analise da mutacdo 167delT por digestdo pela enzima de
restrigdo Pst I em alguns individuos. M- marcador de peso molecular (100pb
Gibco BRL®). Fr- fragmento Cx| da PCR sem digerir (284pb). A mutagdo
167delT aboli o sitio de Pst I. Individuos com os alelos mutantes apresentam
as bandas de 218pb, 52bp e 15pb; individuos com os alelos normais
apresentam as bandas de 150pb, 69pb, 52pb e 15pb.

4.1.3 — Analise da seqiiéncia codificante do gene GJB2

O sequenciamento completo do gene GJB2 direto do produto de PCR foi realizado
nos individuos do grupo A e do grupo B que ndo foram detectadas as mutagdes 35delG

e/ou 167delT em homozigose.

O paciente n°15 é um heterozigoto composto. O sequenciamento direto do PCR
revelou uma transi¢do 283 G—A em heterozigose no codon 95 que leva a substitui¢do do
aminoacido Valina para Metionina (V95M). Revelou também regides borradas e pouco
nitidas que correspondiam as sequéncias nucleotidicas do codon 37 sugerindo a existéncia
de uma outra mutacgdo. Para verificar esta suposi¢do, realizou-se a clonagem molecular do
gene GJB2 deste paciente. O sequenciamento dos clones confirmou a mutagdo VISM e
identificou a mutagio V37I (transi¢do 109 G—A). Esta muta¢@o leva a substituigdo do
aminoacido Valina para Isoleucina no codon 37. Ela ocorre no primeiro dominio
transmembranico da conexina 26. Ambas mutagdes foram descritas previamente por
KELLEY et al. (1998). Também foi possivel confirmar pela analise molecular de 9 clones a
condi¢io do paciente como heterozigoto composto: as mutagdes VOSM e V371 estdo

localizadas em alelos diferentes (figura 19).

A analise por sequenciamento dos membros da familia revelaram que os pais sdo

heterozigotos para as mutagdes V95SM e V37I (1 em cada alelo). A mutagdo V95M esta
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presente no pai e a V371 em sua mae. O irm&o que também apresenta deficiéncia auditiva é

heterozigoto composto para as mutagdes VOSM/V37I (tabela XV).

G A TC

GB_A

G"™ A

VIsM V371

Figura 19 - Analise da seqiéncia de DNA do gene GJB2 do paciente n° 15. (a)
heterozigoto composto para a mutagio V95M; (b) heterozigoto
composto para a mutagdo V37L

No paciente n°37, a analise da seqiéncia codificante do gene GJB2 identificou a
mutacdo 35delG em um alelo, a qual ¢ caracterizada pela delegdo de | guanina na posi¢do
35. No outro alelo foi observado a mutagdo delE120. Esta mutagdo ¢ responsavel pela

dele¢do do aminoacido acido glutdmico no codon 120 (GAG) (figura 20).

GATC G ATC

6G’s
5G’s

35delG delE120

Figura 20 - Sequenciamento de DNA do gene GJB2 no paciente n°37. (a)
heterozigoto composto para a muta¢do 35delG. (b) heterozigoto
composto para a mutagdo delE120.
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4.1.4 - Deteccdo de polimorfismos

A partir do fragmento amplificado do gene GJB2 pela técnica de PCR, e
posteriormente sequenciamento direto, foi possivel observar a presenga de um
polimorfismo. O polimorfismo Valina/Isoleucina no codon 27 foi identificado nos
pacientes n° 17 e 33 em heterozigose, ambos com surdez esporadica A variagdo G/A na

posi¢do 79 do gene GJB2 foi previamente descrita por KELLEY et al. (1998) (figura 21,

GATC

G A

Figura 21 - Gel de sequenciamento mostrando o polimorfismo V271 no gene GJB2
em heterozigose.

4.1.5 — Resumo das alteracdes encontradas no gene GJB2

Foram encontradas mutacdes no gene GJB2 em 8 das 36 familias estudadas (grupo
A) (22%). No grupo A, metade dos 10 pacientes com recorréncia familial e 3 dos casos
isolados (11,5%) tém mutagdes no gene GJB2. Em 3 pacientes, ha apenas um alelo
mutado. A mutacdo 35delG acometeu 84,2% (16/19) dos alelos mutados no gene GJB2.
Trés outras mutagdes foram observadas: V9SM, V37L delE120. Seis pacientes sao
homozigotos para 35delG, dois sdo heterozigotos compostos, e 3 s3o heterozigotos (tabela
XVI). Nas amostras como um todo, a deficiéncia auditiva pré-lingual foi observada em 9
dos 11 pacientes com mutagdo no gene GJB2 e, em 21 dos 28 pacientes com alelos

normais (probabilidade exata de Fisher = 0,501). Do mesmo modo, a deficiéncia auditiva
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profunda foi observada em 10 dos 11 pacientes com mutagdo na conexina 26 e, em 20 dos

28 pacientes com alelo normal (probabilidade exata de Fisher = 0,194).

Tabela XVI - Fenotipo e gendtipo dos pacientes com mutagdes no gene GJB2.

PACIENTE [DADE DE INiCIO GRAU MUTACAO RECORRENCIA
DA SURDEZ DE PERDA (ALELO1/ALELO2) FAMILIAL
GRUPO A
7 Pré-lingual Profunda 35delG/35delG -
L1 Pre-lingual Profunda 35delG/35delG -
15 Pos-lingual Profunda VOSM/V37I1 Irmdo
21 Pre-lingual Profunda 35delG/35delG [rma
26 Pre-lingual Profunda 35delG/35delG Tias paterna
31 Pré-lingual Profunda 35delG/N Pai, mae, tia
matema, tia
patema
32 Pré-lingual Profunda 35delG/N -
36 Pré-lingual Profunda 35delG/35delG Irmas
GRUPO B
37 Pés-lingual Moderada 35delG/delE120 Tio patemo
38 Pré-lingual Profunda 35delG/N -
39 Pré-lingual Profunda 35delG/35delG Irmdo

4.2 - Rastreamento dos genes PAX3 e MITF

Foram rastreados pela técnica de SSCP todos os exons dos genes PAX3 e MITF

dos pacientes do grupo A. Foram observadas duas alteragdes de migragio no gel de

poliacrilamida (shift), no exon 6 do gene MITF do paciente n°12 e no exon 6 do gene

PAX3 do paciente n® 15. A figura 22 ilustra os shifts encontrados pela técnica de SSCP.
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Figura 22 — Gel de poliacrilamida demonstrando o padrdo anormal de migragdo de
bandas (shifts). (a) Técnica de SSCP do exon 6 do gene MITF; (b)
exon 6 do gene PAX3.

Apos a identificagdo de padrdes anormais de migragdo das bandas em eletroforese,
ambos os fragmentos foram sequenciados. No exon 6 do gene MITF do paciente n° 12 ndo
foi encontrada nenhuma mutagdo em regides codificantes, podendo o shiff ser um artefato

de técnica.

No exon 6 do gene PAX3 do paciente n° 15, foi encontrada uma mutagdo
silenciosa (Gm—ﬂ'), como ilustra a figura 23. Uma vez que, nesse mesmo paciente foram
encontradas mutagdes no gene GJB2 (V95M/ V37I), a mutagdo observada em SSCP néo €

responsavel pelo fenotipo do paciente.
G A T C

G">T

SRR

Figura 23 - Sequenciamento do gene PAX3 (exon 6) mostrando a mutagdo silenciosa

(G*"-T).
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5- DISCUSSAO

5.1 - Mutacédes no gene GJB2

Ja foram descritas mais de 50 mutagdes diferentes no gene GJB2 levando a
interrupgdo da circulagdo de ions nas gap junctions e, consequentemente, surdez. As
alteragdes moleculares variam desde mutagdes pontuais (transigdes, transversdes) até
pequenas dele¢es de nucleotideos. Algumas mutagdes ocorrem em diversos grupos étnicos
e regides geograficas distintas, podendo se tratar de hot spots nesse gene. Em outras
situagdes, a alta frequéncia de uma determinada mutagdo num mesmo grupo étnico é
considerada como oriunda de um mesmo ancestral comum por meio de um efeito do
fundador.

As mutagOes detectadas neste trabalho sdo mutagdes do tipo missense, ja descritas
na literatura, que conduzem a substituicdo de aminoacidos em regides conservadas na
proteina conexina 26, sugerindo que esses residuos sdo importantes para a atividade da
proteina. Também foram detectadas delegdes ja descritas no gene GJB2. Seis pacientes sdo
homozigotos para as mutagdes detectadas e 5 sdo heterozigotos (grupos A e B), sendo que
em dois destes foram detectadas mutagdes em configuragio #rans (heterozigotos

compostos).

Mutagdes no gene GJB2 foram encontradas em 22% das familias do grupo A, valor
semelhante ao obtido por WILCOX ez. al. (2000) (26%), indicando que a analise molecular
desse gene em pacientes com deficiéncia auditiva nio sindrémica deve ser o primeiro passo
na determinagdo das causas de perda auditiva em nosso pais. Isto ¢ particularmente
verdadeiro para os casos familiais, onde mutagdes neste gene foram encontradas em 50%
dos casos, mas também para os casos esporadicos, cujas mutagdes estdo presentes em
11,55% (aproximadamente 1:9). Entre as familias com surdez nfio sindromica estudadas no
Mediterraneo, 49% dos casos com padrdao de heranga autossdmico recessivo e 37% dos

casos esporadicos apresentam mutagdes no gene GJB2 (ESTIVILL et al., 1998).
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O encontro de uma freqiiéncia menor de mutagdes entre os casos esporadicos no
presente trabalho pode ser devido & inclusdo, na amostra estudada, de pacientes com surdez
de causa ambiental que niio tenham sido diagnosticadas durante a avaliagdo clinica. De
fato, em vérios casos faltam informagdes precisas por parte da familia acerca de

intercorréncias durante a gestagdo, o parto e o periodo peri-natal.

Quanto a freqiiéncia observada entre casos familiais (50%), os resultados obtidos
ndo podem ser comparados com os de outros estudos, uma vez que foi levada em
consideragdo, neste trabalho, a recorréncia de surdez em parentes de primeiro e segundo
graus independente de haver ou ndo um tipico padrdo de heranga autossdmico recessivo.
Uma vez que as mutagdes no gene GJB2 ndo sdo raras, casos de pseudodominéncia podem
ser encontrados na populagio com maior frequéncia. Um exemplo disso € o paciente 26,
cujos pais tém audigdo normal e que tem duas tias paternas com surdez, o que sugeriu,
inicialmente, que se estivesse diante de um caso de heran¢a autossomica dominante com
penetrancia incompleta. E importante, assim, que nos casos com recorréncia familial sem
uma distribuigdo tipica de heranga autossdmica recessiva nao se exclua a possibilidade de

que a surdez seja decorrente de mutagdes da conexina 26.

O fato de nenhum dos pacientes com mutagdes no gene GJB2 ter sido gerado por
um casal consangiineo refor¢a a hipdtese de que essas mutagdes ndo sdo raras na
populagio brasileira. Isso ja havia sido sugerido pelo encontro, em uma amostra de recém-
nascidos da regido de Braganga Paulista, SP, de uma taxa de portadores da mutagdo 35delG
de 0,97% (SARTORATO et al., 2000). A figura 24 resume as mutagdes encontradas neste
trabalho; a seguir, sdo discutidos os achados relativos a cada paciente comparando-os aos

casos descritos na literatura pertinente.

V371
35de]G"_I V95M delE120
— T

Exon 1 \\\__ Exon 2

Nio-codificante Codificante

Figura 24 - Mutagdes descritas neste trabalho.
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Mutagoes VISM e V371

O paciente n° 15 (grupo A) € heterozigoto composto para as mutagdes
(VOSM/V3TI). Este paciente, de 9 anos de idade, sexo feminino, apresenta deficiéncia
auditiva pos-lingual profunda. Seu irm&o mais novo ¢ igualmente afetado e tem as mesmas
mutagOes. Ja a analise dos membros da familia da paciente n® 31 revelou dois outros
individuos com deficiéncia auditiva heterozigotos para a mutagio V95M. Considerando o
pequeno numero de individuos estudados, a detec¢do da mutagdo V9SM em duas familias

ndo relacionadas (casos 15 e 31) indica que esta pode ser uma mutagao freqiiente.

A mutagédo missense V9SM converte o aminoacido valina em metionina, e ocorre na
interfase entre o dominio de ligagdo citoplasmatico (CL) e o segundo dominio
transmembranico (M2) da proteina Cx26. O efeito desta muta¢do na proteina ainda ndo
foi determinado, visto que o aminoacido metionina ja foi encontrado nesta posi¢io em o
conexinas; entretanto, somente o aminoacido valina € encontrado em B conexinas, como é o
caso da Cx26. Desse modo, o aminoacido metionina substitui uma valina invariante em

conexinas.

A alteragdo V95M foi previamente descrita em um paciente heterozigoto composto
com a mutagdo M34T, a qual se supds inicialmente que fosse uma mutagdo dominante
(candidata ao /ocus DFNA3) identificada em uma familia com ceratodermia palmoplantar
(PPK) e diferentes formas de surdez (KELSELL et al., 1997). Analises subsequentes dos
membros dessa familia demonstraram que a associagdo da mutagdo M34T com perda
auditiva profunda somente estava presente quando encontrada em frans com a mutagdo
dominante D66H (KELSELL et al., 2000). A associagio da muta¢io M34T em frans com
os alelos V95M, RI184W, e 35delG em individuos com deficiéncia auditiva
neurossensorial sugere um modo de heranga autossémico recessivo (KELLEY ef al., 1998;
WILCOX et al., 2000). Estudos posteriores confirmaram esses relatos. HOUSEMAN et al.
(2001) encontrou a mutagdo M34T em homozigose em um individuo com deficiéncia

auditiva pré-lingual leve a moderada.
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A segunda mutagio encontrada no paciente n° 15 (mutagdo V37I) envolve a
conversdo do cédon 37 de valina para isoleucina no primeiro dominio transmembréanico
(M1) da Cx26. Embora essa mutagdo tenha sido originalmente considerada como um
polimorfismo sem efeito patogénico, uma vez que havia sido encontrada em heterozigose
em um individuo controle ndo portador de deficiéncia auditiva, a conservagio de valina
nesta posicdo entre diferentes conexinas e a identificagdo de um individuo surdo
homozigoto para a mutagdo V371 sugere que esta substituicdo seja critica (RABIONET ez
al., 2000).

Mutacido 35delG

Embora a mutagio 35delG seja, de um modo geral, a principal mutagdo no gene
GJB2 responsavel por surdez congénita, esta claro que ha um grande nimero de diferentes
mutagdes neste gene em diferentes paises, e que a freqgiiéncia dessas mutagdes varia de uma
populagdo para outra. Neste trabalho, a mutagdo 35delG acometeu 84,2% dos alelos
mutados. A relago da alta freqiiéncia observada dessa mutagdo com a composi¢do étnica
da populagio brasileira ¢ dificil de ser estabelecida devido a alta heterogeneidade da

populagio brasileira, que inclui individuos de origem caucasoide, africana e amerindia.

A mutagdo 35delG, observada em diferentes populagdes mundiais, foi identificada
em homozigose neste trabalho em 6 pacientes (5 pertencentes ao grupo A e 1 ao grupo B).
Apesar da mutagio 35delG poder causar perda auditiva de grau variavel entre os individuos
homozigotos e mesmo entre individuos pertencentes a uma mesma irmandade
(DENOYELLE ef al., 1997), todos os casos indices que apresentaram o genotipo
35delG/35delG neste trabalho apresentavam deficiéncia auditiva pré-lingual profunda. Em

4 desses 6 pacientes ha historia de recorréncia familial de surdez.

Embora o encontro de mutagdes no gene GJB2 tenha sido mais frequente nos
pacientes com surdez pré-lingual profunda, esta associagdo ndo foi significativa, o que pode
ser devido ao tamanho amostral. Segundo KELLEY et al., (1998), ndo haveria correlagao

entre mutagdes especificas na conexina 26 e o grau da perda auditiva. De acordo com
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SOBE et al. (2000) haveria uma correlagdo gendtipo/fendtipo com relagdo a idade de inicio

da surdez.

A analise de mutagdes no gene GJB2 dos membros da familia do paciente n°36, na
qual ha quatro irmas com surdez, duas delas com deficiéncia auditiva pré-lingual profunda
e duas com desenvolvimento normal da fala e deficiéncia auditiva neurossensorial
moderada, revelou que todas as meninas sio homozigotas para a mutacdo 35delG,
mostrando mais uma vez que a gravidade da surdez pode variar entre individuos da mesma
familia. Embora este possa ser um encontro raro, deve-se considerar a possibilidade de que
a surdez associada a mutagdes no gene da conexina 26 possa ndo ser diagnosticada até a

idade adulta .

A mutagio 35delG foi também encontrada em heterozigose em 3 pacientes (2 do
grupo A, 1 grupo B) com deficiéncia auditiva pré-lingual profunda. O paciente n° 31, do
sexo feminino, foi avaliada com 1 ano de idade. A analise molecular dos seus familiares
revelaram que sua mée e tia materna, ambas com surdez profunda, apresentam a mutagéo
VI9SM em um alelo, enquanto no outro alelo ndo foi detectada nenhuma mutagio. Este
alelo supostamente sem mutagdo no gene GJB2 foi herdado pela propoésita junto com a
mutag¢ao 35delG de origem paterna. O pai apresenta deficiéncia auditiva e a mutagio
35delG em homozigose. A mutagdo V9SM na mie originou-se da avO materna, a qual
apresenta audigao normal. Na proposita, o alelo supostamente normal originou-se do avd
materno, que possui os dois alelos normais e ndo apresenta deficiéncia auditiva, conforme

ilustra o heredograma do anexo 1.

De acordo com WILCOX et al. (2000), existem quatro possiveis explicagdes para
tais observagdes: (1) As mutagdes ndo observadas no gene GJB2 podem estar em regides
nao codificantes, mas afetando a expressdo génica. Entretanto, nenhuma mutagdo intronica
foi descrita nesses casos até o momento para confirmar essa hipotese. (2) Outros genes
(incluindo outros genes de conexinas) podem afetar a capacidade do alelo normal funcionar
adequadamente, exercendo um efeito dominante negativo sobre o alelo normal, pois a

supressao da proteina produzida pelo alelo normal dependeria do background genético do
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individuo. (3) Outra hipétese € a de que a mutagdo no gene GJB2 em heterozigose possa
estar presente ao acaso e ndo estar relacionada com a surdez. O caso da paciente n° 31,
porém, exemplifica claramente a ndo casualidade da surdez observada em heterozigotos,
uma vez que o alelo aparentemente normal segrega com a surdez. Finalmente (4), poder-se-
ia pensar na possibilidade de que muta¢des no gene GJB2 em heterozigose associadas a

fatores ambientais resultem em um efeito dominante.

Recentemente, demonstrou-se que aproximadamente 42% das criangas com surdez
que apresentam mutagdes na conexina 26 apresentam um alelo aparentemente normal, o
que tem implicagdes importantes para a pesquisa genética de mutagdes na Cx26 (WILCOX
et al., 2000), ja que nesses casos fica bastante dificultado o aconselhamento genético das
familias. Esses achados devem, ainda, ser levados em consideragdo pelos responsaveis por

programas que visem o screening populacional de muta¢des no gene GJB2.

Mutacao delE120

A mutacdo delE120 foi detectada no paciente n® 37 (grupo B). Este paciente possui
um tio paterno com deficiéncia auditiva profunda sem qualquer alteragdo na Cx26; neste
caso, a surdez pode ser decorrente de fatores ambientais ou mutagdes em outro gene que
nio o GJB2. A mutacio delE120 esta localizada em uma sequéncia repetida (GAG /
GAG), e leva a perda do acido glutimico na posi¢do 120 do gene GJB2; nesse paciente, foi
encontrada em heterozigose composta com a mutagdo 35delG. O encontro dessas duas
mutagdes em um mesmo paciente também foi descrita por RABIONET ef a/.(2000). Essas
mutacdes estdo situadas no dominio intracelular da proteina Cx26; nessa regido, a maioria
das alteragdes encontradas sio delegdes. Os efeitos fisiopatologicos da mutacdo delE120 na
proteina devem ainda ser estudados para que se possa compreender quais os defeitos

causados nos mecanismos de gap junctions envolvidos.
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5.2 - Polimorfismos

No gene GJB2 foram encontrados até o momento 8 polimorfismos que conduzem a
variantes alélicas consideradas normais na populagdo. O polimorfismo V27I (79G/A) foi
encontrado nos pacientes n° 17 e 33 em heterozigose (grupo A); em ambos os casos a
deficiéncia auditiva € esporadica. Ja descrito em muitos trabalhos, esse polimorfismo esta
localizado no primeiro dominio transmembranico da proteina Cx26 e envolve a conversio
do aminoéacido Valina para Isoleucina no codon 27. O paciente n° 17 tem uma irmi com
audi¢do normal que apresenta genotipo idéntico ao seu. Estudos populacionais indicam que
ndo ha correlagdo entre a alteragdo V271 e a perda auditiva, uma vez que esta ¢ observada
na popula¢do normal. Em japoneses observa-se uma freqiiéncia extremamente alta desse
polimorfismo (ABE et al., 2000).

5.3 - Pacientes com etiologia ndo definida

Dos 36 pacientes (grupo A) com quadro clinico de deficiéncia auditiva
neurosensorial ndo sindromica analisados neste trabalho, 28 ndo apresentaram qualquer
alteragdo molecular no gene GJB2. Nio se pode descartar a hipotese de que a surdez em
alguns desses individuos pudesse ser decorrente de mutagdes em regides de intron que,
dependendo da amplitude da PCR, ndo sdo amplificadas e escapam a qualquer analise por
sequenciamento (WILCOX et al., 2000). Apesar destas muta¢des estarem localizadas em
regides ndo traduzidas do gene, que ndo fazem parte da proteina madura, podem
comprometer a expressdo correta do gene ou o processamento do pré - RNA mensageiro.
Outra explicagdo para esses resultados seria a existéncia de mutagdes em outros genes que
determinam surdez neurossensorial ndo sindrémica ou ainda ser devida a causas ambientais

nao identificadas durante a avaliagdo clinica.

5.4 - Relevancia do diagnéstico molecular

Nossos resultados demonstram que a analise molecular de individuos com

deficiéncia auditiva ¢ extremamente relevante em nossa populagdo. A natureza genética dos

67



Discusséo

casos esporadicos de surdez muitas vezes ndo € suspeitada, e as familias que possuem um
unico individuo com perda auditiva neurossensorial ndo sindrOmica certamente se

beneficiardo dessas analises.

Com o avango das pesquisas nessa area, pode-se observar a importancia dos estudos
de mutagGes no gene GJB2. O grande numero de casos com mutagdes identificadas neste
gene faz com que aumentem as expectativas com relagdo ao aconselhamento genético.
Nesse momento, devido a facilidade de detec¢do de mutagdes na conexina 26, este € 0
primeiro gene indicado para analise molecular em familias que apresentam deficiéncia

auditiva neurossensorial (SOBE ef al., 2000).

A viabilidade e os beneficios de screening de mutagdes na Cx26 estdo se refletindo
na saude publica. O uso de testes moleculares na Cx26 em conjunto com os audiolégicos
ajudarao na detecgdo precoce da surdez, o que € de extrema importancia no manejo desses
pacientes, em particular nos casos de surdez progressiva, pois a estimulagio da linguagem
em seu periodo critico fard com que as criangas aprendam a se comunicar antes que a

surdez se torne mais grave.

5.5 - Genes PAX3 e MITF

No rastreamento de mutacdes dos genes PAX3 e MITF, responsaveis pela
sindrome de Waardenburg , foram observadas algumas variagdes de mobilidade em gel
pela técnica de SSCP, no entanto, somente uma mutagdo silenciosa, ja descrita
anteriormente, foi encontrada no gene PAX3. Desse modo, as outras alteragdes observadas
devem ser decorrentes de artefatos da técnica, uma vez que os fragmentos dos genes com
variagdo na mobilidade durante a corrida em gel de poliacrilamida foram subseqiientemente
sequenciados e nenhuma mutag@o foi encontrada. Pode-se supor, portanto, que mutagdes

nesses genes nao estdo associadas com frequiéncia a surdez nio sindrémica em nosso meio.
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6 - CONCLUSOES

A analise molecular do gene GJB2 em 36 pacientes com surdez neurossensorial ndo
sindrdmica previamente avaliados do ponto de vista clinico permitiu a identificagdo de
mutagdes em 22% dos casos. Por outro lado, ndo foram detectadas mutagdes nos genes
PAX3 e MITF em nossa casuistica, 0 que sugere que n3o estejam freqiientemente

envolvidas em formas nio sindrémicas de surdez em nosso meio.

Pode-se estimar, com este estudo, que em nosso meio 50% dos casos de surdez com
recorréncia em parentes de primeiro ou segundo graus e 11,5% dos casos esporadicos, de

etiologia nao esclarecida, sdo decorrentes de mutagdes na Cx26.

O teste para determinagdo da mutagdo 35delG pode servir como apoio aos testes
audiolégicos em recém-nascidos; considerando que homozigotos para a mutagio 35delG
podem apresentar perda auditiva de leve a profunda ou mesmo progressiva, o diagnostico
molecular precoce pode ser essencial para que as criangas sejam estimuladas na fase de

desenvolvimento da linguagem.

Este estudo permitiu o diagnostico e aconselhamento genético de aproximadamente
1/4 das familias estudadas. Os dados obtidos confirmaram a alta prevaléncia, em nosso
meio, da deficiéncia auditiva neurossensorial de forma autossémica recessiva devida a
mutagSes no gene GJB2, além de confirmar a alta prevaléncia da mutag@o 35delG (84,2%

dos alelos mutados).

Nio houve associagdo significativa entre as caracteristicas clinicas de surdez (época

de manifestagdo e o grau de perda auditiva) e a presenca de mutagdes no gene GJB2.
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7 — SUMMARY

WHO data show that 10% of world population carry some hearing loss and this
prevalence tends to increase with age. In Brazil, there is no official studies about deafness
prevalence. Hearing impairment is a frequent disorder that affects one in 1000 children. In
developed countries, about 60% of the cases of isolated deafness have a genetic origin.
Although the majority of cases of hearing loss in Brazil are due to environmental factors, the
proportion of genetic causes tend to increase as a result of improvement in health care. Recent
progress in research on deafness genes led to localization of at least 20 genes that cause
nonsyndromic autosomal recessive deafness (NSRD). The GJB2 gene, which encodes the
connexin 26 molecule, was the first to be associated with NSRD and is considered the main
cause of genetic deafness in man. The connexin 26 is a protein component of the gap junctions,
which connect adjacent cells allowing small molecules to pass from one to the next. They are
found on the epithelial supporting cells surrounding the sensory hair cells of the cochlea and on
the fibrocytes lining the cochlear duct. Mutations in the GJB2 gene have been identified in
many populations; one of them, 35delG, is particularly common among Caucasoids from
southern Europe. In a city near Campinas, the carrier rate of 35delG was estimated in neonates
as 0.97%. In order to determine the frequency and type of connexin 26 mutations among
patients with nonsyndromic hearing loss, the analysis of mutations in the GJB2 gene were
performed in 39 Brazilian families with either familial or sporadic deafness. A previous clinical
evaluation was carried out on 36 index cases (group A) in order to rule out as much as possible
the influence of environmental factors on the etiology of deafness in these patients. Clinical and
molecular data from three other deaf patients with connexin 26 mutation (group B) were also
taken 1n account. Mutations in the GJB2 gene were found in 8 of the 36 families from group A
(22%), including half of the 10 patients with familial deafness and 3 of the 26 isolated cases
(11.5%). The 35delG mutation accounted for 84,2% (16/19) of the GIB2 mutated alleles. Three
other mutations were observed: VO5M, V37I and delE120. Six patients were homozygous for
35delG mutation, two were compound heterozygous, and three were apparently heterozygous
for 35delG. The polymorphism V271 was found in two sporadic cases. These results indicate
that also in Brazil connexin 26 mutations are a major source of genetic deafness. As a
consequence, a systematic search for these mutations is necessary in individuals presenting
nonsyndromic deafness, either hereditary or sporadic of unknown origin in order to allow

genetic counseling and also early diagnosis of other affected children in these families.
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Anexo 1 - HEREDOGRAMAS
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Anexo 1

Legenda:

Individuo do sexo masculino com deficiéncia auditiva
sem mutagdo no gene GJB2.

Individuo do sexo feminino com deficiéncia auditiva
sem mutag¢do no gene GJB2.

Individuo do sexo feminino com deficiéncia auditiva sem diagnostico para mutagoes
no gene GJB2. Obs.: Na familia 26, os individuos I- 4, 5 ndo demonstraram interesse
na analise do gene GJB2.

Individuo do sexo masculino com deficiéncia auditiva e
com mutagdo no gene GIB2 nos dois alelos.

Individuo do sexo feminino com deficiéncia auditiva e
com mutacio no gene GJB2 nos dois alelos.

Individuo do sexo masculino com deficiéncia auditiva e
com mutacdo no gene GJB2 em apenas um alelo.

Individuo do sexo feminino com deficiéncia auditiva e
com mutagdo no gene GJB2 em apenas um alelo.

Individuo do sexo masculino sem deficiéncia auditiva e
com mutagdo no gene GIB2 em apenas um alelo.

Individuo do sexo feminino sem deficiéncia auditiva e
com mutacdo no gene GJB2 em apenas um alelo.

Individuo do sexo masculino sem deficiéncia auditiva e
sem mutagdo no gene GJB2.

[ndividuo do sexo feminino sem deficiéncia auditiva e
sem mutacdo no gene GJB2.

Individuo do sexo masculino sem deficiéncia auditiva e
nio submetido a exame molecular

Individuo do sexo feminino sem deficiéncia auditiva e
ndo submetido a exame molecular
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Caixa Postal 6111

13083-970 Campinas-S.P.

! (019) 289.3749 ou 7232

(019) 289.3114 fax

8 cep@head fem. unicamp, br

PARECER: N° 111/98

PESQUISA: APL.ICAC';\'O DAS TECNICAS DE BIOLPGIA MOLECULAR NO
DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DA DEFICIENCIA AUDITIVA

PESQUISADOR: Profa. Dra. Edi Licia Sartorato

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apds acatar os pareceres dos membros-relatores, aprova a pesquisa

supracitada bem como o Consentimento Pés-Informacdo por estarem contempladas
as Resolugdes 196/96 e 251/97.

CEP/FCM, 02/09/98

PRESIDENTE do COMIJE DE ETICA EM PESQUISA
/ UNICAMP



Anexo 3

Anexo 3 - CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Projeto: Estudo de mutagées no gene da conexina 26 como causa da deficiéncia
auditiva neurossensorial ndo sindrémica

Responsaveis: Profa. Dra. Edi Licia Sartorato

(Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética - CBMEG - UNICAMP)
Profa. Dra. Andréa Trevas Maciel-Guerra

(Departamento de Genética Médica - FCM - UNICAMP)

Nome do paciente:

Registro hospitalar (HC):

Endereco:

Cidade: Estado CEP: Fone:( )
Responsavel: Idade:
RG: Grau de parentesco:

Justificativa e objetivos do estudo:

A deficiéncia auditiva (DA) pode ter diversas causas, tanto geneticas quanto nio
geneticas (decorrente de fatores do ambiente), e pode se apresentar como anomalia
isolada (ndo-sindrémica) ou associada a quadros sindrémicos. Além disso, em muitos
casos ndo € possivel definir sua origem.

Embora sejam muitos os genes envolvidos na DA de heranga autossdomica
recessiva, Comprovou-se recentemente que mutagdes no gene GJB2 (conexina 26) estdo
envolvidas na maior parte desses casos. A mutagdo 35delG, no gene da conexina 26, ¢é a
mais freqiientemente observada nos casos em que hia o envolvimento deste gene.
Constatou-se, recentemente, que esta mutagdo é freqiiente em diversas populagdes; na
Europa, a freqiiéncia de heterozigotos é 1 para 51 nascimentos. O individuo heterozigoto
€ aquele de audigdo normal, portador da mutagdo em dose tnica, mas que pode vir a gerar
filhos com DA se vier a se unir a outro portador da mutagdo e ambos a transmitirem
simultaneamente & crianga.

Este trabalho tem como objetivo geral do estudo é o de detectar muta¢des no gene
Conexina 26, que em estudos realizados no exterior parece estar envolvido em 80% dos
casos de deficiéncia auditiva hereditaria.

Procedimentos a que seriio submetidos os pacientes

Os pacientes ja foram avaliados no ambulatério de genética do Centro de Estudos
e pesquisa em Reabilitagdo (CEPRE) da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
serdo submetidos a coleta de sangue, do qual sera extraido, em laboratorio, o material
genético (DNA) necessario ao estudo molecular.
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Risco e Desconforto

Para a realizagdo do exame serdo necessarios cerca de 5ml de sangue venoso, que
podera ser obtido em uma tnica coleta. Os riscos associados a esse procedimento sdo
minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue.
O desconforto sera minimo, pois, em geral essa coleta sera realizada pela veia do brago,
por profissional treinado e devidamente habilitado para realiza-la.

Beneficios esperados

Em primeiro lugar, a pesquisa de alteragdes no genes envolvidos na deficiéncia
auditiva podera ser fundamental no diagnéstico da origem dessa deficiéncia nos casos em
que esta ndo esta esclarecida, permitindo, assim, que o casal seja adequadamente
orientado quanto ao risco de repetigdo entre os proximos filhos.

Além disso, tanto nesses casos quanto daqueles em ja havia comprovagio ou
fortes indicios de origem genética, a definigdo sobre qual o gene envolvido podera ser
fundamental para a orientagdo do restante da familia. Isso porque, se houver interesse por
parte da familia, sera possivel definir, entre os parentes consang6uineos (como irmaos, tios
e primos, por exemplo), quais sdo portadores da mesma alteragdo genética. Com isso,
sera possivel realizar o mesmo exame molecular, neste momento ou no futuro, em seus
conjugues. Assim, muitos poderdo ser totalmente tranquilizados, e aqueles que tiverem um
risco real de gerarem criangas com deficiéncia auditiva poderdo tomar uma decisdo
consciente quanto a reprodugao.

Finalmente, no que se refere ao proprio paciente, seu exame molecular, bem como
0 de seus conjugues, agora ou no futuro (no caso das criangas), também pode vir a
permitir que se defina se ha risco de repetigao de deficiéncia auditiva entre seus filhos.

Recusa ou descontinuacfio da participacio

Aceito que a participagdo nesse projeto de pesquisa, do paciente pelo qual sou
responsavel, € voluntaria e que eu posso recusar ou retirar meu consentimento, a qualquer
momento (incluindo a retirada da amostra de sangue), sem comprometer os cuidados
medicos que o paciente recebe atualmente, ou recebera no futuro.

Caso seja necessario contactar-nos:

Comité de Etica (019) 3788-8936
Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato CBMEG - (019) 3788-1147
Profa. Dra. Andréa T. Maciel Guerra  Depto. de Genética Médica - (019) 3788-8907

Local e data:
Ambulatorio:
Paciente ou responsavel:
Médico responsavel:
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SUMMARY

Loss of hearing is the most common form of sensory
impairment, with an estimated prevalence in developed countries
of 1 per 1000 births with approximately.50% being genetic.
Approximately 80% of genetic hearing loss is non-syndromic and
inherited in an autosomal recessive manner. Mutations in the
connexin 26 gene (GJB2) are responsible for 50% of non-
syndromic recessive hearing loss, making it the most common
form of autosomal recessive non-syndromic hearing loss with a
carrier rate estimated to be as high as 2.8%. One mutation, 35delG,
ac¢ counts for approximately 75% to 80% of mutations at this gene.
It is, therefore, one of the most frequent disease mutations
identified to date. It has been shown that hearing loss can vary
even within the group of families homozygous for the 35delG
mutation. Furthermore, the hearing loss was observed to be
progressive in a number of cases. We describe a sibship with
progressive sensorineural hearing loss bearing V371/VOSM
mutations in the connexin 26 gene.The mutation V371 has been
described earlier as a polvmorphism. The results reported in the
present study suggest thart other factors may significantly modify
the effects of murations in the connexin 26 gene.

KEY WORDS: Hearing loss, Deafness. Connexin 26.
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INTRODUCTION

Severe deafness or hearing impairment is
the most prevalent inherited sensory disorder,
affecting about 1 in 1,000 children (Morton.
1991). Inherited forms are responsible for half
of all cases of congenital deafness. Non-
syndromic recessive deafness (NSRD) is the
most common form of prelingual hereditary
hearing loss. Approximately 50% of childhood
non-syndromic recessive hearing loss is caused
by mutations in the connexin 26 (GJB2) gene
(GJB2/DFNB1) (Van Camp et al.. 1997; Kelsell et
al.. 1997). In addition. one specific mutation,
35delG, accounts for the majority (~70%) of the
GJB2 mutant alleles. (Denovelle et al., 1997;
Zelante et al., 1997). Progressive hearing loss is
much more frequent than pre-lingual deafness
and most cases are caused by interactions of
non-genetic and predisposing genetic factors. It
has been shown that hearing loss can vary even
within the group of families homozygous for
the 35delG mutations (Cohn et al.. 1999). Here
we describe two siblings with progressive
sensorineural hearing loss bearing V371/V95M
mutations in the connexin 26 gene.

MATERIALS AND METHODS

Clinical Darta

Our proposit2. an 8vear-old Caucasian girl.
was born at 38 wueks of gestation to a 24-year-
old mother and 22-vearold-father, after a
pregnancy complicated by premature labor in

the 5th month. Delivery was by cesarean

section, birth weight was 2.750g. and Apgar
scores were 8 and 9 at one and 5 minutes,
respectively. She had normal neuromotor and
speech development. When she was about 3
vear old. her parents became aware of signs of
hearing loss. Profound sensorineural deafness
(100dB) was diagnosed by auditory brain
responses (ABR) at 3 vears 8 months. On this
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occasion, a CT scan of the ears failed to reveal
any abnormalities, and the ocular fundi were
also normal. When first examined by us, at age
S vears 9 months, her growth parameters were
all within normal limits, and there was also no
dysmorphic fearures.

The patient had an older maternal half-sister
and a younger brother. Her parents denied
consanguinity, although both families belonged
to the same small town in a region where
inbreeding is high. The family historv was
remarkable for the presence of deaf mutism in
2 paternal relatives (a second cousin and a first
cousin once removed).

Eight months later, her mother brought the
results of ABR from the younger brother which
revealed that he also had hearing loss.

Her brother, then 4 vears old. was born at 38
weeks of gestation by cesarean section after a
pregnancv complicated by frequent uterine
contractions. Birth weight was 3,480g and
length 51cm. He had a normal neuromotor and
speech development. However, based on past
experience with the girl, the familv searched
for an audiologic evaluation. When he was 2
vears 8 months old, ABR revealed bilateral
moderate hearing loss (80dB). Seven months

later. hearing loss became severe on the left
(85dB).

Molecular analysis
Genomic DNA was extracted from
peripheral  lymphocytes by  standard

procedures. The connexin 26 gene was
amplified using primers described elsewhere
(Kelsell et al. 1997). The PCR products were

sequenced using the dideoxy chain terminator
method.

RESULTS AND DISCUSSION

Sequence analysis of GJB2 gene revealed that
both affected sibs were compound
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heterozvgous. with a VO5M substitution in one
allele. inherited from their father, and a V371
substitution in the other. inherited from their
mother (Figure 1). The parents have normal
hearing and both mutations have been described
elsewhere (Kelley et al.. 1998).

Deafness and Connexin (GJB2)

amino acid valine 1s invariant in beta connexins.
In alpha connexins, glycine. serine. and alanine.
but not valine. codons are found at that position.

Studies support the hypothesis that other
factors modify the phenotype effects of
mutations in GJB2 gene. The structure and
function of GJB2 gene have been

V37I

| extensively studied. as well as the
| possibility of its interactions with a
second gene or at the same or
| another locus (Bruzzone et al.
‘ 1996). Therefore, considering that
| our patients have progressive
‘ hearing loss. we cannort discard the
' possibility of V371 being a
polvmorphism with negartive effect
resulting less severe in the gene
acuvity.

| The mutation V95M, derived
| from the father, described

Figure 1. DNA sequence analysis of GJB2 gene from the patient. (a)
compound heterozygous for V371 mutation, (b) compound

heterozygous for V95M mutation

The mussense mutation 283G —¥ 4, VOSM,
converts the codon valine at the codon 95 to
methionine. The amino acid valine is conserved
in all bera-group connexins but not in alpha-
group conneXins. This mutation was first found
in a patient whose second mutation was M34T,
which was also described as a dominant allele
(DFNA?) (Kelsell et al, 1997; Kelley et al.. 1998).
V95M occurs at the interface between the
cvtoplasmic  linking and the second
transmembrane domain. and its significance is
not well known.

The other change found in the GJB2 gene.
V371, was first described as a polymorphism.
once it was found only in one unaffected control
(Kellev et al. 1998).The 109G —=A involves the
conversion of a valine at the codon 37 to
isoleucine. The mutauon occurs in the first
transmembrane domain of the connexin 26.The

| earlier as a real mutation in the

NSRD partient, might be
responsible for the history of
deaf mutism in paternal

relatives (Kellev et al,. 1998).

There are manv instances in which different
mutations in the same gene can result in similar
phenotypes. On the other hand. the same
mutation can lead to different phenotypic
expressions. The genetic background certainly
has some role to play in determining the onset
and severity of hearing loss.

The early diagnnsis based on genetic
screening. mainlv in cases with progressive
hearing loss as described here, mav allow
affected infants to increase oral communications
skills during the period critical for language
acquisition. This can include more attention in
the indication of listening devises as early
educartion in special programs.
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RESUMO

A deficiéncia auditiva neurossensorial esta
presente em cerca de 1 em cada 1000
nascimentos. Dados mundiais indicam que 50%
dos casos de surdez tém etiologia gene€tica,
sendo que 80% desses, apresentam padrdo
autossOmico recessivo. Mutacdes no gene da
conexina 26 (GJB2) sdo responsiveis por 50%
dos casos ndo sindromicos com heranga
autossOmica recessiva, com indice de individuos
portadores para mutagoes nesse gene estimado
em 2,8%. Uma mutacio em particular, a 30delG,
acomete cerca de 75 a 80% das mutagbes em
que esse gene esti envolvido, apontando esta
mutacio, como 2 mais freqiente até entio
identificada. Tem sido observado que mutacoes
no gene da conexina 26 podem resultar, ainda
dentro de uma mesma familia, varidveis graus de
deficiéncia auditiva. No presente trabalho
apresentamos dois irmdos com deficiéncia
auditiva neurgssensorial progressiva,
heterozigotos composto para as mutagdes V371/
VO5M no gene da conexina 26. A mutagio V371
foi anteriormente descrita como polimorfismo.
Os resultados apresentados nesse estudo
sugerem que outros fatores podem modificar
significativamente os efeitos das mutagdes no
gene da conexina 26.
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Determination of the frequency of the
35delG allele in Brazilian neonates

To the Editor:

Congenital deafness occurs in approximately | in
1000 live births (1). In developed countries. about
60% of the cases of isolated deafness have a genetic
origin (2). In Brazil. the majority of cases of hear-
ing loss are due to environmental factors. such as
congenital infections (mainly rubella), perinatal
anoxia. kernicterus and meningitis (3). However.
the proportion of genetic causes tend to increase as
a result of improvement in health care. and thus
modify daily medical practice in the etiologic inves-
tigation of deafness. A number of different genes
involved in nonsvndromic recessive deafness
(NSRD) has been described. The report of muta-
tions in the GJB2 gene. which encodes for the
connexin 26 (Cx26) protein, became a watershed
for research in this area. In fact. one specific muta-
tion. 35delG. accounts for more than 50% of the
Cx26-related cases of NSRD identified to date. and
is thought to represent a_mutational hot spot. It is
one of the most frequent disease mutations iden-
tified so far (4-6). In the general population.
symptom-free carriers of GJB2 mutations have
been detected. and the carrier frequency of the
35delG mutation has been estimated in some coun-
tries. This frequency was shown to be very high in
I*aly, Spain and Greece (about | in 30) (7. 8). A
high carner frequency of 35delG has been found in
most European countries (about 1 in 51). In fact.
the 35delG in the GJB2 gene may be the most
common mutation in Caucasoid populations (9).
As a consequence. and also because of the feasibil-
ity and benefit of screening for GJB2 mutation.
this test is quicklv going to become an important
public health issue.

The importance of early detection of hearing
impairment is well established. When infant audio-
logic testing detects hearing loss. the use of GJB?
testing will help to define a group in which approx-
imately 40% may not respond to early hearing aid
use and will require total language intervention.
Many of those children will be candidates for
cochlear implantation. which works best when per-
formed by 24 months of age (10).

In order to determine the carrier rate of 35delG
mutation in the GJB2 gene. DNA from 620 ran-
domly selected neonates was extracted from cord
blood after informed consent. All DNA samples
were screened for the 35delG mutation using an
allele-specific polymerase chain reaction, (AS-
PCR) described elsewhere (11). This method was
designed to identify the 35delG mutation. and dis-
criminates easily between the normal and mutant
alleles. By running two reactions. with normal or
mutant primers on each sample it is possible to
distinguish between homozygous non-35delG indi-
viduals, homozygous 35delG individuals and
35delG carriers.

Six 35delG heterozygotes were identified among
the €20 neonates, giving a 35delG carrier rate of
0.97% (approximately | in 103). We determined
the 35delG chromosomal rate to be 6 out of 1240.
Thus, gene frequency, q, may be estimated as
0.0048 and the standard deviation as 0.0020 (95%
confidence interval 0.0009-0.0087). The observed
frequencies of normal homozygotes and het-
erozygotes for the 35delG mutation (614 and 6.
respectively) match the expected frequencies based
on the Hardy—Weinberg law (614.06, 5.92 and
0.01. respectively) (p > 0.99).

Our data support the future use of a genetic test
for the 37delG mutation. not only in the investiga-
tion of patients with prelingual nonsyndromic
hearing loss but also as a complement to audio-
metric screens in neonates. In fact. newborns with
confirmed hearing loss should have GJB2 gene
testing. The finding of GJB2 mutations may define
a group in which approximately 60% will have
profound or severe-profound hearing loss and re-
quire aggressive language intervention. In addition.
in view of the 25% recurrence risk. genetic counsel-
ing must be offered to their families.

Edi Lucia Sartorato

Elena Gortardi

Cuamila Andréa de Oliveira

Luis Alberto Magna

Joyce Maria Annichino-Bizzacchi
Carlos Augusio Seixas

Andrea Trevas Maciel-Guerra
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