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Nos organismos superiores, a comunicagdo entre as células ocorre através de
proteinas denominadas conexinas, implicadas na comunicag¢ao intercelular
(gap junction), as quais permitem a transferéncia direta de pequenas moléculas e
ions. Na pele desempenham um papel crucial na sinalizagcdo e diferenciacao
epidérmica. Na coclea as gap junctions existem entre as células de suporte das
células ciliadas, formando um caminho para a reciclagem dos ions K*, envolvidos
na transducdo da audicdo. A multiplicidade de funcbdes exercidas pelas gap
junctions é refletida pela variedade de fenotipos causados por mutacées em genes
de conexinas. A combinacdo da perda auditiva, distirbio congénito da
diferenciacado celular das camadas da epiderme, e envolvimento de tecidos
ectodérmicos, reflete o papel crucial das conexinas na diferenciagéo epitelial e na
transducdo auditiva. Dessa forma, frente a um individuo com disturbios de
queratinizacdo associada ou nao a perda auditiva propde-se a investigacao
molecular de conexinas que se expressam na coclea e epiderme, como as
conexinas 26, 30, 31, 43, 30.3 e 31.1.

Assim sendo, o presente trabalho tem como objetivo a andlise molecular dos
genes GJBZ (Cx26), GJB6 (Cx30), GJB3 (Cx31), GJAT (Cx43), GJB4 (Cx30.3) e
GJB5 (Cx31.1), bem como a triagem das delecoes A(GJB6-D13S1830) e
A(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 e da mutagao mitocondrial A7445G no gene
tRNASUCN  As  metodologias empregadas para avaliagdo molecular dos
pacientes foram o sequenciamento automatico dos produtos de PCR dos genes
conexinas, PCR multiplex para deteccao das delecdes e andlise de restricdo do
produto de PCR do DNA mitocondrial.

Nos resultados foram observados dois casos com mutacbes autossOmicas
dominantes no gene GJBZ e um paciente com heranga digénica, com mutacdes
nos genes GJBZ2 e GJB3. Outras alteracbes foram observadas nos demais
pacientes, algumas descritas como polimorfismos frequentes na populagao

normal, ou ainda outras alteragcdées com fun¢des desconhecidas.

Resumo
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The connexins are family proteins whose major function is as part of the gap
junctions of cell-to-cell channels. They are expressed in several tissues including
brain, skin, and cochlea. Mutations in connexins genes play a major role in
nonsyndromic deafness, but have been also described in individuals with variable
dermatological features.

In recent years, many genes responsible for hereditary skin diseases have been
discovered. These genes may encode different proteins that participate in the
terminal differentiation of the epidermis. Therefore alteration or absence of these
proteins causes a keratinization disorder. It has been demonstrated that distinct
germline mutations within six connexin (Cx) genes GJBZ2 (Cx26), GJB6 (Cx30),
GJB3 (Cx31), GJA1 (Cx43), GJB4 (Cx30.3), and GJB5 (Cx31.1), may cause
sensorineural hearing loss and various skin disease phenotypes.

The objectives are to screen for mutations in the connexin genes, the
A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) deletions in GJB6 gene and
mitochondrial mutation A7445G in tRNAS®Y°N) gene. For mutation analysis, the
single coding regions of the connexin genes were sequenced from PCR products.
The deltions of the GJB6 gene were amplified the breakpoint junction of the
A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) by PCR and the mitochondrial mutation
A7445G were performed using PCR were digested with specific restriction

enzymes (Xba l).

We report two autosomal dominant mutations different in GJBZ2 gene and digenic
inheritance with mutations in GJB2 and GJB3 genes. The mutations in the
connexin genes in individuals with deafness and different skin disorders illustrating

the heterogeneity genetic and clinical of the condition.

Abstract
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1- Conexinas
1.1- Estrutura e Fisiologia

As conexinas sao proteinas transmembranicas cuja fungao principal é
conectar células adjacentes por canais conhecidos como jun¢gdes comunicantes
(gap junctions). A funcdo de gap junctions em células e tecidos biologicos é
importante, pois permite a comunicagao intercelular existente entre quase todas as
células de mamiferos. Essas comunicagdes sdao compostas por estruturas
oligomeéricas conhecidas como conéxons, os quais sdo formados por uma familia
poligénica conexinas que medeiam a troca direta de ions, de nutrientes e
pequenos metabdlitos (<1 kDa) entre o citoplasma das células adjacentes. As
comunicagodes intercelulares mediadas pelas gap junctions coordenam multiplas
atividades celulares, sendo importantes para a homeostasia dos tecidos;
crescimento e diferenciacdo celulares; e resposta a estimulos
(Willecke et al., 2002). Cada canal de conexina tem propriedade seletivamente
permeavel para ions e moléculas, proporcionando a abertura de canais e a

regulacao pos-traducional (Figura 1).

Figura 1- Permeabilidade dos canais gap junctions: (A) transporte de pequenas
moléculas; (B) transporte de pequenas moléculas com formas
alongadas e (C) transporte de uma combinag&o de ambas as moléculas
(Laird, 2006).

Introdugéo
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Essas propriedades de ades&do e comunicagéo entre as células das gap
junctions sao importantes para manter o fenétipo celular e a arquitetura do tecido
normal. Ainda é intrigante o envolvimento de proteinas que formam e regulam
essas comunicagoes intercelulares em diferentes patologias humanas. Mutagdes
em genes conexinas sao observadas em uma variedade de doengas genéticas e
com diferentes padrbes de heranga (autossémico dominante ou recessivo, ligado

ao cromossomo X dominante ou recessivo).

Os canais intercelulares podem ser compostos por dois hemicanais
similares formados pelo mesmo tipo de conexina (homotipico) ou por dois
hemicanais distintos, cada um formado por conexinas diferentes (heterotipico).
Além disso, cada conéxon podera ser composto por subunidades de conexinas
diferentes formando hemicanais heteroméricos como mostra a Figura 2
(Di et al., 2001; Forge et al., 2002).

uoxaun)

Canal

Conexon - Homomérico Heteromérico Homomérico Heteromérico

Canal - Homotipico Homotipico Heterotipico  Heterotipico

Figura 2- Possiveis arranjos de conéxons para formar canais gap junctions
(modificado de Korkiamaki, 2002).
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A estrutura das conexinas (Figura 3) é arranjada em quatro dominios
transmembranicos com dois loops extracelulares (E1 e E2) altamente conservados
com residuos de cisteinas e um Joop intracelular com sequéncias variaveis.
Diversas propriedades funcionais sao atribuidas aos diferentes dominios da
conexina. Cada dominio transmembranico participa da oligomerizagao dos canais

hexaméricos, assim como, da formagao dos hemicanais de conéxons.

Acredita-se que o terceiro dominio transmembréanico contribua para a
formacdo das paredes desses canais e que as diferencas funcionais entre as
conexinas localizam-se no [loop intracelular. A sequéncia amino-terminal
conservada funciona como fator de ligacdo e é necessaria para a inser¢céo das

conexinas na membrana (Forge et al., 2002).

CITOPLASMA

LEE R

ey

HMH?TRANSMEMBRANA

EXTRACELULAR

Figura 3- Estrutura das proteinas conexinas (modificado deSoéhl et al., 2004).

1.2- Aspectos Moleculares

Além de outros niveis de complexidade, algumas conexinas se
expressam mais em determinadas células ou tecidos, sendo assim, apresentam
fungdes especificas. Os tecidos ou células também podem expressar dois ou mais
membros de conexina. Os queratindcitos, por exemplo, expressam varias
conexinas, a 26, 30, 30.3, 31, 31.1 e 43. Essas proteinas sao frequentemente

expressas em tecidos derivados do ectoderma, em particular a epiderme e a

Introdugcéao
47



coclea. Muitos desses genes se expressam ndo somente na epiderme, mas
também nos anexos da pele, epitélio do ouvido interno e da cérnea e, em outros

epitélios derivados do ectoderma, resultando em uma sobreposigéo de fendtipos.

A Tabela 1 correlaciona as conexinas que se expressam na coéclea e na
pele, assim como os outros diferentes tecidos de expressao. A Figura 4 mostra a
localizagdo dos diferentes genes de conexinas estudados nos cromossomos

humanos.

Tabela 1- Genes conexinas e sua expressao.

Gene proteina Cromossomo Expressao (0rgaos ou tipos de células)
locus

GJB2 Cx26 13q11-q12 Células mamarias, coclea, placenta,
hepatécitos, pele, pancreas, rins e intestino.

GJB6 Cx30 13912 Cérebro, coclea e pele.

GJB3 Cx31 1p34 Céclea, placenta e pele.

GJB4 Cx30.3 1p35-p34 Pele e rins.

GJB5 Cx31.1 1p35.1 Pele.

GJA1 Cx43 6921-923.2 Muitos tipos de células.

(modificado de Oyamada et al., 2005).

Figura 4- Localizagdo dos genes conexinas nos cromossomos humanos

(modificado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map).
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Em humanos, os genes codificadores de conexinas exibem padroes
similares de expressdao. A comparagcdo das sequéncias dessas proteinas
proporciona alguns esclarecimentos sobre a evolugdo desses genes, os quais
foram divididos em diferentes subgrupos. As conexinas sao geralmente
classificadas de acordo com sua massa molecular que corresponde ao intervalo
de 25 KDa a 65 KDa (Willecke et al., 2002). Alternativamente, elas sao agrupadas
baseadas na similaridade das seqUéncias entre os subtipos de gap junctions,
denominados a (GJA), B (GJB) e, y (GJC), os quais explicam os simbolos de seus
genes.

Recentes estudos em doengas genéticas, juntamente com
experimentos em ratos knock-out, mostraram evidéncias diretas de que a
comunicagao intercelular tipo gap junction é essencial para fungao tecidual e
desenvolvimento orgénico e que mutagdes em genes de conexina causam
diferentes doencas (Oyamada et al., 2005).

A inabilidade de outras conexinas em compensar a perda de fungao de
uma conexina alterada em um mesmo tecido € uma caracteristica dos disturbios
relacionados a defeitos nessas proteinas. Essa falta de redundancia aumenta a
importancia de cada conexina e restringe a habilidade das células em compensar
as formas de proteinas mutantes, ou seja, de manter a homeostasia dos tecidos e
a comunicacgao celular mediada pelas gap junctions (Gerido & White, 2004).

A diversidade bioldgica das fungbes das gap junctions nas células e
tecidos é estudada por meio dos diferentes quadros clinicos das doencas
genéticas, envolvendo alteragcbes em conexinas. Existem genes de conexinas
implicadas em doengas genéticas humanas, como a perda auditiva, que pode
ocorrer de forma isolada ou associada a algumas alteragdes dermatologicas,

indicando a expressao em mais de um tecido (White & Paul, 1999).

2- Alteracoes Dermatoldgicas
As alteragbes dermatoldgicas hereditarias apresentam uma incidéncia
estimada em 7/10.000 nascimentos, provocada pelo déficit de desenvolvimento

das camadas da epiderme.
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A caracterizacdo do diagnostico dermatologico € importante nao
somente para iniciacdo de terapia apropriada, mas também para detecgao de
outras anormalidades associadas a essas desordens frequentemente

multisistémicas.

Os estudos relacionados aos disturbios dermatoldgicos identificaram
alteragdes associadas a algumas proteinas estruturais na pele, como queratinas e
proteinas que compdem a membrana basal. Esses estudos identificaram a
importancia do papel das proteinas envolvidas na regulacdo e formacado das
comunicagbes celulares (junctions) (Fear et al., 2001). As jungbes celulares sao
responsaveis pela adesdo e comunicacdo entre as células, propriedade
fundamental para manter o fenétipo celular normal e a arquitetura do tecido. As
doencas de pele podem ocorrer por alteragao em trés formas de jungdes entre as

células, os desmossomos, adherens junctions e as gap junctions.

Os desmossomos sao duas placas circulares de proteinas de onde
partem filamentos constituidos por outras proteinas, que atravessam as
membranas plasmaticas e atingem espaco entre as células onde se associam.
Essa associacdo dos filamentos no espaco intercelular mantém as duas placas
desmossdmicas unidas e, consequentemente, as células que as contém, que séo
importantes para a sua rigidez e resisténcia (Cowin et al, 1996;
Green et al., 1996). As adherens junctions consistem em um complexo intercelular
de a, B e y catenina, que formam uma ponte composta de caderinas capaz de ligar
os filamentos de actina do citoplasma das células (Cowin et al., 1996). As gap

junctions sao formadas pelas proteinas conexinas descritas anteriormente.

A associacdo de disturbios de queratinizacido e perda auditiva com
mutacdes em genes de conexinas reforgam a importante fungéo dessas proteinas
na diferenciacao epitelial e na transducao auditiva (Richard, 2000; Xia et al., 2001;
Di et al., 2001).

Dessa forma, o estudo das dermopatias estd associado a diferentes
proteinas, consequentemente, a diferentes genes, assim como a uma grande

variedade de fendtipos e condigbes dermatoldgicas, como as descritas a seguir.
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3- Alteracoes em genes conexinas associadas a diferentes fenétipos
3.1- Gene GJB2 (Cx26)

As primeiras mutagdes no gene GJB2 foram encontradas em individuos
com surdez neurossensorial ndo sindromica (Kelsell et al., 1997). Essas mutacdes
representam a causa genética mais comum de perda auditiva profunda
(Petit et al, 2001; Van Camp and Smith, 2006). Subsequentemente, foram
descritas mutagées dominantes no gene GJB2 em casos com perda auditiva
associada a disturbios de queratinizacdo. Essas dermopatias representam uma
série de alteracbes hereditarias com fendtipos variaveis, porém com
anormalidades genéticas semelhantes. A ceratodermia palmoplantar com perda
auditiva (PPK — palmoplantar keratoderma), a Sindrome de Vohwinkel (VS), a
Sindrome KID (keratitis-ichthyosis-deafness syndrome) e a Sindrome HID
(hystrix-like ichthyosis deafness syndrome) estdao entre as dermopatias
observadas (Kelsell et al., 2001; Richard, 2001).

Apesar da diversidade de manifestagbes encontradas nessas
sindromes, existem caracteristicas genéticas e fenotipicas comuns a todas as
doencas. Geneticamente, todos os disturbios mencionados resultam de mutacdes
no gene GJB2, sendo que a natureza e o local de cada mutagdo determinam o
tipo de sindrome. Fenotipicamente, as alteragdes encontradas na pele
relacionadas com mutagdes na conexina 26 apresentam grande variabilidade,
geralmente envolvendo o aumento da espessura da camada externa da pele. Isto
indica que as conexinas exercem um papel critico na manutengao do equilibrio
entre a proliferagdo e diferenciagdo da epiderme, resultando em diversas
consequéncias quando esta sofre interferéncia de alelos mutantes do gene GJB2
(Gerido & White, 2004).

Os defeitos da comunicacado celular causado por mutagbes no gene
GJB2 podem reduzir o transporte de K* entre as células, diminuindo a reciclagem
e aumentando a concentracdo de K' no espaco perilinfatico entre as células

ciliadas e as células de suporte. Consequentemente, pode ocorrer morte das
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células ciliadas e de suporte devido a despolarizagdo crénica e outros
mecanismos (Cohen-Salmon et al.,, 2002). Alternativamente, conexinas mutantes
podem alterar a permeabilidade seletiva formando canais permeaveis de K,
porém com permeabilidade limitada para grandes solutos, afetando a funcéo
celular (Zhang et al., 2005).

A maioria das mutagbes recessivas no gene GJBZ2 parece resultar da
perda da funcdo da proteina Cx26, que pode levar a reducdo do numero de
hemicanais homoméricos ou a alteracdo da taxa entre conéxons homomeéricos e
heteroméricos formados pelas conexinas (Xia et al., 2001; Forge et al., 2002). As
mudangas ocorridas no sistema gap junction interferem na reciclagem de potassio
durante a transducdo auditiva, resultando no n&o funcionamento das células

ciliadas e do potencial elétrico endococlear (Kikuchi et al., 1995).

3.1.1- Ceratodermia palmoplantar (PPK) associada a perda auditiva

As PPKs sdo anormalidades na pele, as quais representam um grupo
heterogéneo de doengas que se caracterizam pelo espessamento cutaneo difuso
ou focal das palmas e plantas com coloragdo amarelada caracteristica. Podem ser
classificadas com base em seus padrdes clinicos especificos e na associagao com

outras caracteristicas cutaneas sistémicas (Kelsell & Stevens, 1999).

Essa entidade pode estar associada a surdez neurossensorial e ser
decorrente de mutagbes dominantes no gene GJB2. O espectro fenotipico desses
disturbios inclui surdez pré-lingual bilateral, PPK difusa e fissurada devido a
mutacao R75W e PPK leve com calosidade devido a delecdo 42delE na conexina
26 (Richard et al., 1998a; Rouan et al.,, 2001). Outras mutagdes no gene GJB2,
tais como a G59A e R75Q, foram encontradas em familias com surdez
neurossensorial progressiva e PPK (Heathcote et al., 2000; Uyguner et al., 2002).
As mutagdes missense R75Q (R: arginina; Q: glutamina) e R75W (W: triptofano)

causam perda auditiva profunda autossémica dominante com algumas alteragdes
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de pele (Richard et al., 1998; Rabionet et al., 2000; Feldmann et al., 2005). Essas
observagdes, somando-se ao fato da arginina ser extremamente conservada entre
as outras conexinas, sugerem a importante fungdo do aminoacido nessa posigao.
Na tentativa de esclarecer as propriedades de cada residuo e entender o
mecanismo da surdez genética causada por essas alteragdes, o estudo funcional
da substituicdo da arginina na posicdo (R75) da conexina 26 com diferentes
residuos revelou que a arginina, nesse local, € essencial para gerar canais gap

Jjunction funcionais formados por essa conexina (Deng et al., 2006).

Todas as mutagdes dominantes no gene GJB2 com envolvimento
cutédneo e deficiéncia auditiva estdo localizadas no primeiro loop extracelular da
Cx26, as quais interferem nas funcdes desse dominio que sao essenciais para a
diferenciagdo normal dos queratinécitos e para a homeostasia do epitélio da

céclea (Forge et al., 2002).

3.1.2- Sindrome de Vohwinkel (SV)

A Sindrome de Vohwinkel € uma condicdo autossOémica dominante e
estd caracterizada por PPK difusa associada a constrigdes digitais circulares
suficientes para causar auto-amputacgao, placas hiperceratéticas lineares nas
extremidades e perda auditiva moderada (Maestrini et al.,, 1999). Dois estudos
genéticos revelaram que a Sindrome de Vohwinkel é resultante da mutacdo D66H
no gene GJBZ2, sugerindo ser uma mutagdo comum na SV classica. A D66H
ocorre em uma regiao altamente conservada do primeiro dominio extracelular da
proteina Cx26 e pode exercer seu efeito interferindo na unido entre conéxons de
células adjacentes ou nas propriedades das gap junctions, prejudicando a
diferenciacdo da epiderme e a funcédo do ouvido interno (Maestrini et al., 1999;
Kelsell et al., 2000). Foi identificada uma familia com SV associada a perda
auditiva progressiva e a mutagdes em diferentes genes conexinas, a mutagao
R32W no gene GJB3 e as mutagbes D66H e M34T no gene GJB2

(Kelsell et al., 2000). A relacdo gendtipo-fendtipo desta familia sugeriu que a
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mutacao estava associada a perda auditiva e ceratodermia palmoplantar. No
entanto, Lopez-Bigas (2001), notificou que a mutacdo R32W representa um
polimorfismo neutro comum, com uma freqténcia alélica de 7,5% na populacao
espanhola e que esta ndo segrega com perda auditiva em varias familias. Apesar
disso, acredita-se que a expressividade da mutacdo R32W pode depender do
background genético do individuo, ou seja, € possivel que R32W somente
determine a perda auditiva quando associada a uma segunda mutagdo em outro
alelo no gene GJB3 ou em outro gene também associado a perda auditiva
(Rouan et al., 2003).

3.1.3- Sindrome KID

A Sindrome KID é uma displasia ectodérmica hereditaria que afeta a
epiderme e outros tecidos ectodérmicos, tais como, o epitélio da cérnea e o ouvido
interno. E clinicamente caracterizada por ceratites, ictiose congénita e perda
auditiva neurosenssorial, uma triade clinica que indica uma falha mudultipla no
desenvolvimento e diferenciagao do epitélio estratificado
(Caceres-Rios et al, 1996). Nesses casos, a surdez neurossensorial,
freqientemente bilateral e as caracteristicas cutaneas variam entre os pacientes.
Alguns individuos desenvolvem placas eritematosas e hiperceratoticas que sao
simetricamente distribuidas na face e nas extremidades. Outros apresentam a
pele espessada com aparéncia de grdaos ou hiperceratose folicular sem eritema.
Uma caracteristica comum €& a ceratodermia palmoplantar com padrdes de
superficie pontiaguda, enquanto a distrofia nos cabelos e unhas, anormalidades
dentarias e intolerancia ao calor sdo menos frequentes. A sindrome KID também
estd associada ao aumento da susceptibilidade a infec¢des cutaneas, carcinomas

de pele e cavidade oral (Richard et al., 2003).

Recentemente, estudos moleculares revelaram mutacbes missense em
heterozigose no gene GJBZ2 relacionadas a Sindrome KID. A mutacdao D50N é

muito comum nessa sindrome e foi observada tanto em casos esporadicos como
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em casos familiais, confirmando um padrao de herangca dominante nessa doenca
(Richard et al., 2002; van Steensel et al., 2002). Esta mutacdo ocorre em uma
regido altamente conservada do primeiro loop extracelular da Cx26, a qual esta
envolvida na regulagéo da interagao especifica entre conéxons. No mesmo cédon,
também foi encontrada a mutacdo D50Y em heterozigose em um paciente com
KID. A gravidade fenotipica das mutagcdes DSON e D50Y parece ser semelhante
(Yotsumoto et al.,, 2003). Contudo, o espectro fenotipico da mutacado D50N
também abrange a Sindrome HID, caracterizada por ictiose (hiperceratoses
acentuadas) e surdez. As sindromes KID e HID se distinguem principalmente com
dados encontrados na microscopia eletronica (van Geel et al., 2002). Essas
observagdes demonstraram que estas doengas sdo provavelmente uma variante
alélica de uma mesma sindrome, podendo estar geneticamente relacionadas.
Foram ainda descritas outras mutagdes (G12R, S17F e N14Y) na Sindrome KID,
que afetam a extremidade amino terminal da Cx26, a qual é conservada em todas
as B conexinas de diferentes espécies, podendo modificar a estrutura deste
dominio (Arita et al., 2006).

Mutagcdes dominantes presentes na Sindrome KID inibem a fungao
coexistente das conexinas, como também & demonstrado em outras alteracdes
dominantes no gene GJBZ2, causando PPK e perda auditiva neurossensorial
(Richard et al., 2002).

3.1.4- Outros disturbios relacionados a mutagdes dominantes no gene
GJB2

Varias caracteristicas clinicas e histopatologicas das Sindromes de
Vohwinkel e KID se sobrepdem a Sindrome de Bart-Pumphrey (BPS, MIM
149200). Esta entidade é caracterizada por uma tétrade clinica que reune
leucodermia, knocks pads, PPK e surdez. Recentes estudos realizados em varias
geracgoes de familias com Sindrome de Bart-Pumphrey sugerem que esta variante

de PPK e surdez também possam estar associadas a mutagdes no gene GJB2
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(Richard et al., 2001). Uma nova mutagdo no gene GJBZ2 (N54K) foi descrita em
uma familia com BPS como sendo responsavel por desordens dermatoldgicas
associadas a perda auditiva (Richard et al., 2004). Além disso, a mutagdo G59S
foi encontrada em um paciente com BPS, confirmando esta associacdo de
mutagbes no gene GJBZ2 com a Sindrome de Bart-Pumphrey
(este trabalho - Alexandrino et al., 2005).

Brown e colaboradores (2003) descreveram a mutagdo F142L em um
paciente com psoriase e envolvimento mucocutaneo, inflamag¢ado das membranas
mucosas e deficiéncia auditiva neurossensorial bilateral profunda, sem as

caracteristicas classicas das Sindromes de Vohwinkel, KID e HID.

A origem ectodérmica comum da pele e das células epiteliais n&o
sensoriais do érgédo espiral, o qual se expressa a Cx26, sugere que mutacdes

dominantes no gene GJBZ2 estio associadas a fenétipos clinicos diferentes.

DFMAT

PPE/OFM DFMA3 KIDS BPS PPE/DFM VWS K DF
EdZdel W4 DSaM WS4 G598 D R7E

\xlus R75Q

gi |5B5a08 CxlE Huran AAKE VWG DEQ GLENYLYDHY FPISHIR
91122834338 CulE Gerillagoilla AR KE VWG DEQ GLEMVOYDHY FPISHIR
ailZ2034336 (xI6 Pango pragmeus & KE VWG DED GORCN WY DY FPIS HWIR
gl 22834538 Cxdb Hylcbote lor AR KE VWG DED GCEN W CY DHY FPISHIR
gil22a3a3e8  Cubé Maocomiatta AR KE VWG DE] GLENYCYDHY  FPISHIR
4 11163147 CHIG i drbes WA KE VWG DEG GCENWCYDHY  FPRISHIR
gilZ2136643 Cx26 Cadopacells ATEE VWG DEG GCEN W CY DHY FPIS HIR
gil231919 Cxlé Rattus naveg AR KE VWG DEQ GUENYCYDHY  FRISHIR
FEEIEIE] (] Mk mRcul s AR KE VWG DED GCENWCYDHH  FRISHIR
ai 2326389 Cx26 Bon. oo & ES VNG DEK GCH5 W CY DHF FPISHIR
gi 1585828 [ Hacr AR KE VWG DEQ GEENWEY DHY  FRISHIR
gl 124662317 Cw3d A AR GE VWG DEG GCENWCYDHF  FRYSHIR
@i 1117688 Cx3Z ey ALES VWG DEK GCMS W CY DOF FPISHIE
ol 6814758 CxEl Hurer WAER VNG DEG GOTHW CY DHY FPIS NIR
gl 112229761 Cx30.3  Huen AR EE VWD DEQ GCPHWCYDEF  FPYSHIR
i 18928551 Cx3l. 1  Huen TAER VNS DDH GCSHW CF DEF FP¥SHIR
i 115998851 (x2Z5 Huon ABEWWNE DEG GCKN W CF DDF FPIS QIR
ot | 1177RE Cxdd Huren AV ES AWG DEQ GCENWCYDKS  FPISHIR
ol 18928555 [T Hurer WGES VWG DEQ GCTHVCYDQA  FPISHIR
i 18328878 Cxeh Hirmar WA EDY NG DEQ GCENWCY R FPISHIR
@i 113124607 Cx5a Huror ABEF VWG DEQ GCENWCY DE& FPISHIR
of 19990455 Cufl Huran AKED VWD DEQ GCHWICY DDA FRISLIR
@l 19957542 53 Hire AKED VNN DEQ GCREVCYDOQA  FRISLIR
@i 18928556 Cxdl Hummn AAES SNG DEQ GOOH VY DG4 FPISHIR
gt 1544217 Cxas Humn GGES LYY DEQ GCENVCY DAF  AFLSHIR

at 19965511 Cx86. 6 Humn GGEA Y5 DEQ GCDHVCYDAF  AFLEHIR
Sl IZZ350086  Cx31.9  Humn WEGA VFE DEQ GCRGTCY DRA FPYSHIR
@i 3923873 Cx36 Humn WGET VYD DEQ GORGACY DR FPISHIR
giIIFAFEIIE (w31, 3 Humn 5G PGV YG DEQ GCKAACFDAF  HPLSPIR
4t 115990853 Cual. 1 Humn AGRP V¥ DEQ GCARVCYDWF  SFYSHIR

Figura 5- Localizagdo de diferentes mutagdes dominantes no gene GJB2 no
primeiro dominio extracelular, mostrando a conservagao desta regiao

em diferentes espécies (Richard et al., 2004).
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3.2- Gene GJB6 (Cx30)

O gene GJB6 foi mapeado em 13912 e clonado em 1999
(Grifa et al., 1999), codificando uma proteina de 261 aminoacidos. Esta proteina
apresenta 76% de homologia com o gene GJBZ2. Estudos imunocitoquimicos
demonstraram que as conexinas 26 e 30 estdo presentes na cdclea a partir da 22°
semana de desenvolvimento embrionario (Lautermann et al., 1999). Além disso,
alguns estudos de hibridizagao in situ revelaram a alta expressao da conexina 30

no cérebro, na céclea e na pele.

3.2.1- Displasia Ectodérmica Hidrética (HED)

Mutagbes no gene GJB6 causam displasia ectodérmica hidrética
também conhecida como Sindrome de Clouston (MIM 129500). A HED & um
disturbio autossébmico dominante caracterizado por hiperceratose palmoplantar,
alopecia, hipoplasia e deformidades nas unhas. Frequentemente ocorre discreta
hiperpigmentacédo da pele e dismorfismos faciais leves. No entanto, esses sinais

associados a perda auditiva neurossensorial sdo raros (Lamartine et al., 2000a).

Foram identificadas duas mutag¢des no gene GJB6, as quais segregam
com HED em 12 familias Franco-Canadenses e em outras populagoes
(Lamartine et al., 2000b). A mutacdo G11R estd localizada na extremidade
amino-terminal da Cx30, e a mutacdo A88V encontram-se no segundo dominio
transmembranico. Além disso, uma mutagdo de novo, V37E, localizada no
primeiro dominio transmembranico, foi detectada em um paciente com HED
(Smith et al., 2002). Essa mesma mutacao também foi encontrada em um paciente
com caracteristicas da Sindrome KID e atresia congénita. A variabilidade
fenotipica dessa mutagao revela a influéncia dos fatores genéticos e epigenéticos
que modificam o fendtipo clinico (Jan et al., 2004). Ha descri¢ao de que a mutagao
TS5M esteja relacionada apenas a surdez autossémica de padrdo de heranga

dominante.
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Além disso, ha duas mutag¢des no gene GJB6 que estao envolvidas nos
casos de surdez nao sindrébmica com padrdo de heranga autossémica recessiva.
As delegdes, A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) aparentemente nao
causam alteragdes no gene GJBZ, resultando em um gene GJB6 defectivo. Essa
grande perda de aminoacidos, 342kb e 232kb respectivamente, pode estar
presente em homozigose (heranga monogénica) ou em trans com mutagcées no
gene GJBZ (heranca digénica) (Grifa et al.,, 1999; del Castillo et al., 2002; del
Castillo et al., 2005).

3.3- Gene GJB3 (Cx31)

Foi mapeado um /ocus no cromossomo humano 1p34-p35.1 com quatro
genes conexinas GJB3 (Cx31), GJB4 (Cx30.3), GJB5 (Cx31.1) e GJA4 (Cx37).
Em 1998, Richard identificou o gene GJB3 e detectou mutagdes patogénicas em
quatro familias com EKV, associando pela primeira vez o sistema gap junctions a
disturbios de diferenciagdo e fungao epidermal. Essas mutagdes interferem na
estrutura e fungcdo normais da conexina 31, possibilitando um efeito dominante
negativo. Desse modo, os resultados do trabalho de Richard mostraram que a
comunicagao intercelular mediada por Cx31 é crucial para a diferenciagao

epidermal.

3.3.1- Eritroceratodermia Variabilis (EKV)

A EKV é uma condigao clinica que pertence a um grupo heterogéneo
de eritroceratodermias. Frequentemente € herdada com padrdo autossdémico
dominante, podendo também, com menos frequéncia, apresentar o padrao de
heranga autossOmica recessiva. Pode se manifestar ao nascimento ou durante a
infancia e persiste ao longo da vida com periodos de agravamento e de laténcia.
Essa alteragdo é caracterizada pela coexisténcia de eritemas transitorios, que se
modificam rapido e continuamente, por isso a designagdo variabilis e

hiperceratose localizada ou generalizada que pode ser desencadeada por
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alteragdes de temperatura, friccdo e outros fatores ambientais e enddgenos
(Richard et al, 2000). A EKV (MIM 133200) foi a primeira anomalia de pele
associada a conexina, que foi mapeada numa regido do cromossomo 1p34-p35.1
e abriga um grupo de quatro genes de conexinas, Cx30.3, Cx31, Cx31.1 e Cx37
(Richard et al., 1997).

A analise da sequiéncia de DNA do gene GJB3 nas familias e em casos
esporadicos de EKV revelou a presenga de mutagdes em heterozigose. Todas as
mutacdes descritas substituem aminoacidos conservados entre as B conexinas
(Richard et al.,, 2000). Estudos que correlacionam o gendtipo-fenotipo dessa
doencga sugerem que certas mutagcdes podem relacionar-se a um fendtipo mais
grave com hiperceratose generalizada, enquanto em outras, observam-se EKV
com placas hiperceratéticas localizadas (Richard et al,, 2001). Ao contrario de
muitas mutagdes na conexina 26 que produzem lesdes cutineas, as mutagdes
relacionadas a EKV nao afetam o primeiro dominio extracelular, e sim estao
localizadas na extremidade amino terminal e no dominio transmembréanico da

conexina 31.

A Cx31 se expressa na pele e no epitélio sensorial do ouvido interno, da
mesma forma que as Cx26 e Cx30. Portanto, ndo € surpreendente que mutagoes
no gene GJB3 estejam segregando com a perda auditiva neurossensorial nao
sindrbmica com padrao de heranga autossémica recessiva ou dominante, sendo
associados também a casos de neuropatia auditiva (Liu et al, 2000;

Lopez-Bigas et al., 2001).

3.4- Gene GJAT (Cx43)

O gene GJAT humano é candidato da condigao pleiotrépica de ODDD
(displasia oculodentodigital) porque tem local e niveis de expresséo variados. A
conexina 43 é expressa no coragdao e tem um papel crucial na contragao
sincronizada do coragdo e desenvolvimento embrionario, que regula a ligagao

célula-célula do miocardio. A conexina 43 também se expressa por toda camada
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da epiderme e certas mutagdes no gene GJBZ2, com fendtipo de alteragbes na
pele, exercem um efeito trans-dominante sobre a funcdo da conexina 43, o que
também pode esclarecer as diversas manifestagdes clinicas associadas a
mutagdes no gene GJB2Z (Rouan et al., 2001; Thomas et al., 2004). Kellermayer e
colaboradores (2005) descreveram um paciente com displasia ectodérmica
hidrética heterozigoto composto com uma nova mutagao no gene GJAT (V41L)

associada a mutacdo R127H no gene GJB2.

3.4.1- Displasia Oculodentodigital (ODDD)

Mutagdes no gene GJAT com padrdo de heranga autossdmica
dominante sao responsaveis por um desenvolvimento multissistémico de displasia
oculodentogital (MIM 164200). Esta sindrome caracteriza-se por apresentar um
grande espectro de sinais clinicos como anomalias oftalmologicas (microftalmia,
microcornea, glaucoma, catarara e anormalidades na iris), anomalias dentais
(microdontia, anodontia, caries multiplas), anomalias nas maos e dedos como
sindactilia, campdactilia e clinodactilia, e hipoaplasia ou aplasia de falanges
médias. Sintomas neurologicos como deficiéncia mental e ataxia podem estar
presentes, assim como, a perda auditiva. O gene GJAT humano é um gene
candidato da condicdo pleiotropica de ODDD porque tem local e niveis de

expressao variados.

3.5- Gene GJB4 (Cx30.3)

Estudos mostram a identificacdo de mutagdes nas conexinas 31 e 30.3
como causa de eritroceratodermia autossémica dominante (EKV MIM 133200),
caracterizada por placas hiperceratéticas fixas e areas eritematosas transientes
(Richard et al., 2003; Kelsell et al., 2000). Ha similaridade nas caracteristicas
clinicas de pacientes com EKV devido a mutagdes na conexina 31 e 30.3 com

diferencas minimas. Essa similaridade do fendétipo clinico sugere que as conexinas
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31 e 30.3 podem interferir na estrutura e na funcdo molecular, sendo essa
interacdo importante para a homeostasia epidermal (Plantard et al., 2003). A
grande maioria das mutagbes nessas conexinas localiza-se nos dominios
transmembranicos das proteinas, que corresponde a regido mais conservada das

conexinas.

3.6- Gene GJB5 (Cx31.1)

A conexina 31.1 € amplamente expressa na pele (Goliger et al., 1994).
As conexinas 30.3 e 31.1 sdo os primeiros exemplos de genes que estao
localizados a uma pequena distancia (3,4kb) no mesmo cromossomo. Esta
proximidade entre esses genes e também com o gene da conexina 31 pode
explicar a similaridade dos niveis de expressdo e a funcdo entre eles

(Hennemann et al., 1992).

A complexidade e a redundancia do sistema gap junction sé&o
responsaveis pela confusa correlagdo gendtipo-fenétipo observada nos disturbios
envolvendo as conexinas humanas, nos quais, mutagdes em um mesmo gene

podem causar doencas distintas e comprometimento de diferentes tecidos.

4- Disturbios de Queratinizacao e Conexinas

A fisiopatologia dos disturbios de queratinizagdo esta relacionada as
vias de comunicagao das conexinas, que implicam na regulacdo do crescimento,

migracao e diferenciacéo celular.

Diferentes padroes de expressdo dos genes de conexinas podem
refletir no grau e extensdo da doenga. Considerando que outras conexinas n&o
conseguem compensar a perda da fungdo de uma conexina alterada, acredita-se
que exista uma interagao génica entre as conexinas que estdo se expressando no
tecido ectodérmico que possam modular o fenétipo ou manter o estado normal da

epiderme.
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Por possuirem apenas um exon codificante, os genes GJBZ2, GJBS,
GJB6, GJA1, GJB4 e GJB5 sao facilmente rastreados quanto a presenca de
mutagbes em pacientes com disturbios de queratinizagéo isolados ou associados
a deficiéncia auditiva, proporcionando um diagnéstico rapido e preciso. Além
disso, a correlagdao gendtipo-fendtipo poderia eventualmente levar a uma
classificagdo molecular das diferentes expressdes fenotipicas observadas nos
disturbios de queratinizagdo e contribuir ndo sé para o conhecimento geral nessa
area, mas também em nivel individual na investigacdo diagndstica e no

aconselhamento genético.

5- Disturbios de queratinizacao associados ao DNA mitocondrial

Além das proteinas conexina, a mutagdo A7445G no gene mitocondrial
(mtDNA) foi relatada inicialmente em uma familia da Nova Zelandia, cuja avaliagéao
clinica demonstrou perda auditiva neurossensorial com padrao de heranga
materno e ceratodermia palmoplantar (PPK) em muitos membros dessa familia. A
mesma mutagdo também foi detectada em uma familia japonesa com PPK e
surdez neurossensorial progressiva (Sevior et al., 1998). Posteriormente, outros
autores descreveram a relacdo da mutagcao A7445G com perda auditiva e PPK
(Martin et al., 2000 e Caria et al., 2005). Os efeitos dessa alteracdo molecular na
funcao celular ainda ndo sao esclarecidos. A mutacdo A7445G € uma alteracido no
nucleotideo adjacente na posi¢ao 3’ terminal do gene tRNASer(UCN). Alguns
estudos indicam que a mutacao afeta o processo normal na tradugao do mRNA,
causando uma significante diminuicdo no nivel de serina no tRNA e na taxa da
sintese de proteina mitocondrial. O efeito tecido-especifico, a despeito do estado
homoplasmico da mutacdo, pode resultar de diferentes processos no RNA
mitocondrial e na proteina. Outros estudos precisam esclarecer melhor o
significado funcional da mutagcdo A7455G na sequéncia que codifica o precursor
de serina no tRNA e identificar uma possivel proteina alvo comum na orelha

interna e na epiderme (Guan et al., 1998).
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Objetivos Gerais

Estudo molecular em pacientes com diagnéstico clinico de disturbios de
queratinizacao associado a perda auditiva e disturbios de queratinizagdao de forma
isolada com etiologia ndo esclarecida.

Objetivos Especificos

Triagem das delegbes A(GJB6-D13S1830) e A(GJUB6-D13S51854) no
gene GJB6.

Triagem da mutacao mitocondrial A7445G no gene tRNASer(UCN).

Rastreamento de mutacbes nos seguintes genes conexinas
relacionados a disturbios de queratinizagdo: GJB2 (Cx26), GJB6 (Cx30), GJB3
(Cx31), GJAT (Cx43), GJB4 (Cx30.3) e GJB5 (Cx31.1).
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1- Casuistica

Foram estudados 15 casos indices com disturbios de queratinizacédo
isolado ou associado a perda auditiva, selecionados em diferentes ambulatérios

conforme mostra a Tabela 2:

1. Ambulatério de Genodermatose HC/Unicamp — Genética Clinica
FCM (Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp).

2. Ambulatérios de Dermatologia HC/Unicamp — Departamento de
Clinica Médica — Disciplina de Dermatologia Clinica.

3. Outros servicos — Encaminhados por profissionais da area correlatas.

O parecer de aceitacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
estd em anexo, assim como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

apresentado aos pacientes.
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Tabela 2- Relacao dos pacientes estudados na casuistica do trabalho

Paciente Sexo Idade Recorréncia Suspeita Clinica Caracteristicas Procedéncia
(anos) familiar
1 M 26 Pai Sindrome Bart- knuckle pad (nédulos verrucosos nas | Genodermatose-
Pumphrey articulacbes dorsais das mios e pés) e | FCM'
hiperceratose palmoplantar com inicio desde
os trés anos de idade. Nos exames
audiolégicos como audiograma e BERA,
mostraram perda auditiva neurossensorial
grave.
2 M 8 Eritrodermia e Eritemas localizados nas m&os e nos pés, com | Dermatologia HC?
Hipoacusia placas pequenas nos cotovelos.
F 30 KID LesOes de pele, perda auditiva e ceratites Genodermatose-FCM
- PPK + DA Ceratodermia palmoplantar e hipoacusia Outros servigos®
F 38 Dois irmaos Eritrodermia Eritema disseminado em todo corpo com | Dermatologia HC
surdos congénita ressecamento e descamagao da pele.
6 F 8 Eritrodermia Areas de pele com lesdes eritematosas | Dermatologia HC
Ictiosiforme descamativas, com aspecto de escamas de
peixe.
7 F 6 Mae Eritrodermia Areas de pele com lesdes eritematosas | Dermatologia HC
. Ictiosiforme descamativas, com aspecto de escamas de
Perda auditiva ;
peixe.
8 F 16 PPK Espessamento da pele das plantas dos pés e | Dermatologia HC

palmas das maos desde o nascimento com
hiperceratose de todas as unhas e
onicodistrofia.
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9 F 17 Paquioniquia Hiperceratoses palmoplantar e perda auditiva | Dermatologia HC
congénita profunda. Ao exame dermatolégico foi notada
distrofia intensa de todas as unhas, incluindo
hiperceratose subungueal (unhas em 6mega) e
coloragdo amarelo-acinzentada. Ha hiperceratose
palmoplantar amarelada difusa com fissuras e
xerose nas pernas. A paciente apresenta
espessamento das unhas desde o nascimento e
das palmas e plantas ha 4 anos. Aos 3 anos de
idade foi diagnosticado a hipoacusia bilateral
neurossensorial.
10 M 9 Irmao e Mae Eritrodermia Eritema disseminado em todo corpo com | Dermatologia HC
congénita ressecamento e descamagcéo da pele.
11 M 8 EKV Placas hiperceratoéticas em toda superficie e essas | Dermatologia HC
manchas sao transientes por toda extensdo do
corpo e ceratodermia palmoplantar.
12 M - PPK + DA Ceratodermia palmoplantar e perda auditiva Outros servigos
13 M 46 S. Clouston Hiperceratose palmoplantar, alopecia, hipoplasia, | Genodermatose
deformidades nas unhas, hipotricoses
14 M 16 Eritrodermia Eritema disseminado em todo corpo com | Dermatologia HC
congénita ressecamento e descamacao da pele.
15 M 13 PPK Hiperceratose palmoplantar Dermatologia HC

(F) feminino; (M) masculino; (-) sem iformagéo



2- Estratégia de Analise

Inicialmente foram analisadas as dele¢cdes A(GJB6-D13S1830) e
A(GJB6-D13S1854) no gene GJB6, uma vez que essas mutagcdes representam as
principais causas de surdez de etiologia genética. A mutagcdo A7445G no DNA

UCN

mitocondrial localizada no gene tRNAS®"YN) também foi analisada devido a sua

associacao com perda auditiva e PPK.

Posteriormente procedeu-se o rastreamento completo de mutacdes nos
genes GJB2, GJB6, GJB3, GJA1, GJB4 e GJB5 pela técnica de seqlenciamento

automatico.

3- Métodos
3.1- Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbémico foi extraido a partir de 5 mL de sangue total,
coletados em tubos Vacutainer® contendo EDTA 10%, de acordo com o protocolo
adaptado ao laboratério de Genética Humana — CBMEG/Unicamp.

A lise das hemacias foi realizada acrescentando ao sangue coletado
35mL da solugdo A (Triton-X 100 a 1%; MgCl, 5mM; Sacarose 0,32M; Tris-HCI
10mM pH 8,0). Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi colocada em gelo por 30
minutos. Centrifugou-se a 2500 rpm por 15 minutos a 4°C, retirou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 20mL de solucao A, centrifugou-se
novamente por 15 minutos a 2500 rpm em temperatura ambiente e retirou-se o
sobrenadante. Em seguida ressuspendeu-se o pellet em 1mL de solugdo B 2X
concentrada (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0), e
adicionou-se 250ul de solucdo C preparada na hora (para 1 mL de solugcao C:
0,5 mL de solugdo B, 1 mg de Proteinase K (Boerhinger Mannheim GmbH,
Mannheim, Alemanha), 0,5 mL de SDS 10%). Incubou-se a amostra em banho-

maria a 37°C por aproximadamente 18 horas a 56 C durante 2 horas.
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AplGs a incubacao, procedeu-se a purificagdo do DNA genémico com
fenol/cloroférmio, que permite a remogcao de peptideos e proteinas de solucdes
aquosas. Acrescentou-se as amostras 1,25 mL de fenol saturado com tampéo
Tris-HCI 10 mM pH 8,0, homogeneizou-se por inversao lenta os 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 o
precipitado, e esta etapa de extragdo com fenol foi repetida por mais uma vez. A
fase aquosa coletada anteriormente acrescentou-se fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico na proporcao (25:24:1) e centrifugou-se novamente a 2.500 rpm por 15

minutos em temperatura ambiente, para a separacao da fase aquosa.

O DNA, presente na fase aquosa, foi precipitado adicionando
0,1 volume de acetato de sédio 3M, pH 5,5 e 2 volumes de etanol absoluto gelado.
Apés inversao lenta do tubo obteve-se a precipitacdo do DNA, o qual foi coletado
com o auxilio de um bastao e em seguida lavado com etanol 70% para retirar o
excesso de sal. Dependendo do volume de DNA precipitado, ressuspendeu-se em
um volume de 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 para que o DNA

entrasse em solugéo.

Em seguida, esse DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose
0,8%, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, (TBE 10X é composto por Tris
Base 0,089M, Acido Bérico 0,089M e EDTA 0,002M e em pH 8,0) e corado com
brometo de etideo (na concentracédo final 0,5ug/mL), a partir de uma solucéo

estoque 10mg/mL e visualizado sob luz ultravioleta.

3.2- Deteccdo das delecbées A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S51854)

envolvendo o gene GJB6

A estratégia de analise destas delecdes foi previamente descrita por del
Castillo e colaboradores (2005), que desenvolveram um uUnico teste diagndstico
envolvendo as duas delegbes em um mesmo PCR. Os fragmentos de DNA
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amplificados contém os pontos de quebra de ambas as dele¢cbes, bem como um
segmento do exon 1 do gene GJB6, que € usado como controle para checar a
eficiéncia da PCR e distinguir os genoétipos heterozigoto e homozigoto das
delegdes. Um conjunto de trés pares de primers resulta em dois produtos
diferentes de amplificacdo de PCR: 333pb referente ao exon 1 do gene GJB6,
460pb e 564pb relacionados as dele¢cbes A(GJUB6-D13S1830) e A(GJB6-
D13S1854), respectivamente. A Figura 6 resume esquematicamente as regides
amplificadas para deteccao da mutacéo.

D13S1854 D13S1830

Centrémero Telémero
" GJBG
GJBSIR | | .| BKR-1
DelBKCt, DelBk2
CX30Ex1A, | CX30ExiB

Figura 6- Estratégia para deteccao das delecoes A(GJB6-D13S51830) e A(GJB6-
D13S1830).

3.3- Rastreamento da mutacdo A7445G no gene tRNAS®VCN

A regido 7445 do DNA mitocondrial foi amplificada por PCR usando os
primers descritos na Tabela 3 e segundo o programa representado na Figura 7.
Os produtos amplificados foram submetidos a digestao enzimatica com a enzima
Xba |, a 37° C por 2 horas, da seguinte forma: 17,5ul de produto de PCR; 2,0ul de

tampao da enzima (10x React 2) e 0,5ul da enzima Xba | (Invitrogen, Brasil).

Apoés a digestao o fragmento de 1822 pb é clivado em 3 fragmentos de
846, 541 e 435 pb. A presenca da mutacao leva a perda de um sitio de restri¢éo,
gerando apenas dois fragmentos de 1387 e 435 pb.

Material e Métodos
74



Os produtos de PCR e de digestao foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1x.

Tabela 3- SequUéncia de primers para a amplificacdo da regido do gene

tRNASeI’(UCN)
Par Posicao Primers 5’ -3’ Tamanho Ta
(pb) (°C)
1 6900 MIT 2F - AAT GATCTG CTG CAGTGC T 1822 54

8721 MIT 2R - CCT TTAGTG TTG TGT ATG GT
(Anderson et al., 1998).

30 ciclos

..95°C
Bmin 65°C

7min

2min

Figura 7- Programa de PCR do gene tRNAS®"UCN),

3.4- Amplificacao dos Genes conexinas

Os genes GJB2 (Cx26), GJB6 (Cx30), GJB3 (Cx31), GJAT (Cx43),
GJB4 (Cx30.3) e GJB5 (Cx31.1) foram amplificados pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) utilizando as sequéncias de primers especificas para
cada gene. Os primers (iniciadores de sintese) sao oligonucleotideos sintéticos a
partir dos quais os desoxinucleotideos trifosfato (AONTPs) s&o incorporados e se
inicia a sintese da cadeia de DNA de acordo com a complementaridade de bases
(A-T/C-G). As sequéncias dos primers estdo descritas nas Tabelas 4 a 9, de
acordo com as sequéncias de cada gene, obtidos a partir dos bancos de dados ou

descritos por alguns autores.
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A amplificacdo dos genes consistiu em 200 a 500ng de DNA genémico,
200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20pmol
de cada primer (sense e antisense), 2,5U de enzima Taqg DNA polimerase
(Invitrogen, Brasil) com tampéao de PCR 10X (Tris—HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de
MgClz, em um volume final de 50uL de reagédo. Foram utilizados 30 ciclos de
amplificacdo de acordo com a temperatura de anelamento (TA) de cada primer,
especificados nas Tabelas e esquematizado na Figura 8.

30 ciclos

72°C
5min

1min

Figura 8- Programa de PCR para amplificacdo dos genes conexinas.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TBE 1x como descrito anteriormente para eletroforese de
DNA genbmico.

3.4.1- Gene GJBZ2 (Cx26)
GenBank numero de acesso: M86849 - 682pb

Tabela 4- Seqléncia de primers para amplificacao do gene GJB2.

Par Posicdo Primers 5°—3’ Tamanho (pb)  Ta (°C)
1 -32 Cx1F - TCT TTT CCA GAG CAA ACC GC 284 62
254  Cx1R- GAC ACG AAG ATC AGC TGC AG
2 172 Cx2F - CCA GGC TGC AAG AAC GTG TG 328 62
479  Cx2MR - CAG CCG CTG CAT GGA GAA G
3 438  Cx3F - CGA AGC CGC CTT CAT GTA CG 255 62

692 Cx2R - GGG CAATGC GTT AAACTG GC
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Os primers Cx1F, Cx1R, Cx2F e Cx2R foram descritos por Kelsell et al.,
1997 e Cx2MR e Cx3F foram descritos no presente trabalho para melhor
qualidade do seqienciamento do gene.

3.4.2- Gene GJB6 (Cx30)
GenBank numero de acesso: NM006783 - 786pb

Tabela 5- Sequéncia de primers para amplificacao do gene GJB6.

Par Posicdo Primers 53’ Tamanho Ta (°C)
(pb)
1 -194 Cx30F1 - AGAATGCTTTCAGGG TGG G 586 60
372 Cx30R1 - GAC CCC CTC TAT CCG AACCTT
2 315 Cx30F2 - TTC AGG CGA GGA GAG AAG AG 500 60

815 Cx30R2 - TGA CGC AGC TACATTTTACCTT

(Grifa et al., 1999).

3.4.3- Gene GJB3 (Cx31)
GenBank numero de acesso: AF099730 - 813pb.

Tabela 6- Seqiéncia de primers para amplificacao do gene GJBS.

Par Posicdo Primers 5°—3’ Tamanho (pb)  Ta (°C)
1 -35  Cx1F - ATT CTC TCA GGT AGG CAC GG 396 62
342  Cx2R-CTG CGT TGT CGT ACA GCT TG
2 261  Cx3F - CTC GCT GCT GGT CAT CCT 373 62
634  Cx4R - GGC AGA TGA GGT AGC AGA GC
3 433  Cx4F - TTC CTC TAC CTG CTG CAC AC 392 62
825  Cx5R-CCT GCC CTG TGG TCA GAT
(Xia et al., 1998).
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3.4.4- Gene GJAT (Cx43)
GenBank numero de acesso: NM0001650 - 1149pb.

Tabela 7- Seqiéncia de primers para amplificacdo do gene GJAT.

Par Posicdo Primers 5 >3’ Tamanho (pb) Ta (°C)
1 -127  Cx1F - AGA AAT ACG TGA AAC CGT TGG 501 58
373 Cx1R - TGT CCA CAT TGA CAC CAT CA
2 3 Cx2F - GGG TGA CTG GAG CGC CT 730 58
731 Cx2R-CTC TTT CCC TTAACC CGATC
3 497 Cx3F - AGG TGG CCTTCTTGC TGA T 750 58

1245  Cx3R - CCT CCA CCG GAT CAA AAT TA

(Kellermayer et al., 2005).

3.4.5- Gene GJB4 (Cx30.3)
GenBank numero de acesso: NM153212 - 801pb

Tabela 8- Sequéncia de primers para amplificacao do gene GJBA4.

Par Posicao Primers 5’3’ Tamanho (pb) Ta (°C)
1 -54 Cx30.3 1F - CAG GTA GCA CCC AGG TAT AG 506 58
452 Cx30.3 1R - CGG TGG AAG ATA TAG AGG AAG
2 346 Cx30.3 2F - CTG TAC GAC AAC CTG AGC AAG 511 58

856 Cx30.3 2R - CCT GGG TGG CCT CAT G
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3.4.6- Gene GJB5 (Cx31.1)
GenBank, numero de acesso: NM005268 - 822pb.

Tabela 9- Seqiéncia de primers para amplificacao do gene GJBS.

Par Posicao Primers 5° >3’ Tamanho (pb) Ta (°C)
1 -132  Cx31.1 1F - CAG CTC CTC TAG TGA TGG TAA 755 58
623 G Cx31.1 1R - AGG TAG ATG AGC TCC ACG
2 295 Cx31.1 2F - GAG GTT CAG GAG AAG AGG 682 58

977 Cx31.1 2R - TTG AGG ACT AGG AAC TGG C

3.5- Sequenciamento Automatico

Para o seqlenciamento dos genes GJB2, GJB6, GJB3, GJA1, GJB4 e
GJB5 foi utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ABI PRISM/PE Biosystems) e o seqlienciador ABI PRISM™ 377 (Perkin-Elmer).

As reacgdes foram constituidas de 40-80ng de DNA, 1 ul do mix BigDye,
1ul do primer (5mM/ul) sense ou antisense (0s mesmos usados na reagao de
PCR) e H>O deionizada para completar 10 ul. As condigdes de amplificacdo das

reacdes estao exemplificadas na Figura 9.

30 ciclos

96°C

1min

5seg

Figura 9- Programa utilizado na reagdo de seqlenciamento automatico.
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As amostras foram precipitadas com isopropanol 75% e mantidas
a -20°C até o momento do sequenciamento. Aos 10 ul da reagdo foram
adicionados 80 ul de isopropanol 75%, incubadas por 15 minutos no escuro e
centrifugadas a 13000 rpm por 30 minutos. Descartou-se o sobrenadante e
adicionou 150 ul de etanol 70%. Apds centrifugacao por 10 minutos a 13000 rpm
descartou-se todo o etanol e as amostras secaram em local escuro a temperatura

ambiente.

Antes da eletroforese, as amostras foram eluidas em um tampao
formamida/Blue Dextran (5:1) e desnaturadas a 95°C por cinco minutos. O gel de
sequenciamento foi preparado com 4,5% de acrilamida e bis-acrilamida na
proporcado de 1:19, 10,8 g de uréia, 3,0 mL de tampao TBE 10X e HO g.s.p.
30 mL. Para a polimerizagcao do gel foram adicionados 19,5 ul de TEMED e 192 pnl
de PSA 10%. As amostras aplicadas foram submetidas a eletroforese por quatro
ou sete horas de acordo com o tamanho dos fragmentos a 1000V no equipamento
ABI 377 (Perkin-Elmer). As seqiéncias foram obtidas pelo programa “AB/ Prism
Sequencing Analisys”, analisadas e comparadas com a sequéncia normal do gene

com o auxilio do programa generunner™ e chromas™.

3.6- Confirmacao de mutacdes

As mutagdes encontradas foram confirmadas por meio de estudos dos
familiares, assim como por andlise de restricdo nos casos em que houve perda ou
ganho de um sitio de restricdo, ou por seqlienciamento de uma nova reacao de
PCR.
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Estudo da mutagdo A7445G e das dele¢goes A(GJB6-D13S1830 e
A(GJB6-D13S1854):

Os resultados obtidos na analise da mutagdo A7445G no gene

tRNASWCN) o das deleces A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854)
envolvendo o gene GJB6 sdo mostrados a seguir.

A Figura 10 mostra a analise de restricdo do produto de PCR
envolvendo o fragmento do gene que contém a mutagdo nos pacientes 1 a 15.

Todos os individuos sdo negativos para a mutagcéo A7445G.

™12 3 4% 67 M89101112131415

sBEEBLG G e s220b

= -

=

-

= !‘ A

M 172 3 456 7M89101112131415

m r

- B BB A ::

"_,.—----- - e --~846pb

- o amee - « = 541pb

ﬁﬁﬁﬁ-’:— - - - 435&)
B

Figura 10- Resultado da andlise de restricdo da mutagcdo A7445G. A- (M)
marcador de peso molecular 1kb plus, (1-15) PCR dos pacientes.
B- (M) marcador de peso molecular 1kb plus, (1-15) PCR digerido.
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A Figura 11 mostra os resultados obtidos nos 15 pacientes em que
foram pesquisadas as delegbes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) no
gene GJB6. Nenhum dos pacientes apresentou qualquer uma das delegbes
estudadas. A mée do paciente 7 (7m) foi analisada por também apresentar perda

auditiva.

MC1C21 2 3 45 6 77m 8 9 101112131415

564pb
460pb

-— e e o e R 333pb

RRRIRRImIY |

- . - am o - -

Figura 11- Resultado da andlise das delegdes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-
D13S1854) no gene GJB6. (M) marcador de peso molecular 1kb plus,
(C4) controle heterozigoto para a delegcdo A(GJB6-D13S1854), (C,)
controle heterozigoto para a delegdo A(GJB6-D13S1830) e (1-15)
PCR dos pacientes.
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Estudo molecular dos genes conexinas:

A Tabela 10 mostra o resumo dos resultados encontrados em cada

paciente.

Tabela 10- Gendtipos relacionados aos genes GJB2, GJB6, GJB3, GJA1, GJB4 e

GJBS.
Pacientes Resultados/Genétipo Caracteristicas clinicas

Gene Alteragdes

01 GJB2 G598 Sindrome Bart-Pumphrey
GJB4 E204A
GJB5 K138*

02 GJB3 N119* Eritrodermia e Perda Auditiva
GJB5 K138*

03 GJB5 K138* Sindrome KID

04 GJB2 R75Q PPK e Perda Auditiva
GJB4 H93*
GJB5 K138

05 GJB4 E204A Eritrodermia congénita
GJB5 K138*

06 GJAT A253V Eritrodermia Ictiosiforme

07 GJB4 R151S Eritrodermia Ictiosiforme

08 GJB5 K138* PPK

09 GJB2 V371/V271 Paquioniquia Congénita e Perda
GJB3 R32wW Auditiva
GJB4 154delGTCT
GJB4 S165*
GJB5 K138*

10 - - Eritrodermia Congénita

11 GJB3 V200l EKV

12 GJB5 K138* PPK e Perda Auditiva

13 - - Sindrome de Clouston

14 GJB2 K168R Eritrodermia Congénita

15 GJB3 R32wW Hiperceratose Palmoplantar
GJB4 154delGTCT
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Todas as alteragbes descritas na Tabela X foram observadas em
heterozigose nos pacientes, e as alteragcbes marcadas (*) representam
polimorfismos neutros frequentes na populacdo normal, o que n&o justifica o

fendtipo clinico dos pacientes.

A Figura 12 a seguir mostra a localizagdo de todas as mutagoes

encontradas nos diferentes genes conexinas analisados no presente trabalho.

Dominios das proteinas conexinas

V27I
R32wW
Vv37i
G598
R75Q
N119
K168R
V200l
A253V

NT M1 1 M2 M3 E2 M4 CT
» GJB2 (Cx26)
» GJB3 (CX31) = GJA1 (Cx43)

» GJB6 (Cx30)

m

Figura 12- Esquema dos dominios estruturais dos genes conexinas e localizagao

das mutacgdes encontradas (modificado de Richard, 2005).

A analise molecular do paciente 1 mostrou a presenca da mutagao
G59S em heterozigose, caracterizada pela alteracédo de G para A no nucleotideo
175 do gene GJBZ2 (Figura 13). Esta substituicdo corresponde a mudanga do

aminoacido glicina para serina no codon 59.

Resultados

86



C TG6 CAACACCCEC TG CAGCEC CECAGGE CTGE C AAMG AALCGETGE TGE C

Figura 13- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJBZ:
A- sequéncia normal; B- paciente 1 heterozigoto para a mutagéo
G59S (G'°-A).
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No gene GJB4, ainda no paciente 1 foi encontrada a transversdo A—C
no nucleotideo 610 (Figura 14), resultando na mutacdo E204A (SNP rs3738346).
Esta mutacéao foi também observada no paciente 5, ambos associados com o SNP
K138 (rs3738345) no gene GJB5, que é muito freqliente na populagdo e na

casuistica, como mostrou a Tabela 10.

T ¢a A C T &€ A 6T G A A 6T ¢ T T G T A G C TG G T

> T ¢ A ACC TC AG TG A AG T C T TIECT ACLCLC TG G TG

o,

Figura 14- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJB4:

A- sequéncia normal; B- paciente 1 heterozigoto para a mutagéo
E204A (A%'°—C).
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O paciente 4 apresenta a mutacdo R75Q no gene GJB2 em
heterozigose, ja descrita anteriormente por Uyguner e colaboradores (2002), é
responsavel pela troca de G para A na posigcao 224 alterando o aminoacido

arginina para glutamina no cdédon 75 da conexina 26 (Figura 15).

C¢CGCCAT CGT GCC CAC AT C CGEGECT ATGE 6 GC CCT GECEAGTECT

MR

CcccCaAaTGCTCGCCOCALGATEGEGCHGE CTATGEGGEGEEELETGECAGELC T

Figura 15- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJBZ:

A- sequéncia normal; B- paciente 4 heterozigoto para a mutagéo
R75Q (G#*5A).
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No gene GJAT foi observado o SNP A253V no paciente 6 caracterizado
pela troca C/T na posigao 757 (Figura 16), descrito no banco de dados rs7653265.

TG ©G net & AG TGE GE TE CG €C TG A6 € & 6 TG C

Figura 16- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJAT:
A- sequéncia normal; B- paciente 6 heterozigoto para a alteragéo
A253V (C™"5T).
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O paciente 7 apresenta a alteragdo R151S no gene GJB4 resultante da

troca C/A na posigédo 451 demonstrada na Figura 17.

e TaATHATTCT TCCLCATCCGEG C CT CTACAAGEG AT T AT

Figura 17- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJB4:
A- sequéncia normal; B- paciente 7 heterozigoto para a mutagao
R151S (C*'-A).

O paciente 9 é portador de diversas mutacbes em diferentes genes
conexinas, todas em heterozigose. No gene GJBZ2 apresenta a mutagédo V37l e o
polimorfismo V271. No gene GJB3 observa-se a presenga da mutagao R32W. No
gene GJB4 ha uma delegéo 154del4(GTCT) e o SNP S165, e no gene GJB5 um
outro SNP K138.
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As alteragbes na conexina 26 (GJB2) envolvem a conversao do
aminoacido valina para isoleucina (Figura 18) no primeiro dominio

transmembranico da proteina (Kelley et al., 1998).

c amCcece6 TCECCTE T TCATTTT TECGE C AT T ATG a4 TCTCETCEGE T TG 1

bl

c ACCH TCECGTETTCGATTTT TEGE C AT TATGE A TECECECTEHTTEGE &

o

Figura 18- Eletroferograma mostrando parte da sequiéncia do gene GJBZ: A-

sequéncia normal; B- paciente 9 heterozigoto para as alteragdes V27I
(G°=A) e V371 (G'®=A).
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A mutacdo R32W esta numa regido altamente conservada no primeiro
dominio transmembranico da conexina 31 (GJB3), a qual resulta na substituicao
do aminoacido arginina por triptofano no codon 32 (Figura 19)
(Lopez-Bigas et al., 2000).

C 66 T6GE TGE TTGEGGE TG TTCECCOCGE 66 TG CTGEG6E T ATAGGE TG

CCGTGGETGETT COCGT CTT CHGG GTGE CTGEGET ATA CGT G

Figura 19- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJBS:
A- sequéncia normal; B- paciente 9 heterozigoto para a mutagéo
R32W (C*—-T).
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A delecao 154del4 no gene GJB4 resulta na perda de quatro pares de
base (GTCT) com alteragao na leitura da sequéncia de aminoacidos seguida de

um stop codon (Figura 20).

cnnrnnncnnnnunncTrT[:[:nn[:nn[:nnn[:nn[:n

A

¢ G AT 6 A G C A G A AGEGE ACT T T GEHMHHWHHA AN G AN GCA AHNEGHG HNTE

H\, \"\/ '\ f \\ \ \

A A HA A A HNA G A NMHMWHMMHNTHNHT TTSGCaAaaACATCTCECAAGLECA GLEC C C G G

v M i “ “ m .

Figura 20- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJB4:

B

A- sequéncia normal; B- paciente 9 heterozigoto para a mutagéo
154del4d (GTCT), fita sense; C- paciente 9 heterozigoto para a
mutacdo 154del4 (GTCT), fita antisense.
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O paciente 11 apresenta a mutagcado V200l no gene GJBS3, resultado da
transicdo G—A na posigao 1731, a qual leva a troca do aminoacido valina por

isoleucina (Figura 21).

ATGE G C T T GAATATEGEGE C6ECG CC TE GGETG6E C AG TGE TGE CC

Bl

nm TG G C T TG A AT A TG GG HEGE CCTGE 66 TG C AG TGE TG G C

N

Figura 21- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJB3: A-

sequéncia normal; B- paciente 11 heterozigoto para a mutagao V200I
(G1731—>A)
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A mutagdo K168R no gene GJBZ foi descrita recentemente e o paciente
14 apresenta essa conversao A/G na posicao 503 da proteina conexina 26
(Figura 22).

6 6 C T6 6 TG A AG TG C A ACG C C THE G C C T TG T C

A

A A

Jl

R L

Figura 22- Eletroferograma mostrando parte da sequéncia do gene GJBZ:
A- sequéncia normal; B- paciente 14 heterozigoto para a mutacao
K168R (A= G).
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Os genes GJB2, GJB6, GJB3, GJA1, GJB4 e GJB5 foram analisados
em individuos portadores de disturbios de queratinizagdo associados ou nao a
perda auditiva neurossensorial pelo fato de se expressarem nos tecidos derivados
do ectoderma como a epiderme e a coclea, na tentativa de se correlacionar as

mutagOes nesses genes com as caracteristicas clinicas do paciente.

As delecdes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S51854) ndo provocam
alteracdes aparentes no gene GJBZ2, mas resultam no gene GJB6 defectivo. Estas
delecdes podem ocorrer tanto em homozigose como em heterozigose juntamente
com mutacdes do GJB2, sugerindo possivel heranca digénica com fenétipo de
surdez neurossensorial nao-sindrébmica. Esta interacdo dos genes pode ser
explicados pela formacao dos conéxons heteroméricos. Além disso, foram
propostas duas outras hipbteses para esta interacdo génica: (1) que estas
delecbes removeriam elementos cis afetando a expressdo do gene GJBZ2, (2)
efeito cumulativo da remocdo e haploinsuficiéncia do GJB6 (del Castillo
et al., 2005). Entretanto, tais delecbes nao foram observadas nos casos
estudados.

Por sua vez, os fenétipos relacionados a ceratodermia palmoplantar
(PPK) com perda auditiva foram associados a mutagdo A7445G em diferentes
familias de diferentes origens, confirmando que a mutagdo esta claramente
envolvida na patogénese dessa caracteristica genética (Martin et al., 2000 e
Caria et al., 2005). Os casos descritos até o0 momento na literatura representam
evidéncias da heterogeneidade genética na associacdo de PPK com surdez,
apesar das caracteristicas clinicas semelhantes. Essa alteragdo mitocondrial ndo
foi observada nos casos com fenétipo de PKK estudados no presente trabalho.
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Discussao dos casos:
Paciente 1

O paciente 1 é o segundo caso descrito na literatura com suspeita
clinica da sindrome de Bart-Pumphrey com surdez e hiperceratose, associado a
mutacdo autossémica dominante no cédon 59 do gene GJBZ2 (G59S). A mutacéo
G59S foi rastreada em 100 individuos controles, sem perda auditiva e nenhuma
alteracao dermatoldgica e todos foram negativos para a devida mutacdo. Dada a
importdncia desses achados esses dados ja foram publicados
(Alexandrino et al., 2005).

O codon 59 esta localizado do primeiro loop extracelular da proteina
conexina 26, uma regido altamente conservada em todas as conexinas. Este loop
da proteina reflete um papel importante nas interacoées entre conéxons, formado

por um complexo hexamérico de moléculas de conexina.

Alteragcbes na conexina 26 podem estar envolvidas em muitas formas
sindrébmicas de surdez e alteracbes dermatolégicas com herangca autossdémica
dominante e, dependendo da mutacado envolvida € o que caracteriza o grau de

gravidade do fenétipo.

Em 2004, a mutacdo N54K no gene GJBZ foi descrita segregando com
os membros afetados de uma familia com a sindrome de Bart Pumphrey. Esta
mutacdo nao foi observada em individuos controles, ou seja, individuos sem
alteracdes na pele e com audicdo normal, excluindo a possibilidade da mutacao
ser um polimorfismo. Para avaliar o efeito in vivo da mutagdo N54K no sistema de
gap junctions da pele foi realizado uma analise imunohistoquimica das conexinas
26, 30 e 43 nas lesdes cutaneas do paciente. Observou-se que N54K resulta na
reducdo da expressdo epidermal da conexina 26 e uma superexpressao
compensatéria da conexina 30 (Richard et al., 2004).
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A Figura 23 ilustra esquematicamente a localizacdo das mutagdes
encontradas nos diferentes genes conexinas estudados nesse individuo

comparando-se com algumas descritas na literatura na mesma regiao.

G59S - sindrome de Bart-Pumphrey (este trabalho Alexandrino et al., 2005)
G59R - sindrome de Bart Pumphrey (Leonard et al., 2005)

G59V - perda auditiva profunda congénita (Toth et al., 2004)

G59A - PPK e perda auditiva (Heathcote et al., 2000)

GJB2 (Cx26)

NT il E1 i CL i E2 i CT

!

E204A
perda auditiva

GJB4 (Cx30.3)

Figura 23- Esquema dos dominios estruturais dos genes conexinas e localizagao
das mutagdes encontradas no paciente 1.

Interessantemente, como se pode observar na Figura 23 no mesmo
coédon 59, foram descritas trés outras mutagdes alterando o aminoacido glicina
(G). A mutagcdo G59A (glicina para alanina) relacionada a perda auditiva
sindrébmica e hiperceratose (Heathcote et al, 2000). A G59R (glicina para
arginina), com padrdao dominante de heranca, descrita como uma variante da
sindrome de Bart Pumphrey, com perda auditiva, PPK e knuckle pad associado a
leucopenia, sendo que nem todos os individuos com essa condi¢cao apresentam a
leucopenia (Leonard et al., 2005). A G59V (glicina para valina) foi descrita em dois
membros de uma familia, ambos com perda auditiva profunda congénita, sendo
que o primeiro ndo apresenta nenhuma outra mutacao e o segundo a mutagao
G59V esta associada a 35delG no gene GJB2 (Toth et al., 2004). O autor refere
que a mutacdo G59V possa determinar uma heranca autossémica recessiva e que

fatores adicionais estejam interferindo no fenétipo do primeiro individuo.

Nos casos descritos acima, ocorreram mudancas de diferentes
aminoacidos na mesma regido, o que poderia justificar as diferengas dos fenétipos
observados em cada caso. Outra hipétese provavel para justificar essa diferenca
encontrada no paciente estudado nesse estudo e os descritos na literatura poderia
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ser a presenca da alteracao encontrada no gene GJB4 (E204A). Essa alteracéo foi
previamente descrita por Lépez-Bigas e colaboradores em 2002, e encontrada em

um individuo com somente perda auditiva, sem apresentar alteracées cutaneas.

O espectro clinico de mutagdes no gene GJB2 é muito amplo, incluindo
véarias formas de PPK associadas a perda auditiva neurossensorial, as sindromes
de Vohwinkel, Bart Pumphrey e KID. Todas as familias estudadas até o momento
apresentam mutacdes no primeiro loop extracelular da conexina 26, importante na

formacao dos hemicanais.

Considerando a similaridade de casos dos disturbios de queratinizagao,
existem relatos de pelo menos trés diferentes mutacdes terem sido descritas na
sindrome de KID, a mais comum delas (D50N), onde também foram identificadas
em individuos com sindrome HID (Richard et al., 2002; van Geel et al., 2002).
Essas doencgas, até entdo consideradas entidades distintas podem tratar-se de
variantes alélicas de uma mesma sindrome e estando geneticamente
relacionadas. Da mesma forma, o paciente deste trabalho com sindrome de Bart
Pumphrey e outros individuos com PPK mostraram diferentes substituicdes no
mesmo aminoacido glicina no cdédon 59, no entanto, as sindromes diferem na
presenga de algumas caracteristicas como leucopenia e knuckle pad. Portanto, as
sindromes KID, HID, PPK, BPS e Vohwinkel representam diferentes expressoes

eventualmente com mesmas mutagdes no gene GJB2.

Paciente 2

No paciente 2, os polimorfismos observados, N119 no gene GJB3 e
K138 no gene GJB5 sao frequientes na populacdo normal, o que nao justifica o
fendtipo caracterizado por eritrodermia e perda auditiva profunda. A principal
hipoétese clinica é de eritrodermia simétrica progressiva e um possivel diagndsticos
diferencial com psoriase, 0 que de fato, justifica o fato de nao ter sido observada

nenhuma alteragdo molecular significante.
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Paciente 3

Clinicamente o paciente 3 apresenta sindrome de KID, que € uma
doenca congénita rara causada por mutagdes transmitidas de forma autossémica
dominante no gene GJBZ2 (Cx26). As mutagdes D50N e D50Y, com caracteristicas
fenotipicas semelhantes, sdo as mais comumente observadas nessa sindrome
tanto em casos esporadicos como em casos familiais, confirmando um padréao de
heranca dominante. Foram ainda descritas outras mutacoes (G12R, S17F e N14Y)
em uma extremidade conservada da  conexina. Recentemente,
Mazereeuw-Hautier e colaboradores (2007) analisaram o gene GJBZ em 14
individuos com KID para avaliar se ha uma correlacao entre o genoétipo e o
fendtipo dos pacientes na sindrome. Neste estudo, o autor concluiu que os casos
familiais parecem mais freqlentes do que descritos na literatura e somente foram

observadas as mutacoes ja descritas anteriormente.

No presente estudo, a paciente 3 apresentou somente o polimorfismo
K138 no gene GJB5 e nenhuma outra alteragdo nos outros genes de conexinas
analisados que possam esclarecer o fenétipo desse individuo. S&o necessarios
outros estudos envolvendo diferentes genes para se tentar correlacionar com as

caracteristicas clinicas observadas.

Paciente 4

O paciente 4 com PPK e hipoacusia, apresenta a mutacdo R75Q no
gene GJB2. Esta mutacao foi identificada anteriormente como responsavel por
perda auditiva autossémica dominante associada com PPK, com uma
variabilidade fenotipica entre os pacientes, que pode ser devido a fatores
genéticos ou ambientais (Feldmann et al., 2005), assim como em uma familia

turca com a associacao entre PPK e surdez (Uyguner et al., 2002).

Nesse mesmo cddon, foi também descrita a mutagdo R75W (arginina
para triptofano) em uma familia egipcia com surdez autossémica dominante

associada a PPK (Richard et al., 1998). Essa mesma mutagcao também foi relatada
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posteriormente em um caso isolado com somente perda auditiva profunda néo

sindrbmica, sem alterac6es cutaneas (Janecke et al., 2001).

Quando mutacdes na arginina 75 da conexina 26 foram encontradas
em diferentes familias com perda auditiva autossémica dominante e PPK
sugeriu-se que essas alteracbes fossem suficientes para o desenvolvimento
patolégico da epiderme. No entanto, ha dois casos na literatura onde a mutacao
na posicao 75 da proteina ndo esta envolvida com PPK. O primeiro se refere a um
individuo controle com caracteristica audiolégicas desconhecida
(Richard et al., 1998), e o outro, como ja mencionado, € uma mutacao de novo
associada com perda auditiva nao-sindrémica (Janecke et al,, 2001). Piazza e
colaboradores (2005), descreveram uma familia com perda auditiva com padrao
de heranga autossémica dominante onde a mutacdo R75Q néo esta associada
com PPK em nenhum membro da familia, sugerindo que a mutacao R75Q seja
responsavel pela perda de audicao, mas nao desenvolve o fenétipo de ceratites. O
autor conclui que a associacdo de PPK com perda auditiva pode depender do
background genético sugerindo uma interacdo funcional entre a conexina 26

mutante com outras conexinas expressas na epiderme.

A mutagdo R75Q esta localizada na interface entre o primeiro loop
extracelular (E1) e o segundo dominio transmembranico (TM2) da conexina 26.
Todas as mutacdes na conexina 26, até entdo identificadas, que causam perda
auditiva autossdmica dominante e PPK estdo localizadas proximas ao loop Ef1
(Uyguner et al., 2002). Portanto, esta regiao pode ter um papel importante para a
funcdo da conexina 26 nos dois tecidos afetados, uma vez que, a arginina na
posicdo 75 é essencial para formar o canal funcional gap junctional da

conexina 26.

Na avaliacdo molecular da familia 4 observou-se a presenca da
mutacao R75Q no propédsito, com perda auditiva associada a PPK. O pai também
apresenta a mutacdo, mas nao foi possivel examina-lo, portanto ndo ha relato

sobre suas caracteristicas clinicas.
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De acordo com a literatura, a mutagcdo R75Q com heranca autossémica
dominante, apresenta uma variabilidade genética, onde a associacdo de PPK com
perda auditiva pode realmente depender do background genético e como proposto
em relatos anteriores pode estar relacionado a interagdo entre as diferentes

conexinas expressas nos tecidos cutaneos.

GJB2 (Cx26) R75W
R75Q
M1
NT E1 s cL i E2 s cT

Figura 24- Esquema dos dominios estruturais do gene GJB2 (Cx26) e localizacao
da mutacao das mutacdes R75Q e R75W.

Além da mutacdo R75Q, envolvida diretamente com os sinais clinicos
do paciente, também estdo presentes os polimorfismos H93 no gene GJB4 e o
K138 no gene GJB5. Ambos sdo mutagdes silenciosas freqlentes na populacéo

normal, portanto, provavelmente ndo estédo relacionados ao fen6tipo do paciente.

Paciente 5

No paciente 5, o qual apresenta eritrodermia congénita, foram
observadas as alteragbes E204A no gene GJB4 e o polimorfismo K138 no gene
GJB5. O individuo descrito tem dois irmaos surdos, mas sem a presenca da

alteracao.

A E204A foi descrita por Loépez-Bigas e colaboradores em 2002, em um
individuo com surdez. Posteriormente, a alteracdo E204A foi observada em
homozigose em um paciente com PPK e surdez condutiva. A surdez condutiva

nao é causada por mutacdes em conexinas, ja que as mutacdes estdo envolvidas
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com perda auditiva neurossensorial. Porém, como a mutacao foi observada em
homozigose, a PPK pode estar associada com a alteracdo (E204A) com padréao
de heranca autossdmica recessiva. O alelo E204A somente foi observado na
populacdo controle (3/362) em heterozigose, portanto, o autor ainda propde mais
estudos genéticos e clinicos em grandes familias com EKV para um estudo
funcional dessa mutacdo (Common et al, 2005). No caso do paciente 5,
provavelmente a alteracdo em heterozigose detectada nao seja responsavel pela
eritrodermia congénita. Fatores ainda indeterminados podem estar interferindo no

fendtipo observado.

Paciente 6

No paciente 6 observou-se a mutagdo A253V no gene GJAT (Cx43).
Apesar dessa mutacéo ter sido descrita em banco de dados como polimorfismo
rs7653265, estudos prévios relatam o envolvimento dessa mutagdo com a perda
de funcdo da conexina 43 e subsequente inducdo de tumor de em células C6 de
glioma de rato. Experimentos in vitro envolvendo a transfeccdo do gene GJAT
defectivo, ou seja, contendo a mutacdo A253V no gene GJAT, foi suficiente para
induzir as células C6 a formagéo de tumor, fortalecendo a hipétese de que a Cx43
tenha funcéo de supressao de tumor (Omori et al., 1998a; Omori et al., 1998b).

O paciente em questao, apresenta eritrodermia, a qual geralmente esta
associada a mutagdes nas conexinas 31 e 30.3. Por outro lado, mutagées na
conexina 43 tém sido associadas a ODDD (displasia-6culo-dento-digital), uma
doenca multissistémica rara (Vitiello et al., 2005). As principais caracteristicas
clinicas de ODDD séao dismorfismo facial, microftalmia, glaucoma, anormalidades
dentais, oftalmoldgicas e nas maos e dedos. Entretanto, recentemente, foram
relatados alguns pacientes com anormalidades na epiderme e seus apéndices,
tais como, crescimento lento e esparso de cabelos, deformacbées de unhas e
ceratodermia palmoplantar.

Discusséo
106



A conexina 43 se expressa por toda camada da epiderme e geralmente
sua expressao esta associada com diversas manifestacdes clinicas ligadas a
mutagées no gene GJB2. Entretanto, dada a forte associagdo de mutagdes na
conexina 43 em enfermidades similares, é possivel a relacdo da mutagdo A253V
como causa do fendtipo do paciente 6. Nao foi relatado nenhuma associagcéo das
lesbes do paciente 6 com algum tipo de cancer, mas o0 mesmo devera ser

acompanhado pelo ambulatério de Dermatologia do HC (Unicamp).

A perda da comunicacéo intercelular gap junctions e/ou a disfuncéo das
conexinas sao caracteristicas tipicas do desenvolvimento de cancer e esta
associado com os efeitos de carcinogénese. De fato, muitas neoplasias humanas
que se desenvolvem em véarios 6rgdos e em diferentes células, mostram
conexinas deficientes mediada principalmente pela localizacdo citoplasmatica
aberrante dessas proteinas. Os mecanismos pelo quais as conexinas mediam um
tumor supressor apresentam efeitos multiplos, podendo resultar na formagéao de
canais funcionais, hemicanais ou estdo diretamente associados com expressao
das conexinas. Em adicao, a literatura mostra que o desenvolvimento de células
cancerigenas pode ser dependente do tipo de célula e do tipo de conexina
envolvidos (Pointis et al., 2007).

Previamente, foi demonstrado que a conexina 26 pode aumentar o
potencial metastasico de células de melanoma em ratos. Saito-Katsuragi e
colaboradores (2007) pesquisaram o papel da conexina 26 na metastase de
células de melanoma em humanos, focando a comunicacdo entre células do
melanoma com as células endoteliais. O autor observou que a conexina 26 pode
contribuir para a metastase do melanoma por facilitar a comunicacéo entre células

do melanoma e as células endotelias vizinhas.

Muitos outros estudos estdo sendo realizados, principalmente
envolvendo transfeccao in vitro, para determinar a participacdo das conexinas com

o desenvolvimento de células malignas que se expressam em diferentes tecidos.
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Paciente 7

O paciente 7 apresenta a alteracdo R151S em heterozigose no gene
GJB4, a qual foi previamente descrita por Common e colaboradores (2005) como
uma alteragdo com relevancia bioldgica desconhecida em seu estudo clinico e
genético sobre EKV. O autor classifica EKV como um grupo heterogéneo de

desordens na queratinizagao.

Clinicamente o paciente apresenta eritrodermia ictiosiforme congénita
sem perda de audi¢do, o que poderia sugerir um efeito dominante da mutagao.
Porém, a mae da paciente apresenta a mesma mutacao, sem nenhuma alteracao

na pele, mas com perda auditiva profunda.

Em resumo, os dois individuos apresentam a mesma alteracao porém
com uma variagao fenotipica entre ambos. Apesar de nenhuma outra mutacgéao ter
sido observada, descartando a possibilidade de interacdo entre duas mutacées
que justifique quadros clinicos diferentes. Conclui-se que a referida alteragao pode
estar envolvida com padrdao dominante de heranca, que apresentam

expressividade variavel.

Paciente 8

O paciente 8 com PPK apresenta o polimorfismo K138 e nenhuma outra
alteracdo nos outros genes de conexinas analisados. Trata-se de uma mutacao
silenciosa, portanto, ndo € nesse caso responsavel pelo fenétipo no individuo

estudado.

Paciente 9

A analise molecular do paciente 9 mostrou algumas alteracdes em
diferentes genes conexinas. Inicialmente observaram-se os genes das conexinas

26 e 31, com as mutacdoes V37l e R32W, respectivamente. A primeira esta
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envolvida com o fenédtipo com padrédo recessivo de perda auditiva, uma vez que,
foi descrito um individuo surdo homozigoto para a mutacao V371, sugerindo que a
conversao de valina no cbédon 37 da conexina 26 seja critica
(Rabionet et al., 2000).

A mutacdo R32W foi descrita em uma familia com ceratodermia
palmoplantar (PPK) e diferentes graus de perda auditiva (Kelsell et al., 2000). A
analise molecular dessa familia identificou as mutacées M34T e D66H no gene
GJB2 e a mutacao R32W no gene GJB3. O alelo D66H segregou com o fenétipo
das alteragbes da pele nos trés membros afetados. A M34T somente é
responsavel pela perda auditiva profunda D66H no mesmo gene GJB2 ou outro
gene envolvido com surdez. A R32W foi considerada contribuir com a severidade
da perda auditiva dos pacientes da familia e da ceratodermia. No entanto,
Lopez-Bigaz (2001), notificou que o alelo R32W representa um polimorfismo
neutro, com uma freqiéncia alélica de 7,5% na populacdo espanhola e ndo que
segrega com a perda auditiva em varias familias. Apesar disso, sugeriu-se que a
expressividade da mutacdo R32W cause surdez genética quando associada a
uma segunda mutacao em outro alelo do gene GJB3 ou em outro gene associado
com perda audittiva.

A mutacdo R32W também foi observada em uma familia, na qual ndo
ha segregacao da perda auditiva dos individuos. Nessa familia o probando com
perda auditiva moderada é heterozigoto para a mutagdo R32W, e possui uma irma
com surdez profunda e alelos normais para essa alteracdo
(Alexandrino et al., 2004). Além disso, Frei e colaboradores (2004) sugerem que a
presenca da mutacao ndo aumente a gravidade da perda auditiva em associacao
com mutagdées na conexina 26. Esses resultados corroboram com os estudos
in vitro de Rouan e colaboradores (2003), no qual descreve que a expressao de
células alteradas (R32W) néo difere das células normais, sendo consideradas
funcionalmente iguais em relacao ao transporte de calcio entre as células vizinhas.
Portanto, serdo necessarios mais estudos para elucidar se a alteragdo R32W
apresenta um efeito similar in vivo ou se pode modular a expresséo fenotipica de

outras mutacdes em diferentes conexinas.
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A delecdo 154del4 no gene GJB4 foi descrita com uma frequéncia
alélica de 4% em individuos normais e surdos. De acordo com alta freqiéncia da
mutacao, a probabilidade da delecdo ser encontrada em homozigose seria de
1/2500. Se a mutacao fosse responsavel pelo fenétipo de surdez, e considerando
que 1/2000 criancas nascem surdas devido a fatores genéticos
(Rabionet et al., 2000), 80% dos casos de surdez seriam devido a essa alteracédo
em homozigose. Foi observado um individuo homozigoto com perda auditiva
(1/555), mas o alelo 154delGTCT ndo segregou com 0s outros membros da
familia (Lopez-Bigas et al., 2002). A alta freqiiéncia da delecao na populacao geral
e a presenca de individuos homozigotos para a mutacéo indicam a total auséncia
desse alelo como causa do fenétipo de surdez. Nenhum portador da delegéo
154delGTCT foi associado com algum fendétipo de alteracbes cuténeas.
Aparentemente outras conexinas podem compensar a perda ou inativacdao da

conexina 30.3.

Essas duas mutacdes R32W no gene GJB3 e 154delGTCT no gene
GJB4 foram encontras juntas em dois pacientes da casuistica desse trabalho
(9 e 15). Como discutidas anteriormente as mutacées R32W e 154delGTCT nao
segregam com o fendtipo de perda auditiva, porém uma hipétese provavel pode
ser que a associacao das duas mutagdes cause algum tipo de alteracao na pele.
No entanto, os pacientes apresentaram diferentes fenétipos o que pode ser

justificado pela associacdo com outras mutacées como observado no paciente 9.

A Figura 25 e a Tabela 11 a seguir resumem os resultados observados

no peciente 9 e outros individuos da familia.

R32W
v271| va7i K138
vy v
NT M1 E1 i cL LK) E2 i cT

GJB2/ GJB3/ GJBS/

Figura 25- Localizagdo das diferentes mutagdes nos genes conexinas
encontradas no paciente 9.
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Tabela 11-Resumo dos resultados da familia 9.

Individuos Genoétipo Genes Fenotipo
1 (Pai) V371 GJB2 Normal
Va7l GJB2
R32wW GJB3
154del4 GJB4
2 (Mae) S165 GJB4 Normal
K138 GJB5
3 (paciente) V371 GJB2 Paquioniquia Congénita
Va7I GJB2 Perda Auditiva
R32wW GJB3
154del4 GJB4
S165 GJB4
K138 GJB5
4 (irm&o) V37l GJB2 Normal
Va7l GJB2
R32wW GJB3
154del4 GJB4
K138 GJB5

Conforme mostra o heredograma da Figura 26, as mutacdes
(V371-GJB2 e R32W-GJB3) e os polimorfismos (V271-GJB2 e 154del4-GJB4)
foram herdados do pai para a paciente e seu irmdo, que nao justificam suas
caracteristicas clinicas porque o0 pai e 0 irmao nao apresentam nenhuma
anormalidade. Os SNPs (S165-GJB4 e K138-GJB5) sdo heranca materna, onde a
paciente apresenta os dois SNPs, mas o irmao apenas o segundo. Portanto, a
Unica diferenca do genétipo da paciente com o irmao € a presenca do SNP S165.
Como discutido anteriormente serdo necessarios outros estudos para esclarecer
se 0 SNP S165 apresenta alguma interacdo com as outras mutacdes descritas, ou
ainda estudar outros genes relacionados com disturbios de queratinizagao.
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Va7l i—— K138
R32W

154del4 1 2

V37l V37l
V27l V27l
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154deld X 3 4 154del4
S165 K138
K138

Figura 26- Heredograma da familia 9.

Paciente 10

O paciente 10 apresenta eritroceratodermia simétrica progressiva e
nenhuma mutacao nos genes de conexina analisados. As eritrodermias pertencem
a um grupo heterogéneo de anomalias de queratinizacdo. Normalmente,
apresentam padrdao autossdmico dominante de heranca, porém, com menos
freqiiéncia, podem se apresentar com heranca autossdmica recessiva. A
eritrodermia simétrica progressiva aparece na infancia e tende a progredir na
puberdade. Sao lesdes eritroceratéticas iniciadas de modo discreto e séao
lentamente acentuadas. As lesbes surgem simetricamente, sobretudo na face,
orelhas, cotovelos, joelhos e dorso das méaos e dos pés, sendo mais intensas nos
membros inferiores. Nao ha comprometimento palmoplantar (Fonseca e Souza,
1984). Na avaliacdo molecular do paciente 10 ndo foi encontrada nenhuma

alteracao nos genes conexinas estudados.

Paciente 11

O paciente 11 foi clinicamente avaliado com EKV, manifestacéo clinica
bastante heterogénea, O primeiro gene associado a eritrodermias foi o GJB3
(Richard et al., 1998) e posteriormente o gene GJB4 (Macari et al., 2000),
localizados na regidao do cromossomo 1p34-p35. Clinicamente as eritrodermias
sao caracterizadas por placas hiperceratéticas localizadas por toda superficie e
essas manchas sdo transientes por toda extensdo do corpo. Aproximadamente
50% dos pacientes com eritrodermias tem ceratodermia palmoplantar, que sao
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hiperceratoses nas palmas das maos e plantas dos pés. A relacédo
gendtipo-fenédtipo dessa doenca sugere que certas mutagcdes podem desenvolver
um fendtipo mais grave com hiperceratose generalizada, enquanto que outras,
observam-se apenas EKV com placas hiperceratéticas localizadas
(Richard et al., 2001; Fonseca e Souza, 1984).

Nesse individuo foi observada a mutacao V200l no gene GJBS3. Esta
regiao que esta localizada em uma posicao nao conservada da proteina conexina
31 em diferentes espécies. Na conexina 31 de ratos e camundongos, o
aminoacido 200 é uma isoleucina em vez de valina, portanto indica que essa
substituicdo nao afeta a propriedade funcional da conexina 31
(L6pez-Brigas et al., 2000).

Como nenhuma outra alteragdo foi encontrada nos outros genes
conexinas, a mutacdao V200l nao justifica o fenédtipo do paciente.Todas as
mutagOes descritas no gene GJB3 envolvidas com EKV substituem aminoacidos
conservados entre as 3 conexinas (Richard et al., 2000). Ao contrario de muitas
mutagcdes na conexina 26, que produzem lesdes cutaneas, estarem localizadas no
primeiro dominio extracelular, as mutagdes relacionadas a EKV se localizam na
extremidade amino terminal e no dominio transmembranico da conexina 31. Além
das conexina outros genes devem estar envolvidos com EKV, com as queratinas,
que sao responsaveis pela estratificacdo do epitélio da epiderme.
Aproximadamente 50 genes que codificam queratinas foram identificados nos
seres humanos e ha um grande numero de mutagdes nesses genes associados
com patologias humanas. Portanto, outros genes que se expressam na epiderme

devem ser avaliados para elucidar o fenotipo do paciente 11.

Paciente 12

O paciente 12, assim como o0s pacientes 3 e 8, apresentaram o
polimorfismo K138 e nenhuma outra alteracdo nos outros genes de conexinas

analisados. Para esclarecer o fenotipo de cada um desses individuos, novos
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estudos devem ser realizados, para identificar outros genes envolvidos com o

fendtipo desses pacientes.

Clinicamente, o paciente 12 apresenta PPK e perda auditiva. Esta
associacao clinica esta relacionada com as mutagcbées R75Q e R75W no gene
GJB2 com padrédo de herangca autossébmica dominante e com uma grande
variabilidade genética, como discutido no paciente 4. Portanto, uma variedade de
genes podem estar envolvidos no mecanismo de agdo ou expressdo dessas

mutacdes associadas com PPK e perda de audicéao.

Paciente 13

Clinicamente o paciente 13 apresenta a sindrome de Clouston
caracterizada por displasia ectodérmica hidrética, ou seja, hiperceratose
palmoplantar, alopecia, hipoplasia e deformidades nas unhas, hipotricoses. Esses
sinais associados a perda auditiva neurossensorial sdo raros. As anormalidades
histopatoldgicas da pele ndo sdo especificas, mas estudos ultra-estruturais de
cabelo revelaram uma desorganizacdao das fibras capilares com perda cuticula
capilar. A sindrome de Clouston é particularmente comum na populagcao
franco-canadense devido a um efeito fundador (Kibar et al., 2000). A sindrome
esta relacionada com mutagées no gene GJB6 e envolve diferentes fenotipos.
Lamartine (2000b) identificou duas mutacdes distintas a G11R e A88V, que
também causam paquioniquia congénita, caracterizada por uma distrofia nas
unhas (van Steensel et al, 2002). A mutagdo V37E estda envolvida com as
caracteristicas da sindrome de Clouston, da Sindrome KID.

Foram identificadas duas mutacdes no gene GJB6, as quais segregam
com HED em 12 familias Franco-Canadenses e em outras populacoes
(Lamartine et al, 2000b). A mutacdo G11R esta localizada na extremidade
amino-terminal da Cx30, e a mutagdo A88V encontram-se no segundo dominio

transmembréanico. Portanto, mutacbées no gene GJB6 estdo envolvidas com
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diferentes fenotipos e inclusive com perda auditiva autossémica recessiva
envolvendo as delecbes A(GJB6-D13S1830) e  A(GJB6-D13S1854)
(del Castillo et al., 2005).

Paciente 14

A mutagcdo K168R, observada no paciente 14 com eritrodermia
congénita e audicdo normal, foi descrita recentemente com significAncia
indeterminada em  individuos com perda auditiva neurossensorial
(Samanich et al., 2007 e Oliveira et al., 2007). Samanich descreveu trés
individuos heterozigotos para a alteragdo, sendo que um deles tem audicio
normal. O aminoacido lisina na posicdo 168 é conservado em muitas espécies,
porém esta variante também foi encontrada em um individuo controle,

descartando o possivel efeito dominante da mutagéo.

No resultado do trabalho o paciente e seu irm&o apresentam a mutacao
em heterozigose herdada do pai. Nenhum membro da familia relatou perda de
audicao o que exclui novamente a possibilidade de padrao de heranga dominante
da mutacao associada com surdez. Provavelmente, o paciente 14 apresente outra
alteracdo em outros genes que interagem com a mutacdo K168R para justificar
seu quadro clinico.

Paciente 15

A avaliacdo molecular do paciente mostrou a associagcdo de duas
mutacdes R32W/154delGTCT nos genes GJB3 e GJB4, respectivamente. Este
individuo ndo apresenta nenhuma perda auditiva, somente hiperceratose
palmoplantar. Portanto, a hipbtese provavel para a associacdo das mutacdes é
que exista uma interagao entre 0s genes conexinas que faz com que as mutacoes

se expressem em diferentes no tecido epidermal. Para elucidar essa interagao
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génica seria necessario um estudo comparativo de expressédo das conexinas 31 e

30.3 em individuos normais e com as mutag¢des associadas.

A heterogeneidade clinica e genética observada nos distarbios de
queratinizacao dificulta o diagnéstico clinico e molecular de alguns casos, como é
o caso de alguns individuos estudados nesse trabalho. Estudos funcionais
poderiam ser realizados na tentativa de se correlacionar as mutacbes aos
fendtipos observados, além da busca de novos genes envolvidos. Para tais
estudos seria importante a obtencdo do mRNA, ou seja, o estudo de genes
expressos nas regioes lesionadas dos casos nao concluidos. Entretanto, ndo foi
possivel se realizar esse tipo de estudo por questdes operacionais e éticas.
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Na casuistica do trabalho ndo foi encontrado nenhum caso positivo para
as delecoes A(GJB6-D1351830) e A(GJB6-D1351854) ou mesmo para a mutacéo
mitocondrial A7445G. As delegbes estdo diretamente associadas a perda auditiva
nao sindrébmica com heranga autossémica dominante e, a mutacdo mitocondrial

apresenta grande heterogeneidade genética na associacdo de PPK com surdez.

Foram observados dois casos com mutagdes autossdémicas dominantes
no gene GJB2Z (1); e um paciente com herancga digénica (2), com mutacdes nos
genes GJBZ2 e GJB3.

1. As mutacées G59S e R75Q foram observadas com padrdao de
heranca autoss6mica dominante; assim como outras mutagbes patogénicas no
gene GJBZ estéo localizadas na regido conservada do primeiro loop extracelular
(E1) da proteina Cx26. Esse achado refor¢ga a nocdo de que esse dominio da
proteina tem papel fundamental na formacado dos hemicanais, na interacdo dos

conéxons e permeabilidade dos canais.

2. As mutagdes R32W no gene GJB3 e a 154delGTCT no gene GJB4
foram observadas nos pacientes 9 e 15. De acordo com esse trabalho e
considerando as diversas discussdes sobre a relevancia biolégica dessas
mutacdes, talvez estudos funcionais possam determinar se essas mutagdes
representam polimorfismos ou se ha algum efeito modulador na expresséo

fenotipica quando associadas.

Foi possivel estabelecer a causa do fenétipo pelas alteracoes
encontradas nos individuos 1 e 4 da casuistica que apresentam mutagdes no gene
GJB2 com padrédo de heranca autossdmica dominante. No entanto, outras
mutacdes foram encontradas nos demais pacientes, supostamente envolvidas nos
fen6tipos observados, mas nao foi possivel estabelecer uma classificacao
molecular das diferentes expressdes fenotipicas, pela auséncia de estudos
funcionais limitados por condicdes adversas. Novos estudos envolvendo outros
genes e outras metodologias laboratoriais serdo necessarias para elucidar
definitivamente as bases bioldgicas deste grupo de doencgas.
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ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

PROJETO:
Estudo Molecular de genes conexinas em pacientes com genodermatoses

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Dra. Edi Lucia Sartorato — Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética/ CBMEG/ UNICAMP
Fabiana Alexandrino — e-mail: fabianaa@unicamp.br

ENDERECO:
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética - UNICAMP
Cidade Universitaria Zeferino Vaz
Campinas — SP — CEP 13081-970
Fone: (19) 3788-1147
e-mail: sartor@unicamp.br

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

Nome: Registro do Hospital:
Nome do pai: Nome da mae:
Endereco:

Bairro: Cidade: UF:

CEP: Fone:

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu , R.G.:
, entendo que fui convidado a participar como voluntario
de um projeto de pesquisa, aprovado pelo Comité de Etica da FCM-UNICAMP
envolvendo a avaliagdo genético-molecular dos individuos com genodermatoses
associadas ou ndo a deficiéncia auditiva. O objetivo desta pesquisa € investigar
mutagcGes nos genes conexinas e sua relagdo com as caracteristicas clinicas da
doenca, assim como verificar os niveis de expressao das conexinas envolvidas
neste estudo. O sangue e a biopsia de pele colhidos para a avaliacao do DNA e
do RNA, respectivamente serdo preservados durante 5 anos e ao término deste
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periodo, se ainda desejarmos armazenar o material, um novo pedido serd
submetido ao CEP. Caso houver interesse de realizar um novo projeto de
pesquisa com este material, 0 mesmo sera submetido a analise do CEP e um
novo consentimento sera solicitado. O sigilo serd mantido através da identificacao
dos pacientes por um cddigo.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que, se concordar em participar desse estudo como voluntario, serei
submetido a coleta de sangue (5 ml, o equivalente a uma ou duas colheres de
sobremesa), ndo sendo necessaria a hospitalizacdo. As pesquisas laboratoriais
utiizando a amostra de sangue poderao ser feitas durante um periodo
indeterminado apds a coleta de até 5 anos e apds sua realizagdo, essa amostra
de sangue sera destruida. Como esta doenga acompanha alteracoes na pele, sera
solicitada uma pequena amostra de pele através de uma biopsia, ndo sendo
necessaria a hospitalizacédo. O tecido da biopsia sera usado para complementacao
diagnéstica, sendo preservado durante todo o estudo e destruido depois que ele
se completar. As pesquisas laboratoriais utilizando o tecido da biopsia poderao ser
feitas durante um periodo indeterminado apds a coleta, e apds sua realizagao,
essa amostra sera destruida. Em todas as amostras coletadas o sigilo sera
mantido através da identificacao dos pacientes por um codigo.

RISCO E DESCONFORTO:

Para a extracao de DNA, serdo necessarios cerca de 5 ml se sangue venoso, que
poderdo ser obtidos em uma unica ou mais coletas considerando as condicbes e
faixa etaria do paciente. Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos,
podendo ocorrer dor e/ou manchas roxas (equimoses) no local da coleta de
sangue. O desconforto sera minimo, pois, em geral, essa coleta sera realizada da
veia do braco, por profissional treinado e devidamente habilitado a realiza-la. A
biopsia de pele sera realizada sob anestesia local e os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos. Os riscos incluem pequeno sangramento no local da
biopsia, que ndo costuma durar mais que alguns minutos e a possibilidade de
infeccédo local (celulite). Ha o desconforto devido a aplicacdo da anestesia local,
porém & minimo, pois 0 procedimento sera realizado por profissional treinado e
devidamente habilitado para realiza-lo.

VANTAGENS:

Eu entendo que a minha participagdo neste projeto € voluntaria e que as
informagcdes desta pesquisa em relagdao ao perfil genotipico estardo a minha
disposicdo e que, a pesquisa de alteracbes nos genes envolvidos em
genodermatoses associadas ou nao a deficiéncia auditiva podera ser fundamental,
no diagndstico da origem dessa doenca nos casos em que esta nao esta
esclarecida, permitindo, assim, que o casal seja adequadamente orientado quanto
o risco de repeticdo entre os proximos filhos.
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SIGILO:

Eu entendo que toda informacdao médica, assim como os resultados desse projeto
de pesquisa, serdo sigilosos. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem
utilizados para fins de publicacao cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMAGAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informag¢des adicionais relativas ao estudo a
qualquer momento. As responsaveis pela pesquisa, Dra. Edi Lucia Sartorato fone
(19) 3788-1147 e Fabiana Alexandrino fone (19) 3788-1091 estarado disponiveis
para responder as minhas questdes e preocupagdes. No caso de duvidas sobre
questdes éticas do estudo, poderei ligar para a secretaria da Comissao de Etica
da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, fone (0XX19) 3788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a participacdo nesse projeto de pesquisa é voluntaria e que eu
pOSsSO recusar ou retirar meu consentimento, a qualquer momento (incluindo a
retirada da amostra de sangue). Eu reconheco, também, que as responséaveis pela
pesquisa podem interromper a minha participacdo nesse estudo a qualquer
momento que julgar apropriado.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:
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ANEXO 2- PARECER COMITE ETICA - CEP

K COMITE DE ETICA EM PESQUISA
= =] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, 5p

= (0_19) 3783-R935

FAX (0_19) 3788-8925

X v fenu unicanip bripesguisa/etica ! index Bl

B cepiifem.unicam. be
CEP, 26/07/05
(Grupo Ty

PARECER PROJETO: N° 118/2005

LFIDENTIFICACAQ:

PROJETO; “ANALISE MOLECULAR DE GENES CONEXINAS RELACIONADOS A
GENODERMATOSES"

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Camila Andréa de Oliveira

INSTITUICAO: HC/UNICAMP

APRESENTACAQ AQ CEP: 30/03/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 26/01/06 ¢ 26/07/06

I1- OBIETIVOS

Rastrear mutagies nos genes GIB2(Cx26),GIB6(Cx30) JGB3(Cx31) em familias com
recorréncia de genodermatoses associadas ou nio a deficiéncia auditiva ¢ nos casos esporadicos
de etiologia nao esclarecida Verificar se a ex pressio das conexinas 26,30,31 esta modificada nos
individuos com genodermatoses associadas ou ndo a deficiéncia auditiva,

111 - SUMARIO

Aproximadamente 10 individuos  com genodermatoses  seriio  selecionades  nos
ambulatdrios de  Genodermatoses e de Dermatologia do HC/UNICAMP, ambulatorios de
Genética do CEPRE e Dismorfologia Crinio-Facial da UNICAMP, Serdio Utilizados 5ml de
Sangue e queratinocitos retirados por bidpsia de pele, O sangue serd destruido em 5 ancs e os
queratinéctios loge apds a coleta dos dados, Do sangue serd feita a extragio do DNA e anilise
de mutagdes 35delG  no gene GIB2 e da delagdo A(GIB6-DI3S1830) no gene GIB6 &
sequenciamento dos Genes GIB2, GIB6 e GIB3. Dos queratinocitos serd extraido o RNA para
Comprovar expressio das conectinas

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A pesquisa € de interesse cientifico, tem delineamento metodologice cuidadoso e
contempla as determinagdes éticas | atualmente, em vigor no pais, dispondo de profissionais
para aconsclhamento, orgamento detalhado & termo de consentimento esclarecido adequado para
a proposta do estudo.
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A pesquisadora responsavel acatou a sugestdo proposta (esclarecimento do grupo normal}
plenamente.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciencias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigbes o Protocolo de Pesquisa supracitado

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuize ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV, 1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV 2 d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocole aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Tem [I1.1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3 )

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou 11 apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 1L2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Hemeologado na VII Reuniio Ordinaria do CEP/F CM, em 26 de julho de 2005,

Profa. Pra. Carm Ei[yia Bertuzzo
FRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNIC AMP

Anexos
139



ANEXO 3- PARECER COMITE ETICA PARA ALTERACAO DE PESQUISADOR-
CEP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISH

& wewws, fontunicamp. bripesatisadeticadindes mi

CEP, 28/08/07.
PARECER CEP: M° 118/2005

PARECER

L-IDENTIFICACAD:

PROJETO: “ANALISE MOLECULAR DE GENES CONEXINAS RELACIONADOS
'A GENODERMATOSES"

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Camila Andréa de Oliveira

- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade dé Ciéneias Médicas da UNICAMP
tomou ciéneia ¢ aprovou & Emenda gue allera o pesquisador responsivel por Fabiana
Alexandrino, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contelido e as conclusbes aqui apresentados s3o de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometens.

Homologado na VI Reunigo Ordindria do CERFOM, em 28 de agasto de 2007,

Frofa, Dra. v
PRESIDENTE DO COMITE DE
FCAM /{ UNIC

1 Silyia Bertuezo
CA EM PESQLUIISA
l:l

Camité de Etlea em Pesquisn - UNICAMP

Hia: Tessdlin Vieira de Comargo, 126 FONE (01Y) 3528-8436
Caixg Postal 6111 FAX  {(019) 3521-T1ET
13084-971 Campings — ST cepimlicmunienmp.br
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ANEXO 4- ARTIGO PUBLICADO

Research Letter

American Journal of Medical Genetics 136A:282-284 (2005)

G5H9S Mutation in the GJB2 (Connexin 26) Gene in a
Patient With Bart—-Pumphrey Syndrome

Te the Editor:

‘The connexins are a family of proteins whose major function
is as part of the gap junctions of cell-to-cell channels. They are
expressed in several tissues including brain, gkin, and cochlea,
Mutations in connexins play a major role in nonsyndromic
deafness, but have been also described in individuals with
variable dermatological features [Kelsell et al., 2001].

Initially, the connexin 26 (G/B2) gene was implicated in
autospmal recessive forms of hearing loss, but was later found
to be involved in both recessive and dominant forms of genetic
deafness [Chaib et al, 1994; Petit et al, 2001]. The most
commen mutation associated with recessive deafness is 35dell
within the G./B2 gene [Denoyelle et al., 1997], which accounts
for up 70% of the connexin 26 mutations cbserved in European
and American Caucasian populations [Green el al, 1999;
Gasparini et al., 2000], In addition, there are other mutations
such as nonsense mutations, deletions, and insertions within
tha (G.JBZ gene that result in hearing loss.

Heterozygous missense mutations in GJB2 were found in
several conditions associating deafness and hyperkeratosis:
D66H in mutilating keratoderma with sensorineural deaf-
ness (Vohwinkel's syndrome, OMIM 124500) [Maestrini et al,,
2002], GB9A and R75Q in palmoplantar hyperkeratosis with
deafness (PPKD, OMIM 148350) [Heatheote el al, 2000;
Uyguner et al., 2002], as well as D50Y and D5ON in keratitis-
ichthyosis-deafness syndrome (KID, OMIM 148210), and
in hystrix like-ichthyosis-deafness syndrome (HID, OMIM
602540) [Richard et al., 2002; van Geel et al., 2002; Yotsumoto
et al., 2003], Richard et al, [2002] also deseribed two sporadic
cases of KID syndrome with G12R and 517F missense muta-
tions, each patient showing a different mutation.

GJB2 15 contiguous to another connexin gene, G-J/B6, which
encodes connexin 30. Together they form the DFBENI locus.
Large deletions in (G./Bf extending to the GJ/B2 gene may
result in a monogenic or digenic pattern of prelingual deafness.
Missense mutations in the GJB6 gene cause hidrotic ectoder-
mal dysplagia (Clouston syndrome), an autosomal dominant
disorder characterized by hair and nail defects, palmoplantar
hyperkeratosis, and other variable findings.

Mutations in the G.JJBS {connexin 31} gene also cause both
autosomal recessive and autosomal dominant forms of non-
gyndromic deafness, ag well ag ervthrokeratodermia variabilis,
an autosomal dominant genodermatosis with variable clinieal
presentation including hyperkeratosis.

Grant sponsor: Fundagio de Amparo i Pesquisa do Estado de
Bao Paulo (FAPESP).

*Correspondence to: Carles Eduardo Steiner, Departamento de
Genética Médiea, Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, CEP
13081-970 Campinas, Sao Paulo, Brazil.

E-mail: steinerfem.unicamp.br

Received 28 May 2004; Accepted 18 April 2005
DO 10.1002/ajmg.a. 30522

@ 2005 Wiley-Liss, Inc.

Bart-Pumphrey syndrome (BPS, OMIM 148200} iz a rare
autesomal dominant disorder characterized by congenital deaf-
ness, palmoplantar hyperkeratosis, knuckle pads, and leuko-
nychia. To date, only a few families with this disorder have
been reported [Schwann, 1963; Bart and Pumphrey, 1967;
Croshby and Vidurrizaga, 1976; Ramer et al,, 1994; Oliveiraetal,,
2003]. Richard et al. [2004] recently reported BPS mutation.

We present here a 26-year-old male patient with BPS who
wagsubmitted to molecular analysis of the connexin 26, 30, and
31 genes. He presented with congenital sensorineural deaf-
ness. Verrucous-like nodes on the interphalangeal, metacar-
pophalangeal, and metatarsophalangeal joints of the dorsa of
the hands and feet (knuckle pads, Fig. 1) as well as palmo-
plantar hyperkeratosis started at age 3 years. Nail shape and
size were normal, and no leukonychia was observed. Anthro-
pometrical data were within normal ranges and no signs of
cognitive impairment were detected. An audiogram and a
brainstem evoked response audiometry (BERA) were per-
formed, both showing severe sensorineural hearing loss. His
father showed a similar phenotype. Clinical presentation and
hystelogic findings of this family were previously reported by
Oliveira et al. [2003].

Since the father was not willing to participate in molecular
studies, blood specimens were colleeted only from the propo-
situs with approval by the appropriate institutional review
board and informed consent of the subject.

DMNA samples were extracted from whole blood by standard
technigques. The (/B2 gene was PCR amplified using the two
pairsof primers [Denoyelle et al., 1997; Kelsellet al., 1997], and
B3 gene was amplified using live pairs of primers described
elsewhere [Xia et al., 1998]. For mutation analysis, the single
coding regions of the G.JB2 and GJB3 genes were sequenced
from PCR products using the ABI Prism BigDve Terminator
Cyele Sequencing Ready Reaction Kit (ABI PRISM/PE Bio-
systems, Foster City, CA} and the products resolved on ABI
PRISM™ 377 (Perkin Elmer, Boston, MA).

In order to examine the deletion of the GJBE gene, we
amplified the breakpoint junction of the (GJB6-D1381830)del
by PCR [del Castillo et al,, 2002].

Analysis and sequencing of (7./B3 did not show any
abnormality and the ((RJBE-D1351830idel in the G.JBE gene
was not found. However, sequencing of GJB2 revealed a G to A
substitution at nueleotide 175. This nucleotide substitution
corresponds to a heterozygous glycine to serine change at codon
59 (35951 (Fig. 2). This amino acid substitution was not found
in more than 200 individuals with iselated deafness and in over
100 individuals without hearing loss tested in our service. This
substitution was also not listed in the Human Gene Mutation
Database [2004].

A mutation inthe same codon (59) wasreported by Heatheote
et al. [2000] who proposed that G59A was responsible for the
syndrome of hearing loss and hyperkeratosis obgerved in their
study. This codon is lacated in the first extracellular loop (E 1) of
comnexin 26 (Fig. 3}, aregion that is highly conserved amongall
connexins sequenced to date.

Mozt syndromic forms of deafness-hyperkeratosis are asso-
ciated with mutations in the first extracellular domain of
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Fig. 1. Dorsal view of propogitug hands showing knuekle pads,

econnexin 26. Three unrelated families with Vohwinkel gyn-
drome ghowed the zame mutation [Maestrind et al., 2002),
although variahle intra- and interfamilial degrees of dermato-
logical and audiclogical features were present, as weall as
worgening with ape. At leasmt three different mutations
have been described in KID syndrome; the most common of
these was resently 1dentified in individuals with HID syn-
drome [Richard et al., 2002; van Geel et al., 2002], until then
esongdered a distinet sty from the former. The present
patient with BPS and one individual with PPKD [Heatheote
etal., 2000] showed diffarent replacements In same amine acid:
glyeine at eodon 59, BPS differs from PPED by the presence of
leukonyehia and knuckle pads (Fig. 13, although two among
five individuals described by Ramer et al. [1994] as having BPS
did not haveunpueal changes.

Each connexon iz a hexamerie complex of sonnexin mole-
cules and the first extracellular loop of the protein ia thought to
play a role in connexon—eonnexon interartions. Richard of al.
[2002] suggested that specific amine acid substitutions within
the extracellular domain E1 of connexin 26 may affert only
theepithelium ofthe cochlea, theinnerear and epidermis or the
eorneal epithelium, hair follicles, and nails. Thus, eonmexin 26
may be involved In many of the autozomal deminant syn-
dromes of deafness with dermatological changes and the
severity of the phenotype may be dependent upon the mutation
invelved.

In conelugion, thisis the second report indicating that BPS
joins the list of deafness-hyperkeratoss conditions associated
with mutations in GJ/B2 gene. The data regarding whether
gpecific mutations are responaible for each clinical presenta-
tion are limited at present, but it appears that KID, HID,
PPED, BPS, and Vohwinkel syndrome represent differsnt
expressions of a single gene defect.

A B

F CAG CCANG CTE C ARG CAGCCREG CTGEC R
a "
' |

..Lgi',"f*.d\ {\\it Wk EX'EL«[\’WM'

Fig 2. Direet sequencing analysisof the coding region of the GJB2 gene
Mlustratingthe GEOS alteration. A: A G — Atransition of one allele. B: Wild-
type sequence. [Color figure can be wiewed in the online issue, which is
available at www. interseience wiley.com.]
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Fig. 2 Sehematie of sormesxin 26 protein strusture indicatin grmutations
associated with deathess and hyperkeratosis.
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