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A deficiéncia auditiva neurossensorial est4 presente em cerca de 1 em cada 1000 criangas e,
em muitos casos, ¢ dificil estabelecer sua origem. Isso se deve a sua grande diversidade
etiolégica, e também ao fato do ouvido interno ser inacessivel a procedimentos
diagnésticos discriminantes. Embora ndo se saiba com exatidio o ntmero de loci
envolvidos na surdez com etiologia niio esclarecida, é certo que mutagdes no gene GJB2
'(Cx26) estdo envolvidas em 50% dos casos de surdez pré-lingual ndo-sindromica de
heranga autossémica recessiva.
Alguns individuos com deficiéncia auditiva neurossensorial apresentam muta¢des no gene
GJB2 em apenas um dos alelos, sendo de grande importancia esclarecer se o fendtipo
observado nesses casos seria devido a interagfio entre diferentes conexinas expressas no
aparelho auditivo resultando em um efeito dominante negativo, afetando a fungfio da

proteina normal.

Diferentes genes ¢ mutagbes sio apontados freqlientemente como causa de deficiéncia
auditiva em diferentes populagdes na medida em que mais individuos vdo sendo estudados.
Assim, outro gene também da familia de conexinas, GJB3, que codifica a conexina 31
(Cx31), esta relacionado como causa de surdez nfio-sindrémica principalmente com padrdo
de heranca autossdmico dominante. O estudo de mutages no gene GJB3 (conexina 31),
tem como objetivo esclarecer alguns casos de perda auditiva nos quais ndo foram
identificadas mutagdes no gene GJB2 (conexina 26), aumentando a possibilidade de
realizar o aconselhamento genético da familia, além de proporcionar melhor esclarecimento

a respeito do complexo mecanismo que envolve a audi¢cio humana.

E importante ressaltar que ha grande variagfo no grau de comprometimento de capacidade
auditiva devido a mutacbes nos diferentes genes de conexinas, dificultando o
aconselhamento genético ¢ o estabelecimento e o estabelecimento de um prognéstico para
outros casos na familia. Sendo assim, é sugerido o estudo mutagdes de no gene GJB3, nos
casos onde foram encontradas mutagdes somente em um dos alelos do gene GJB2, poderia
esclarecer alguns fenotipos observados. Portanto, o rastreamento de muta¢Ges no gene
GJB3 em individuos com surdez neurossensorial de etiologia ndo esclarecida, em casos
com padr&es de heranga recessivo ou dominante ¢ em casos esporadicos contribuiria com

mais informagcBes essenciais ao aconselhamento genético.
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Deafness is one of the most common sensory defects in the general population and its
prevalence increases with age. In developed countries about 60% of hearing loss cases are
due to genetic factors. In Brazil the majority of cases of hearing loss are due to
environmental factors. However, the proportion of genetic causes tends to increase as a
result of improvement in health care, and thus modify daily medical practice in the

etiologic investigation of deafness.

Recent years have seen tremendous progress localizing and cloning genes associated with
inherited hearing loss. Most of cases inherited are nonsyndromic, and approximately 80%
of these genes are autosomal recessive, 18% autosomal dominant, and 2% X-linked or
mitochondrial inherited. Several connexin genes have been found mutated in patients with
non-syndromic and syndromic deafness indicating an important role these proteins in the
auditory system. Mutations in the connexin 26 (GJB2) lead to hearing impairment in most
of populations all over the countries. This gene is responsible for approximately 80% of the
non-syndromic recessive deafness. The GIB3 gene (Cx31) has recently been found as
deafness gene. Mutations in the connexin 31 have been detected either in
erythrokeratodermia variabilis and non-syndromic autosomal recessive or dominant
deafness. To determine the contribution of connexin 31 to sporadic deafness, we analysed
the entire gene of conmexin 31 in 67 families with non-syndromic hearing impairment. We
reported three amino acid changes, Y177D, 49delK and R32W, and two nucleotides
variants, which represents a silent mutation. The R32W substitution has been previously

described, and its involvement in hearing impairment remains uncertain.

We presume that mutations in connexin 31 gene are an infrequent cause of non syndromic

deafness.
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1- FISIOLOGIA DA AUDICAO

Todas as funcdes sensoriais do ouvido interno dependem de recepgdo mecanica,
ou seja, da detecgdo de pequenos movimentos produzidos por forgas que atuam em torno
das células sensoriais do ouvido. Esses movimentos sdo oscilagdes rapidas no caso do som

¢ movimentos mais lentos no caso da gravidade e aceleracdo.

O ouvido humano ¢ formado por trés partes distintas: externa, média e interna
(figura 1). O ouvido externo consiste em auricula e canal auditivo externo, 0 qual capta o
som e o transfere para a membrana timpanica. O ouvido médio, por sua vez, ¢ formado pela
cavidade timpénica e por uma cadeia de trés ossiculos (martelo, bigorna € estribo), os quais
coletam as vibragdes recebidas pela membrana timpanica e as transmitem para a janela oval
do ouvido interno. O ouvido interno consiste no aparelho vestibular e na cdclea, 0 qual,
além de transmitir informagdes sonoras ao cérebro, proporciona informagdes sobre a
aceleracfio e a dire¢do da gravidade, sendo responsavel pelo equilibrio e pela coordenac@o

dos movimentos (HUDSPETH, 1989).

Figura 1 - Estrutura do ouvido humano. Fonte: HUDSPETH, 1989.

Introducdo
21




2- DEFICIENCIA AUDITIVA

A deficiéncia auditiva é um distirbio sensorial relativamente comum na
populagio humana que pode se manifestar em qualquer faixa etéria, como resultado de uma
ampla variedade de anomalias geneticamente determinadas, bem como de diversos fatores

ambientais. Assim sendo, o diagndstico etioldgico de um portador de deficiéncia auditiva €,

em geral, dificil de ser estabelecido.

Em alguns casos, a etiologia da deficiéncia auditiva ¢ claramente ambiental,
decorrente de fatores pré, peri ou pOs-natais, como trauma acustico, exposi¢do a drogas
otot6xicas (aminoglicosidios) e infecgdo bacteriana ou viral, como rubéola ou
citomegalovirus. Entre os casos de etiologia genética, estima-se que 30% dos casos de

surdez pré-lingual sejam sindrémicos e 70% ndo-sindrémicos (tabela I).

Tabela 1 — Fatores da deficiéncia auditiva.

CAUSAS DE DEFICIENCIA AUDITIVA

Infeccdo materna  (citomegalovirus,
rubéola)

Pré-Natal Uso de medicamentos durante a
gestagdo
Irradiacdo durante a gestacio
Ictericia grave {(kernicterus)

Ambiental Peri-Natal Trauma de parto
Anéxia
Otites
Meningite
Pos-Natal  Sarampo
Caxumba
Traumatismos
Sindrémico
Genética Autossomico dominante
Nio-sindromico AutossOmico recessivo
Ligado ao X
Mitocondrial
Introdugio
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3- CLASSIFICACAO
A deficiéncia auditiva pode ser classificada de acordo com alguns critérios:

Em relagiio 4 localizacfio do defeito ela pode ser condutiva, quando a anomalia

afeta o ouvido médio ou externo; meurossensorial (perceptiva ou neural), quando as

anomalias estiio situadas entre os receptores do ouvido interno- ¢ as regides auditivas do -

cérebro; ou ainda mistas, quando envolvem ambos os defeitos.

Considerando a o grau da perda auditiva; ela. podé ser leve, correspondendo a
perda de 27-40dB; mederada (41-55dB); moderada a grave (56-70dB); grave (71-90dB);

e profunda, correspondendo a perda auditiva >90dB.

Considerando a época em que se manifesta, a deficiéncia auditiva pode ser pré-
lingual, quando estd presente ao nascimento ou antes da aquisi¢iio da linguagem, ou pos-

lingual, quando se apresenta depois.

Qutro critério de classificacdo da deficiéncia auditiva € a sua associa¢do com
outros sinais, podendo ser sindrdmica quando estiver associada a malformagBes crinio-
faciais ou cervicais, displasias esqueléticas, anomalias cutineas ou oculares, doengas
neurolégicas, ¢ disfungBes renais ou metabélicas, ou ndo-sindrémica quando for o dnico

defeito detectavel.

4- PREVALENCIA DA DEFICIENCIA AUDITIVA

A prevaléncia da surdez congénita varia segundo varios autores nas diferentes
populagdes, sendo estimado que 1 em cada 1000 criancas apresentam perda auditiva
congénita, em paises desenvolvidos. No Brasil, entretanto, nio existem dados oficiais da
prevaléncia da deficiéncia auditiva. Porém a surdez de causa ambiental ¢ predominante
(67%), sendo uma proporgdo de 15% de casos de surdez hereditéria e 18,5% dos casos de
etiologia ndio esclarecida (SIMOES & MACIEL-GUERRA, 1992).

Em paises desenvolvidos, estima-se que cerca de 60% dos casos de surdez pre-
lingual tém bases genéticas (MURGIA er al., 1999). Entre as criangas com déficit
permanente de audicio cerca de 90% apresentam disturbios neurossensoriais, 5% de

condugio e 5% sio mistos (PARVING, 1994) e, em muitos casos, € dificil estabelecer sua
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origem (MORTON, 1991). Isto se deve a sua grande diversidade etiologica, além do fato
do ouvido interno ser inacessivel a procedimentos diagnésticos discriminantes. Portanto,
em uma parcela significativa dos casos néio € possivel chegar a um diagnostico etiologico,
com prejuizo evidente do aconselhamento genético — nesses casos, 0 risco empirico de

recorréncia ¢ estimado em 10%.

5. GENETICA DA DEFICIENCIA AUDITIVA
5.1- DEFICIENCIA AUDITIVA SINDROMICA

Mutagdes em genes responsaveis por surdez neurossensorial associadas com
quadros sindromicos sdo identificadas freqiientemente. Acredita-se que ha mais de 400
quadros sindrémicos nos quais a perda auditiva é uma das caracteristicas. A tabela II

exemplifica algumas sindromes e suas caracteristicas.

Tabela 2 — Exemplos de Sindrome associadas a deficiéncia auditiva.

SURDEZ ASSOCIADA COM: SINDROMES
Treacher Collins
Malformagdes craniofaciais € cervicais Crouzon
Apert
Displasias esqueléticas Osteogénese Imperfeita
Anomalias cutineas Waardenburg
Disfungo renal Alport
Anomalias oculares Usher
Fraser
Disfuncdes metabdlicas Pendred
Hurler
Anomalias cromossdmicas Trissomia do cromossomo 18

Trissomia do cromossomo 21
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5.2- DEFICIENCIA AUDITIVA NAO SINDROMICA

A surdez nio-sindrémica é altamente heterogénea. Acredita-se que mais de 100
genes possam estar envolvidos pa deficiéncia auditiva ndo-sindromica (SOBE et al., 2000),
que pode se apresentar com varios padrdes de heranga: autossdmico recessivo em 80% dos
_ casos, autossdmico dominante em 15%, ligados ao cromossomo X em 1 - 3% dos casos, e
também 2% dos casos com heranga materna devido a mutagGes em genes mitocondriais

- (KALATZIZ & PETIT, 1998). -

Até o momento, em relagio as formas nfo-sindrémicas de surdez, mais de 90
loci foram mapeados: 51 para as formas autossdmicas dominantes, 39 para as formas
recessivas, ¢ 8 ligados ao cromossomo X. Dentre esses loci mapeados, foram clonados 32

genes nucleares e 2 genes mitocondriais.

O gene GJIB2, que codifica a proteina conexina 26, foi o primeiro a ser
identificado como responsavel por surdez neurossensorial ndo sindrémica com padrdo de
heranga autossdmico recessivo. A partir de entdo, muitos outros genes envolvidos no
fenotipo de surdez neurossensorial nfio sindromica foram clonados e estéio sendo estudados,
como mostra a tabela III (VAN CAMP and SMITH). O presente trabalho tem como

objetivo o estudo do gene GJB3, que codifica a proteina conexina 31.
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Tabela 3 — Genes envolvidos nas formas nfo-sindrdmicas de surdez.

GENE Locus FORMA REFERENCIAS
GJA1L (Cx43) Autossdmica recessiva LIU et al., 2001
SLC26A5 Autossdmica recessiva LIU et al., 2003
GIB2 (Cx26) DFNB1 Autossbimica recessiva KELSELL et al., 1997
DFNA3 Autossdmica dominante KELSELL et al., 1997
GJIB3 (Cx31) DFNA2 Autossbmica dominante XIA et al., 1998
DFNBI1 Autossdémica recessiva DEL CASTILLO et al., 2002
MYO7A DFNB2 Autossdmica recessiva LU et al., 1997, WEILL et al.,1997
DFNA!1  Autossdmica dominante LiUef al., 1997
MYOL15 DFNB3 Autossémica recessiva WANG er al., 1998
MYO3A DFNB30  AutossOmica recessiva WALSH et al., 2002
MYO6 DFNA22  Autossémica dominante MELCHIONDA et dl., 2001
DFNRB37  AutossOmica recessiva AHMED er al., 2003
MYOI1A DFNA48  Autossémica dominante DONAUDY et al., 2003
SLC2A4 DFNB4 AutossOmica recessiva Lietal, 1998
T™IE DFNB6 Autossdmica recessiva NAZ et al., 2002
TMCI DFNB7 AutossOmica recessiva KURIMA et al., 2002
DFNB11
DFNA36  Autossdmica dominante KURIMA et al., 2002
TMPRSS3 DFNB8 Autossomica recessiva SCOTT et al., 2001
DFNE10
OTOF DFNB9 Autossdmica recessiva YASUNAGA ef al., 1999
CDH23 DFNB12  Autossdmica recessiva BORK et al., 2001
STRC DFNB16  AutossOmica recessiva VERPY er al., 2001
USHIC DFNB18 AutossOmica recessiva AHMED et al., 2002
TECTA DFNAS Autossdmica dominante VERHOEVEN et al., 1998
DFNAI12
DFNB21 Autossdmica recessiva MUSTAPHA et dl., 1999
OTOA DFNB22  AutossOmica recessiva ZWAENEPOEL et al., 2002
CI.LDN14 DFNB29 Autossdmiica recessiva WILCOX ef al., 2001
DIAPHI DFNAL Autossdémica dominante LYNCH et al., 1997
KCNQ4 DFNA2 Autossémica dominante KUBISCH et al., 1999
DFNAS DFNAS Autossdmica dominante VAN LAER et al., 1998
WFS1 DFNAG Autossémica dominante BESPALOVA et al., 2001
DIFNA14 YOUNG ef al., 2001
COCH DFNAS Autossomica dominante ROBERTSON er al., 1998
EYA4d DFNA10  Autossomica dominante WAYNE et al., 2001
COLI11A2 DFNA13  Autossomica dominante MC GUIRT et al., 1999
POU4F3 DFNA1S  Autossémica dominante VAHAVA eral, 1998
MYHY DFNA17  AutossOmica dominante LALWANI et al., 2000
TFCP2L3 DFNA28  AutossOmica dominante PETERS ef al., 2002
POU3F4 DFN3 Ligadaao X DE KOK et al., 1995

Nizo surpreende a quantidade de Joci envolvidos no fendtipo da surdez, se
considerarmos que a coclea é um dos 6rgios mais complexos do ser humano. Como
responsavel pela audicfio, utiliza-se de aproximadamente 16.000 células sensoriais ciliadas

que dependem, para seu bom funcionamento, de despolarizacdo da membrana celular e
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transduciio mecanoelétrica, liberagdo da transmissdo e transporte de fons, entre outros
eventos (AVRAHAN, 1997).

Informagdes sobre novos genes € suas proteinas estdo revolucionando os

conhecimentos dos processos moleculares envolvidos na perda auditiva que poderdo

 facilitar o surgimento de terapias especificas que possam retardar ou prevenir o surgimento

da surdez; um exemplo especifico é o de contra-indicar o uso de aminoglicosidios em

portadores de mutagdes mitocondriais especificas que predispdem a ototoxicidade.

6- CONEXINAS E SUAS FUNCOES

A conexina 31 (Cx31) é um tipo de beta conexina codificada pelo gene GJB3
(gap junction protein, beta-2). Em termos evolutivos, as conexinas podem ser agrupadas
em pelo menos trés subfamilias - a, B, y. No entanto, a nomenclatura mais comum ¢
baseada no peso molecular da proteina, ou seja, Cx26 (GJIB2), Cx30 (GJB6), Cx31
(GJB3), Cx32 (GJIB1), Cx43 (al) e assim sucessivamente (KRUTOVSKIKH &
YAMASAKI, 2000).

Mutagdes nesses genes causam surdez com heranca autossdmica recessiva
(GJB2 ¢ GIB3), autossdmica dominante (GJB2, GJB3 e GJB6) ou ligada ao X (GJBI).
Além disso, sdo responsaveis tanto por surdez sindrémica (GJB2, ceratodermia
palmoplantar; GIB3, eritrokeratodermia variabilis; ¢ GIB1, neuropatia periférica), como
nio sindromica (GJB2, GJB3 e GJB6) (RABIONETE ef al., 2000).

Os genes que codificam as proteinas conexinas sio muito semelhantes entre si;
apresentam uma regido codificante contendo um exon separado da regifio nfo traduzida 5°
por um intron de tamanho varidvel. Membros das familias das conexinas (14 1soformas ja
identificadas em mamiferos) possuem seqiiéncias altamente conservadas e quatro dominios
transmembranicos (M1-M4) separados por dois loops extracelulares (E1-E2) e um loop
citoplasmatico (CL), com suas extremidades carboxi e amino-terminal presentes no

citoplasma (BRUZZONE et al., 1996). A figura 2 mostra um esquema da conexina 31.
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Figura 2 — Representagdo esquematica da proteina Cx31. Fonte: LIU ez al.,
2000.

Os dois loops extracelulares das proteinas conexinas sdo estruturas criticas para
a unifo dos hemicanais (conexons) na formagio de um canal funcional. Trés cisteinas,
conservadas em todas as espécies de conexinas, sdo localizadas em cada um desses dois
loops e sdo cruciais para a estabilizagdo intramolecular. Além disso, esses dominios sdo
responsaveis pela compatibilidade seletiva entre diferentes espécies de conexinas para
formar canais heterotipicos funcionais (FOOTE et al., 1998). A composi¢do dos
amino4cidos e o tamanho do loop citoplasmético s3o bastante varidveis entre as conexinas,
e & nessa regiio que os polimorfismos sdo mais freqiientemente detectados em algumas
dessas proteinas (KRUTOVSKIKH & YAMASAKI, 2000).

Em relagdo aos quatro dominios transmembranicos, o conhecimento de suas
fungdes é limitado. Sabe-se que, certamente, um deles esta envolvido na formacdo dos
canais gap junctions. Além disso, a identificagdo de varias mutagdes associadas com
deficiéncia auditiva na mesma regiio do dominio M3 de trés genes de conexinas (Cx26,
Cx31 e Cx32) sugere que este dominio é importante para o funcionamento das proteinas e
que possui um papel vital na formag8o dos conexons nas células do ouvido interno (LIU, et

al., 2000). Os conexons sdo formados, mas o transporte € prejudicado devido a ligacdo
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incorreta entre dois conexons ou a incapacidade de formaggo de uma gap junction funcional

entre eles.
Um conexon é formado por seis moléculas de conexinas que se agrupam.

Conexons de células vizinhas unem-se para formar o canal gap junction e, assim

estabelecer a comunicacdo intercelular entre elas (figura 3). Cada conexon é composto de

um tnico tipo de conexina, mas pode se unir com conexons de outros tipos de conexinas

formando um canal heterotipico.

g5 ssdFEamy

a Lanais _form?dos Extracelular
entre duas céiulas

Extracelular aberto {'eﬁha;

Citoplasma

h

Figura 3 — Representagfio esquematica da gap junction. (a) Membrana
de duas células adjacentes e (b) estrutura de um conexon.
Fonte: STEEL et al., 1998.

Em contraste de todas as outras conexinas isoformes, a conexina 31 (Cx31)
caracteriza-se por formar canais homotipicos, ou seja, os conexons da Cx31 s6 formam
canais funcionais quando unidos com conexons da mesma protefna (STEEL, 1998). Além
disso, a Cx31 apresenta uma diferenca em relagfio as outras conexinas por apresentar um
residuo adicional de trés cisteinas no loop extracelular E2, o que pode ser a causa dessa

interagfio restrita da Cx31 com outras conexinas.
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Os mecanismos de gap junctions permitem a transmissio rapida de pequenas
moléculas e ions e facilitam a deflagracio quase instantinea de potenciais de acfo. Essas
proteinas sdo altamente expressas em vertebrados nas camadas da epiderme. As gap
Junctions sdo0 rtaras entre os neurdnios de mamiferos, mas sfo comuns em células ndo

neurais como céhilas gliais, epiteliais e do musculo cardiaco.

ndo diretamente relacionadas com as gap junctions da comunicagio intercetular. Recentes
experimentos de tfansfecg:ﬁo revélaram que a cépacidade das conexinas regularem a
expressdo dos genes que controlam o crescimento, a diferenciagéo celular e a supressdo de
tumorigenicidade nfio estd necessariamente correlacionada com a capacidade das células se
comunicarem via gap junctions (KRUTOVSKIKH & YAMASAKI, 2000).

O papel fisiologico das conexinas esta ligado a muitas doengas humanas com
muta¢des em genes especificos de conexinas. Mutagdes em cinco diferentes conexinas tém
sido associadas & perda auditiva, Cx26, Cx31, Cx30, Cx32 e Cx43 (RABIONET et al,
2000). Mutagdes no gene GJB2 (Cx26) sio mais prevalentes, acometendo mais de 50% dos
casos de perda auditiva nio sindrOmica, principalmente com padrdo de heranca
autossémico recessivo (KELSELL et al., 1997). No entanto, o grau de surdez ndo pode ser
predito apenas com base nas mutagdes previamente encontradas no gene da conexina 26,

visto o grande nimero de genes envolvidos.

Uma das maiores dificuldades com relagfio ao aconselhamento genético de
individuos portadores de mutagdes no gene da conexina 26 ¢ que em aproximadamente 10 a
40% dos casos as mutagdes sio detectadas em apenas um dos alelos, tornando o

aconselhamento genético dessas familias extremamente problematico.

7- O GENE GJB3

O gene GJB3 que codifica a proteina conexina 31 (Cx31), esta localizado no
cromossomo 1p35.1. Mutacdes nesse gene estfio associadas a surdez nfo sindrOmica,
principalmente com padrfo de heranca autossdmico dominante e, & doenga de pele

chamada eritrokeratodermia variabilis, também com padrio dominante (RICHARD et al.,

1998; RICHARD e al., 2000). Foram também detectados portadores de n@u‘i“agaes
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GJB3 em heterozigose com audi¢do normal, em contraste com Outros heterozigotos que
apresentaram surdez progressiva. Portanto, parece que mutacdes no gene GJB3 podem
resultar em diferentes fenétipos, com diferentes formas de surdez transmitidas de modo
recessivo ou dominante. Nesta regifio do cromossomo 1(p34-35), existem outros genes que
codificam proteinas conexinas: GJA4 (Cx37), GIBS (Cx31.1) e GIB4 (Cx30.3). MutagBes

associadas com eritrokeratodermia variabilis foram encontradas nos genes GJB3-e GJB4
(GOTTFRIED et al., 2002).

O gene GJB3 foi isolado de um clone contendo 16kb de inserto, do qual
3.281pb foram seqiienciados (EMBL Acession No. AJ004856). O codon de inicio (ATG)
estd localizado ma posicio 797 e o codon de terminagio (TGA) na posigdo 1.609
(WENZEL et al., 1998). A proteina Cx31 humana possui 270 aminoécidos e uma seqiiéncia
{inica de 813pb, apresentando 82% de similaridade com a dos roedores (HOH et al., 1991;
HENNEMANN ef al., 1992). Assim, a proteina de camundongos difere da de humanos em

40 residuos, os quais estio normalmente limitados ao loop citoplasmatico.

8- CONSIDERACOES GERAIS

A grande quantidade de informagSes do projeto genoma humano tem
contribuido para localizagio de genes relacionados a surdez, que tém sido isolados e
clonados, devido ao grande nimero de marcadores €m Cromossomos humanos. A utiliza¢do
de modelos animais, por intermédic de mutagénese induzida, também permite a
identificagio de genes relacionados & surdez em camundongos com posterior identificacdo
de seus homologos em humanos (HARDISTY et al.,1999).

Os recentes progressos no entendimento da biologia molecular da surdez
trazem algumas possibilidades de tratamento alternativo que poderdo estar disponiveis no
futuro, como a terapia géﬁica, o tratamento medicamentoso e a regeneraciio das células
ciliadas. A terapia génica ¢ a possibilidade de intervengdo mais evidente sobre defeitos
genéticos e se baseia na introdugdo de uma versdo normal de um gene alterado dentro de
uma célula apropriada. Alguns trabalhos tém sido realizados com o intuito de introduzir
genes em células neurossensoriais do ouvido interno, mas seus resultados ainda ndio foram

avaliados (STEEL, 2000b). Uma alternativa poderia ser a terapia medicamentosa,
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utilizando, por exemplo, outras conexinas que sejam capazes de substituir a Cx26 na
formaciio das gap junctions, mas cujo gene nio seja normalmente expresso na coclea.
Medicamentos poderiio ser desenvolvidos para ativar a expressio do gene de uma conexina

alternativa nas células que precisarem formar gap junctions (STEEL, 2000b).

A viabilidade de screening de mutagdes no gene GJB3, que estd associado &

surdez ndio sindrdmica ¢ a quadros associados a enfermidades de pele (RABIONET er al.,

2000), pode trazer respostas para muitos casos de perda auditiva que nfo sdo decorrentes de
mutacSes em homozigose no gene GJB2, permitindo o aconselhamento genético das
familias e trazendo mais informages a respeito do complexo mecanismo que envolve a
audico humana. Um elemento que dificulta o aconselhamento genético ¢ a grande
variabilidade na deficiéncia auditiva devido a mutagdes em diferentes genes de conexinas
dificultando, assim, o estabelecimento de um prognostico caso venham a surgir novos ¢asos
na familia (DENOYELLE et al., 1999).

Introdugido
32



OBJETIVOS

-
A N
33



1. OBJETIVOS GERAIS

Estudo de mutagbes no gene GJB3 em individuos portadores de deficiéncia

auditiva neurossensorial nfdo-sindromica.

Anélise molecular do gene GJB3 em:

¢ individuos com surdez neurossensorial nfo-sindromica que nfo apresentam

alteracGes no gene GJB2;

o individuos com surdez neurossensorial nio-sindromica que apresentam

alteracfio no gene GJB2 somente em um dos alelos.
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1- CASUISTICA

Os individuos estudados foram divididos em trés grupos diferentes. Alguns
(Grupos A e B) apresentavam évaliaéﬁo clinica prévia, excluindo ao méximo que a surdez
tivesse sido por fatores ambientais ou qué tivesse associada a um quadro sindrémico.
Outros pacientes (Grupo C), provenientes de diferentes centros do pais, ndo haviam sido
submetidos. a. esta avahag:ﬁ:o clinica ¢ foram encaminhados por 'épfeséﬁtarém surdez de
origem ndio esclarecida.

Os grupos A e B compreendem os individuos provenientes do ambulatério de
Genética do Centro de Estudos e Pesquisas em Reabilitagio (CEPRE) da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp, com avaliagio genético-clinica e hipétese
diagnostica de deficiéncia auditiva ndo-sindromica de origem genctica (casos com
recorréncia familial) ou indefinida (casos esporadicos) onde o gene GJB2 foi previamente
estudado (OLIVEIRA et al., 2002). O grupo A corresponde aos individuos que ndo
apresentavam nephuma alteragdio no gene GJB2 e o grupo B os individuos com mutagio

em um dos alelos deste gene.

Os individuos do grupe C sdo provenientes de outros centros do pais sem
diagnostico genético-clinico prévio ¢ sem andlise gene GJB2, o qual foi analisado
juntamente com o gene GJB3, que foram encaminhados por apresentarem deficiéncia

auditiva de origem nfio esclarecida. Os grupos estudados estio representados na tabela IV.

Material e Métodos
35



Tabela 4 - Relacdo dos individuos estudados.

GRUPOS NUMERODE NUMERODE Casos

FAMILIAS INBIVEDUOS ISOLADOS

CAsS08 cOM
RECORRENCIA

PROCEDENCIA

SELECAO DOS
INDIVIDUOS

FAMILIAL

Deficiéncia

auditiva
.10 familias

(15,16,21,25, 26, 27,
29, 36,47 e 54)

neurossensorial
CEPRE

Unicamp

31 familias néo sindrémica
de etiologia nfo
esclarecida sem

mutagdo no gene

GJB2.
Deficiéncia
auditiva
neurossensorial
CEPRE

Unicamp

. ndo sindrémica
2 familias

(31, 40)

7 familias de etiologia nio
esclarecida com
mutacdo no gene
GJB2 em um dos
alelos.
Deficiéncia

. auditiva
5 familias

neurossensorial
(1,4,5, 10 e 14)

Clinicas diversas o
nio sindrdémica

12 familias

de etiologia ndo

esclarecida

2- METODOS
2.1- EXTRACAQ DE DNA GENOMICO DE SANGUE PERIFERICO
' O DNA genbmico foi extraido de leucdcitos obtidos a partir de 10 a 15 ml de
sangue periférico coletados em tubos Vacutainer contendo EDTA 10% de acordo com o
protocolo adaptado ao laboratério de Genética Humana do CBMEG e descrito a seguir:
Adicionou-se ao sangue coletado 35ml da solugio A (Triton-X 100 a 1%:
MgCl, 5mM; Sacarose 0,32M; Tris-HC1 10mM pH 8,0) e, apos homogeneizagdio, a mistura

foi colocada em gelo por 30 minutos para ocorrer lise das hemacias. Em seguida,
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centrifugou-se a 2500 rpm por 15 minutos a 4°C, retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-
se o pellet em 20ml de solugdo A, centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2500 rpm em
temperatura ambiente e retirou-se o sobrenadante. Depois ressuspendeu-se o peller em 1mi
de soluciio B 2X concentrada (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8.0),
e adicionou-se 250ul de solugdo C preparada na hora (para 1 ml de solugdo C: 0,5 ml de
“solucdio B, 1 mg de Proteinase K (Boerhinger Mannheim GmbH, Mannheim, Alemanha),
0,5 m! de SDS 10%). Incubou-se a amostra em banho-maria a 37 C por aproximadamente

18 horas a 56°.C. durante 2 horé.s...

Ap6s este periodo de incubagfo, procedeu-se & purificagio do DNA gendmico
com fenolcloroformio, que permite a remocio de peptideos e proteinas de solugbes
aquosas. Acrescentou-se 4s amostras 2 mesma proporgdo (volume/volume) de fenol
saturado com tampdo Tris-HCl 10 mM pH 8,0, homogeneizou-se por inversdo 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 extracio com fenol foi repetida por mais uma vez. A fase aquosa coletada
anteriormente acrescentou-se igual volume de cloroférmio/élcool isoamilico na proporgio
24:1 e centrifugou-se novamente a 2.500 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente,

para a separagiio da fase aguosa.

O DNA, presente na fase aquosa, foi precipitado ao se adicionar 0,1 volume de
acetato de sodio 3M, pH 5,5 e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Apds inversdo lenta do
tubo obteve-se a precipitagdo do DNA, o qual foi coletado com o auxilio de um bastfo e em
seguida lavado com etanol 70% para retirar 0 excesso de sal. Dependendo do volume de
DNA precipitado, ressuspendeu-se em um volume de 200 a 500ul de TE 1X (TE 10X Tris-
HCl 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0). Os tubos foram mantidos & temperatura

ambiente para que o DNA entrasse em solugfo.

Em seguida, esse DNA foi submetido & eletroforese em gel de agarose 0,8%,
em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, (TBE 10X ¢ composto de Tris Base a 0,089M,
Acido Bérico a 0,089M e EDTA a 0,002M e em pH 8,0) e corado com brometo de etideo
(na concentragdo final 0,5ug/ml), a partir de uma solugdo estoque a 10mg/ml ¢ visualizado

sob luz ultravioleta.
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2.2- AMPLIFICACAO DO GENE GJB3

O GJIB3 ¢ composto de apenas um exon codificante com 813 pb (GenBank,
ntiimero de acesso: AF099730) amplificado pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando-se as seqiiéncias de 5 pares de primers descritas abaixo (XIA et al.,

1998). Os primers ou iniciadores sdo oligonucleotideos sintéticos a partir do qual os
 desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs) sio incorporados ¢ tem inicio a elongagdo da cadeia
de DNA respeitando-se a complementaridade de bases (A-T/C-G).

Tabela 5 — Seqiiéncia dos cinco pares de primers usados na amplificacfio do gene GIB3.

PAR PRIMERS 5°—3* TAMANHO DO PRODUTO DE PCR

1 Cx1F - ATT CTC TCA GGT AGG CAC GG 210pb
Cx1R - TGG TGT TGC AGT CAA AGT CC
2 Cx2F — TAT ACG TGG TGG CTG CAG AG 270pb
Cx2R - CTG CGT TGT CGT ACA GCT TG
3 Cx3F - CTC GCT GCT GGT CAT CCT 223ph
Cx3R - CAT ATT GAA GCC ATG CCA GA
4 CxdF - TTC CTC TAC CTG CTG CAC AC 202pb
Cx4R - GGC AGA TGA GGT AGC AGA GC
5 CxSF-CCG TCTGCATCG TACTCA CC 255pb

CxSR - CCT GCC CTG TGG TCA GAT

A amplificagio dos fragmentos do gene GJB3 consistiu em 30 ciclos usando
200 a 500ng de DNA genbémico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 20pmol de cada primer, 2,5U de enzima Tag DNA polimerase em
tampao de PCR 10X (Tris-HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgCl;, em um volume final de
reacdo de 40pl, utiliando-se os ciclos de amplificagiio segundo LIU ef al. (2000). A figura 4
representa os ciclos de amplificacfio utilizados de acordo com a Tm de cada primer, a qual

foi padronizada em 62°C para os cinco pares de primers.

Material ¢ Métodos
39



30 ciclos

95°C  95°C
Bmin imin

72°C | 72°C
imin  Bmin

imin

Figura 4 - Ciclos de amplificacio do gene GIJB3.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos & eletroforese em gel de agarose

1% em tampdo TBE 1X e, apés coloragiio com brometo de etidio, o gel foi visualizado sob

iluminacAo ultravioleta e fotografado.

2.3- AMPLIFICACAO DO GENE GJB2
O gene GJB2 também ¢ composto de apenas um exon codificante (GenBank,

nimero de acesso: M86849), que foi amplificado pela técnica da PCR utilizando dois pares
de primers descritos na tabela VI de acordo com KELSELL et al. (1997) e DENOYELLE

et al. (1997).
Tabela 6 — Seqiiéncia dos primers usados na amplificagio do gene GIB2.

Par PRIMERS 5 ~»3’ "TAMANHO DO PRODUTO DE
PCR
1 Cx1F - TCT TTT CCA GAG CAA ACCGC 284pb
CxIR - GAC ACG AAG ATC AGC TGC AG
2 Cx2F - CCA GGC TGC AAG AACGTG TG 520pb

Cx2R - GGG CAA TGC GTT AAACTGGC

A amplificaciio do gene GJIB2 consistiu em 30 ciclos usando 200 a 500ng de
DNA gendmico, 200uM de cada desoxinucieotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 20pmol de cada primer (direto e inverso), 2,5U de enzima 7ag DNA polimerase em
tampéo de PCR 10X (Tris~-HCl 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgCl,, em um volume finai de
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reagiio de 50ul. A figura 5 representa os ciclos de amplificagfio utilizados para os dois

fragmentos do gene GJB2.
30 ciclos
94°C - 94°C _
Smin | Imin 72°C__ 72°C
: Imin  Bmin
62°C
Imin

Figura 5 - Ciclos de amplificagdo do gene GJB2.

Os produtos de amplificacio do gene GJB2 foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1% em tamp@io TBE 1X e, apos coloragiio com brometo de etidio, o gel

foi visualizado sob iluminag¢io ultravioleta e fotografado.

2.4- SSCP (SINGLE STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM)

A técnica consiste em analisar a migracio da fita simples do gene, sendo que os
fragmentos de DNA dupla fita sfo desnaturados e as fitas simples sfo separadas em gel de
poliacrilamida em condi¢des nfo desnaturantes. Nestas condi¢des, cada fita simples assume
uma conformagio estrutural dependendo das interagdes internas e do pareamento de bases
de sua prépria seqiiéncia nucleotidica. Portanto, sdo visualizados padrSes de migragéo

especificos para cada fita simples.

O gel foi preparado em placas (42cm x 33,5cm e 39,5cm x 33,5cm) separadas
por espacadores de 1mm de espessura. Na placa maior passa-se 3ml de Repel-Silane -
Pharmacia (substdncia repelente a base de silicone), e na placa menor usa-se Bind -
Pharmacia, para o gel ficar aderido & placa para posterior coloraggo. O gel ¢ composto de
glicerol 20%, acrilamida/bisacrilamida 40% e tampdo TAE 50X (Tris-Acetato-EDTA), em
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um volime final de 150ml, 800ul de persulfato de aménio 10% e 80ul de TEMED, para

polimerizagéo do gel.

Em relacdio ao fragmento 2 (produto de PCR amplificado com os pares de
primers Cx2F ¢ Cx2R) do gene GIB3 nio foi possivel a padronizagdo de condigbes ideais
d‘:_"’_‘?‘ﬁ@;._@_ entanto, a técnica foi desenvolvida utilizando géis manuais, em placas de
200mm X 180mm, na mesma composigéo que o gel anterior s6 que em um volume final de
40ml, utilizando-se, portanto, 300ul de persulfato de aménio 10% e 50ul de TEMED.

Foram preparadas aliquotas com 10ul dos produtos de PCR e 10pl de uma
solucdo desnaturante (95% de formamida, 0,05% de azul de bromofenol e EDTA 20mM
em pH 8,0). Esta propor¢iio 1:1 de solugfo desnaturante/PCR pode variar de acordo com a
concentracio do fragmento. Recomenda-se que o produto da PCR tenha uma concentragdo
de 100ng/ul. Estas aliquotas foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos e aplicadas ao gel-

As condigdes de corrida para o gel grande foram padronizadas entre 250 e
300Vh por 14 horas, ¢ uma pré-corrida de aproximadamente 30min, € para o gel pequeno
100V também por aproximadamente 14 horas. Em seguida, o gel foi corado da seguinte
forma:

Fixacdo - 10% etanol; 0,5% 4cido acético, por 20 minutos a temperatura

ambiente;

Impregnacio - solucio de nitrato de prata 0,15 % por 20 minutos para o gel

grande e, apenas 10 minutos para o gel pequeno;

Lavagem com agua destilada;

Revelagio - 6g NaOH, 1,2 ml formaldeido, g.s.q 200ml HxO;

Interrupgio - repetir solucfo de fixagdo.

Apbs a coloragdio, os géis foram fotografados e analisados. Uma vez encontrada
alguma diferenca na mobilidade eletroforética (shiff) em relagfo aos controles normais, tais

fragmentos foram seqiienciados.

2.5- CLONAGEM
Para a clonagem de seqiiéncias do gene GJB2 e GJB3 foi utilizado o kit pGEM
(Promega). Este kit permite a clonagem réapida e eficiente de fragmentos amplificados pela

técnica de PCR. O método se baseia na caracteristica da Tag polimerase de adicionar uma
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simples dexosiadenosina (A) na extremidade 3’ dos produtos de PCR. O vetor pGEM ja €
linearizado e possui na regido 3’ terminal um residuo de desoxitimidina (T) permitindo que
inserto e vetor com extremidades coesivas se liguem eficientemente. As etapas do processo

de clonagem estdo listados abaixo.

2.5.1- LIGACAO
Os fragmentos amplificados pela PCR foram utilizados como inserto na ligagfo
ao plasmidio. Na ligacio do inserto ao plasmidio utilizou-se 125ng de inserto, S0ng do
vetor (propor¢do vetor/inserto 1:2,5), tampdo 2X e 3U de enzima T4 DNA ligase em um
volume total de reagio de 10/ul. Esta reagfio foi incubada por 1 hora a temperatura

ambiente.

2.5.2- TRANSFORMACAO

Foram utilizadas bactérias da linhagem DHS5a descritas por HANAHAN
(1983).0 protocolo para obtenciio de células DHSu competentes foi baseado segundo o
descrito por NISHIMURA e af. (1990). No estado de competéncia, as bactérias tornam-se
aptas a adquiriremn seqiiéncias de DNA exogeno, inclusive DNA plasmidial. O processo de
captura e incorporagdo do DNA exogeno € denominado transformagfo bacteriana. A
aquisi¢do do plasmidio contendo o inserto pelas células DH5a foi desencadeada apds
choque térmico. Em 100ul de células DHS5a competentes foram acrescentados 5Sul da
reacdo de ligacfio. Estas células foram mantidas em banho de gelo por 30 minutos ¢
imediatamente apds este periodo promoveu-se a transformagfo através de um choque
térmico a exatos 42°C por 1 minuto. Passado este periodo, retornou-se as amostras ao
banho de gelo por 10 minutos para o fechamento dos poros da membrana celular e retencdo

dos plasmidios, com ou sem insertos.

Um volume de 900ut de meio LB (bactotriptona 1%, extrato de levedura 0,5%
e NaCl 1% com pH 7,5) foi adicionado as células. O meio LB continha o antibittico
ampicilina (25mg/ml) utilizado para selecionar apenas as bactérias transformadas, pois

somente o plasmidio contém o gene que confere a resisténcia a este antibidtico. As
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amostras foram mantidas em agitador a 200-300rpm por 1 hora e a 37°C. Em seguida,
200ul de células supostamente transformadas foram plaqueados em meio LB sélido (15%
de agar bacteriologico, contendo 25mg/ml de ampicilina e 50mg/ml de X-gal) e incubadas a
37°C durante por 12 horas. O X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B, D-galactosidase) € um

substrato para a enzima B-galactosidase (P-gal) cuja regifio amino terminal do gene esta

presente no plasmidio exatamente no sitio de inser¢do do fragmento de PCR. O produto da
reacdo da B-gal € um composto azulado util na identificacsio de clones nfio recombinantes.
As colonias de coloragfo branca indicam que o inserto interrompeu a regido amino terminal
do gene da P-galactosidase no plasmidio inativando sua funcfo. Este gene € portanto, um
gene-reporter, ¢ esta estratégia permite a identificacdo de colonias de bactérias que
possuem ou nfo o fragmento inserido. As coldnias azuis sdo compostas de bactérias -gal

ativa e, portanto, sem o fragmento clonado no plasmidio.

2.5.3- ANALISE DOS CLONES RECOMBINANTES

Apenas as colonias brancas foram selecionadas para a amplificacgo do inserto
pela técnica de PCR. Uma coldnia de cada vez foi coletada usando-se alga de plastico. Esta
coldnia isolada foi colocada em um tubo tipo eppendorf juntamente com a alca cortada no
tamanho do mesmo. Apés este procedimento seguem-se as etapas para a realizacdo da
PCR.

2.6- SEQUENCIAMENTO
2.6.1- SEQUENCIAMENTO MANUAL

O seqlienciamento do DNA foi realizado para identificagio de mutagdes no
gene GJB3 a partir dos 5 fragmentos do produto de PCR. O método utilizado para o
seqiienciamento € o de terminacfo de cadeias (SANGER et al.,1977), utilizando o kit
Thermo Sequenase Radiolabeled termination cycle sequencing (AMERSHAM Life
Science), que se baseia no seqiienciamento por incorporagio de nucleotideos terminadores
da reagdo em cadeia da polimerase. Estes didesoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs) ou
terminadores (ddGTP, ddATP, ddTTP e ddCTP) uma vez incorporados na fita em sintese
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interrompem o processo de incorporagdo de outros nucleotideos. Antes da reagdo foi
realizado um pré-tratamento dos produtos da PCR para eliminar primers, {ragmentos
inespecificos e nucleotideos ndo incorporados durante a reagéo.
Reagao de pré-tratamento
5 plde produto de PCR (para cada uma das reagdes)
10U de Exonuclease I (EXOI)
2U de Fosfatase Alcalina de Camario (SAP)

Esta reacdo ¢ incubada a 37°C por 15 minutos e 80°C por 15 minutos (para a
inativacio das enzimas).

Reagio com [o>-P] — ddNTPs

7ul da reagfio de pré-tratamento do produto da PCR;

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

2ul de reaction buffer 10X (260mM Tris-HCI, pH 9,5; 65mM MgCl);

8ul de H-O;

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

Foram distribuidos 4,5u1 dessa reagfio para cada um dos 4 tubos contendo a
mistura de terminagdo que é composta de: 2pl dGTP termination master mix (7,5uM/pl
dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e 0,5ul (0,3uM/ul) de cada ddNTP marcado com o-P:
ddGTP - 0,3uM [a®-P] ddGTP (1500Ci/mmol, 450pCi/ml), 11,25uCi; ddATP - 0,3uM
[0°3-P] ddATP (1500Ci/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi; ddTTP - 0,3pM [o*-P] ddTTP
(1500C¥/mmol, 450pCi/ml), 11,25uCi; ddCTP - 0,3uM [o®*-P] ddCTP (1500Ci/mmol,
450uCi/ml), 1125uCi.

A reacdo constou de 40 ciclos, com temperatura de anelamento correspondente

ao primer utilizado (figura 6).
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40 ciclos

g5°C | 95°C
Imin

72°C : 72°C
imin | Bmin

30seg

Figura 6 - Ciclo utilizado na reagfio de seqiienciamento manual.

Apbs os ciclos foram acrescentados 4ul de stop solution (95% formamida,
20mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xileno cianol) para interromper a reagao.

Gel de acrilamida 6%:

10,5ml de solugfio estoque de acrilamida a 40% contendo 3% de bisacrilamida

7ml de tampao TBE 10X

29.4¢g de uréia

H,0d para um volume final de 70ml

Para a polimerizagio s3o adicionados

500pl de persulfato de amdnio 10%

50ul de TEMED (Tetrametiletilenodiamino).

A solucgio foi vertida entre duas placas de vidro (com as dimensdes de 42cm X
33,5cm e 39,5¢m x 33,5cm) emparelhadas e tendo entre elas espagadores sem gradiente de
espessura. As placas foram previamente lavadas com detergente, acetona e etanol absoluto
e somente a placa maior passou por um tratamento com 3ml de Repel-Silane (substancia
repelente & base de silicone).

As amostras foram previamente desnaturadas a 95°C por 5 minutos, aplicadas
no gel de seqiienciamento (2 a 4ul) e submetidos a uma corrida eletroforética nas condi¢des
de 2000V, 50W e 50mA. O tempo de corrida foi adaptado a 2 horas de acordo com o

tamanho dos fragmentos, proporcionando a leitura completa do exon.
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Apés a corrida eletroforética as placas foram desmontadas. Em funcio do
Repel-Silane a placa maior separa-se sem dificuldade do gel que permanece na placa
menor. Da placa menor o gel foi transferido para um papel 3MM (papel de filtro) nas
mesmas dimensdes da placa. A porosidade deste papel e sua qualidade de absorvente por

capilaridade promovem a aderéncia do gel ao papel. Em seguida o papel foi envolto em

filme de PVC para embalagem e permaneceu secando por 1 hora a 80°C num secador a
vacuo. Apds a secagem, este papel foi exposto a um filme sensivel (Kodak Biomax)

durante 72 horas.

2.6.2- SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO
Purificagiao dos produtos de PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Apds a purificagio as amostras
foram quantificadas usando-se o marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder

{GIBCO) para posterior seqiienciamento.
Reacio de seqgiienciamento automatico para produto de PCR

As reacOes de seqiienciamento foram corridas no seqiienciador automatico ABI
PRISM™ 377 (Perkin Elmer) utilizando-se o BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit
V2.0 Ready Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems) e, constituiram-se:

4(-80ng de DNA
3 pl do mix BigDye
1ul do primer direto ou reverso (SmM/ul)

H>0 deionizada para completar 10 pl.
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As condiges de amplificagdo utilizadas estdo esquematizadas abaixo na figura

30 ciclos
96°C . 96°C
1min | 10seg
60°C
57°C 4min
5seg

Figura 7 - Ciclo utilizados na reacfio de seqlienciamento automético.

As amostras foram precipitadas com isopropanol 75 % e mantidas a - 20°C até
o momento do seqiienciamento. Antes da corrida o pellet ¢ eluido em 3pul de tampéo
formamida/Blue Dextran (5:1). A composicdo do gel de seqiienciamento encontra-se

descrita abaixo, e posteriormente foi filtrado em filtro 0,22pum (Millipore).
Gel de acrilamida 4,5%:
360¢g de uréia
10g de resina (Dowex MR-3 [I-9005])
100ml de solucdo de acrilamida (19:1)
100ml de TBE 10X
H,O para completar 1 litro.
Analise das seqii€éncias obtidas

As seqiiéncias obtidas foram analisadas e comparadas com a seqiiéncia normal

com o auxilio do programa Generuner.
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2.7- ANALISE DE RESTRICAO
A seguir sdo descritas analises de restrigio para trés mutacdes localizadas no
gene GJB2 e uma mutagfio no gene GIB3 com as enzimas especificas para cada alteracdo,
como mostra a tabela VII. Os produtos das digestdes foram submetidos & eletroforese em

gel de agarose na concentragio de 1,5% em tampio TBE 1X. Posteriormente os géis foram

" corados com brometo de etidio ¢ os fragmentos da digestio foram visualizados em Tz

ultravioleta e fotografados.

Tabela 7 — Resumo das analises de restri¢do nos genes GIB2 e GJB3.

REACAO GENE PrODUTC ENZIMA  GENOTIPO GENOTIPO MUTACAO
DIGESTAQO  ANALISAPO pE PCR NORMAL MUTADO IDENTIFICADA

(TAMANHOS PB)  (TAMANHOS

PB)

1 GJB2 Cx2 Mnll 3 fragmentos 2 fragmentos  delE120
(522pb) (345,46 ¢ 131) (391, 131)

2 GIB2 Cx2 PmaC1l 2 fragmentos 1 fragmento VISM
(522pb) (410, 112) (522)

3 GJIB2 Cx26-14 Bglil 2 fragmentos 1 fragmento -493del10
{383pb) (240, 143) (383)

4 GJB3 1 Hpall 2 fragmentos 1 fragmento R3ZW
{210pb) (117,93) (210)

2.7.1- DETECCAO DA MUTACAO DELE120

A presenga da mutagfio delE120 abole um sitio de restri¢do da enzima Mn/ I, no
fragmento Cx2 do gene GJB2, o qual ¢ cortado em trés fragmentos na auséncia da

mutaciio. A reagdio foi incubada a 37°C por 2 horas e ¢ composta por:
10ul do produto de PCR
1ul BSA1%
1pl tampdo

1pl enzima Mnl I

Tul H,0
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2.7.2- DETECCAO DA MUTACAO V95M
A mutacio V95M pode ser analisada usando a enzima de restrigdo PmaC 1, a
qual apresenta um sitio de restrigdo no fragmento Cx2 normal do gene GJB2, portanto

contando-o em dois outros fragmentos. A reacgdo de digestdio foi incubada por 3 horas a

37°C contendo:
18ul do produto de PCR

1ul tampio

1ul enzima PmaC 1

2.7.3- DETECCAO DA DELECAO -493DEL10

Esta analise foi feita usando a enzima de restricdo Bgl/ I, a qual corta o
fragmento Cx26 ~14 do gene GJB2 de 383pb em dois fragmentos de 143pb e 240pb, em
individuos que ndio sio portadores da delegdo. A reagfio foi incubada a 37°C durante a
noite.

10 pl do produto de PCR

7 ul H,O

2 ultampdo REACT 3

1 plenzima Bgl I

2.7.4- DETECCAO DA MUTACAO R32W

A analise da mutagio R32W foi realizada em todos individuos da familia 14
usando a enzima Hpa 11, que digere um fragmento normal de 210pb do gene GJB3 em dois
fragmentos de 117pb e 93pb. A reagdo descrita abaixo foi incubada por 2 horas a 37°C.

10 ul do produto de PCR

7 Wl H,O

2 pl tampdo REACT 8

1 pl enzima Hpa I

Material ¢ Métodos
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A amplificagfio do gene GJIB3 foi realizada por intermédio da técnica da PCR
(reagdo em cadeia da polimerase), usando cinco pares de primers descritos por XIA et al.
(1998). A figura 8 mostra 0s produtos de amplificagio de todos os fragmentos em
eletroforese em gel de agarose 1% mostrando o tamanho de cada fragmento conforme
tabela V.

Figura 8 — Produtos de amplificagiio do gene GJB3 em eletroforese de gel de
agarose. M- marcador de peso molecular de 100pb (Gibco BRL); 1-
fragmento I com 210pb; 2- fragmento 2 com 270pb; 3- fragmento 3
com 223pb; 4- fragmento 4 com 202pb; 5- fragmento 5 com 255pb.

Toda a regifio codificante do gene GJB3 (conexina 31) foi seqlienciada em 50
familias (56 individuos) provenientes do CEPRE, os quais apresentam diagndstico
genético-clinico prévio ¢ foram encaminhados por apresentarem deficiéncia auditiva de
origem ndo esclarecida. Esses individuos foram previamente analisados quanto a presenca
de muta¢des no gene GJBZ. A casuistica foi dividida em GRUPO A, quando nenhuma
alteracdio era observada no gene GJBZ ¢ GRUPO B, quando foi observada alteragdo em um
{inico alelo desse gene. As mutages ¢ polimorfismos observados estdo relacionados nas

tabelas VIII e IX, GRUPOS A e B, respectivamente.
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Tabela 8- Alteragdes observadas nos genes GJB2 e GJB3 em individuos do GRUPO A.

FaMiLias PacieENTES  GJIB2 GJB3
Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2
3 3* N N N266 N
10 10% N N Y177D N
Mie N N Y177D N
12 12* N N N266 N266
| Pai N N N266 N
Mée N N N266 N
54 *54 N N Y177D N

N — nenhuma alteraco observada; * casos indices.

Tabela 9— Alteragdes observadas nos genes GJB2 e GJB3 em individuos do GRUPO B.

FamiLias PaciEnTES GJB2 GJIB3
Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2

17 17* V271 N N N
31 31 35delG N N N
32 32+ 35delG N N N
33 33* V271 N N N
39 39* 35delG N G193 N
40 40* 35delG N N N
44 44* V3Tl N N N
33 53* w172X N N N

Pai W172X Ww172X

Mae N N
55 55% 35delG N NIi9 N

N —nenhuma alteragiio observada; * casos indices.

Além disso, também foram analisados 17 familias, com surdez neurossensorial
ndio sindrdmica provenientes de diversas clinicas do pais. Esses individuos nfio apresentam
diagnéstico genético clinico prévio. O gene GJB2 foi analisado inicialmente ¢ as mutagSes

encontradas em ambos os genes sdo mostradas na tabela X.
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Tabela 10 — Alteraces observadas nos genes GJB2 e GJB3 em individuos do GRUPO C.

FAMILIAS PACIENTES GJB2 GJB3
Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2
03 3* N N 49delK N
04 4* V27V KIG5R N N119 N
Pai N N
Mie V27/KI05R N
_— . o bmae N2TUEKIOSR N
05 5% M34T Vo5M N N
Pai Vo5M N
Mie M34T N
Irmgo M34T CVOSM
Irmi M34T VosM
Esposa N N
08 8* 35delG 35delG N N
Pai 35delG N
Mie 35delG N
89 o= 35delG N N N
10 10* delE120 N N N
Pai delE120 N
Mie N N
Filhe N N
Filha N N
Esposa N N
Irmé 1 (11) delE120 N
Irmi 2 {I12) N N
Fitho 1 (I1) delE120 N
Filho 2 (11) delE120 N
Esposo (I1) N N
14 14* N N R32W N
Pai R32W N
Mie N N
Irmio N N
Irmatl R32W N
Irma 2 N N
17 17*% N N P159 N

N - nenhuma alteragiio encontrada; * casos indices.

A andlise do gene GJB3 (conexina 31) foi realizada completamente em 67
familias divididas em trés diferentes grupos (A, B e C). A tabela 1X apresenta um resumo

de todas essas alteracdes no gene GJB3 encontradas na casuistica desse trabalho.
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Tabela 11 - AlteragSes encontradas no gene GJB3.

MUTACAO NUCLEOTIDEO AMINOACIDO METODO DE DETECCAO

Y177D TG Tyr'7—Asp Seqiienciamento

49delK delGAA™ Lys* Seglienciamento

R32W C*5T Arg”—Trp Seqiienciamento — Digestio
 N119 o T Asn'M—Asn  Seqilenciamento

N266 C™5T Asn*®—>Asn Seqiienciamento

P159 GA Pro'*—Pro Seqiienciamento

G193 CPT Gly'®-»>Gly Segiienciamento

A figura 9 esquematiza e localiza as mutagbes e polimorfismos presentes no

gene GIB3 que foram relacionados na tabela acima.

€357T

C94T | G4TTA
l l C7987T

AN\
AL

144del6AA | C579T
T5296

Figura 9 — Localizacdo das mutagdes encontradas no gene GJB3.

1. ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE GJB3 NOS INDIVIDUOS DO
GRUPO A.
1.1- FAMILIAS 3 E 12
Os pacientes 3 e 12, pertencentes as familias 3 e 12, respectivamente, ndo
apresentaram nenhuma alteragdo no gene GJIB2 e, no gene GJB3, observou-se a mutagdo
silenciosa N266. Trata-se de wm polimorfismo peutro muito freqiiente na populacio
(MHATRE, et al., 2003), resultante de uma transigio C/T, na posigiio 798 (C"*—T), a qual

ndo muda o aminoacido asparigina nessa posigéo.
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O paciente 3 & heterozigoto para a alteragdo N266, como mostra a figura 10.
Por outro lado, o paciente 12 apresenta esta a alteragdo N266 em homozigose. Os pais do
paciente 12 também foram analisados, ambos séo heterozigotos para a mesma alteracfo, e

nfio apresentou perda auditiva.

8T

Figura 10- Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJB3: A — seqiiéncia normal; B — paciente 3 heterozigoto para a
mutacgo N266 (C**—T).

1.2- FAMILIAS 10 E 54

Os pacientes 10 e 54, pertencentes as familias 10 e 54, ndo apresentam
nenhuma alteracdio no gene GJB2, no entanto, no seqiienciamento direto do gene GJB3,

observou-se a presen¢a da mutagéo Y177D.

Esta alteracio caracteriza-se por apresentar uma transicdo de T/G, (T#5G),
em heterozigose no codon 177 (figura 11), que leva a substituiciio do aminoacido tirosina

para 4cido aspartico (Y177D), localizado no segundo loop extracelular da proteina.
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Figura 11 — Eletroferograma mostrando parte da seqiiéncia do gene GJB3: A -

seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a mutacdo

Y177D (T*-0).

No heredograma da figura 12, o paciente 10 (II-1), que possui a alteragdo
Y177D, apresenta deficiéncia auditiva neurossensorial profunda pré-lingual. Os pais deste
paciente foram estudados ¢ a mesma alteragdo também foi encontrada na mie (I-2) do

propbsito, a qual relatou ndio apresentar perda auditiva.

! v
1 2

N/N Y177D/N

1 _»,:E s
i Y177D/N

Figura 12 - Heredograma da familia 10.

O Individuo do sexo feminino sem D.A e com mutagfo no gene GJB3 em apenas um alelo.

E Individuo do sexo masculino com D.A e com mutagio no gene GJB3 em apenas um alelo.

D Individuo do sexo masculino sem D.A e sem mutacio no gene GJB3.

O paciente 54, representado no heredograma da figura 13 (II-1), apresenta
perda auditiva pré-lingual profunda e a alteragio Y177D se encontra em heterozigose.
Provavelmente, esta alteragdo foi herdada da mée (I-2) do propoésito, da qual ndio temos
nenhuma informago a respeito da capacidade auditiva atual. Os pais sfio consangiiineos e
possuem mais trés filhos, dos quais apenas um (II-4) com perda auditiva, no entanto, sem

alteragfio no gene GJB3.
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N/N

11

1 2 3 4.

Y177D/N N/N N/N N/N

Figura 13 - Heredograma da familia 54.
. Individuo do sexo feminino com D.A e sem mutagfio no gene GJB3.
E Individuo do sexo masculino com D.A e com mutago no gene GJB3 em apenas um alelo.
D Individuo do sexo masculino sem D.A e sem mutagio no gene GJB3.

@ Individuo do sexo feminino nfio submetido a exame molecular ¢ sem diagnostico.

Para verificar se a alteragiio Y177D & um polimorfismo freqiiente na populagio
foram analisados 100 individuos controles com audi¢io normal. Esta andlise foi realizada
usando a técnica de SSCP. Nio foi observada alteracdio no padrio de migragdo nos

individuos controles ouvintes, quando comparado com individuos com a mutagéio Y177D.

2- ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE GJB3 NOS INDIVIDUOS DO
GRUPO B

2.1- FAMILIA 39

O paciente 39, pertencente a familia 39, apresentou no seqlienciamento do gene
GJB3 a transi¢do C/T, na posi¢do 579 (C3”—T), em heterozigose, a qual nfo leva a

alteracdio do aminoécido glicina (figura 14).
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Figura 14 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqliéncia do gene
GJB3: A — seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a

mutagio G193 (C*—>T).

2.2- FAMILIA 55

O paciente 55, pertencente a familia 55, € heterozigoto para o polimorfismo

N119 no gene GJB3. Trata-se de uma transicdo C/T, na posi¢do 357 (C*—-T), como

mostra a figura 15.

GATC 6 ATC

Figura 15 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJB3: A — seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a

alteragio N119 (C*¥'>T).
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3- ALTERACOES ENCONTRADAS NOS INDIVIDUOS DO GRUPO C
3.1- ALTERACOES NO GENE GJB3
3.1.1- FAMILIA 3

Na familia 3, o paciente 3 apresenta surdez neurossensorial moderada com
inicio tardio. A analise do gene GJB3 mostrou a muta¢io 49delK em heterozigose; esta
mutagiio ¢é responsavel pela delegdo do cédon 49 (GAA), que transcreve O aminoacido
lisina. A detecgdo desta mutagiio foi feita inicialmente por seqiienciamento direto do gene,
porém com a dele¢lio em heterozigose néo foi possivel a interpretagéo dos resultados, sendo
necessario o seqiienciamento passando pela etapa de clonagem para confirmagdo da

presenga da delegéo (figura 16).

6 ATC 6 ATC

delGAA -

Figura 16 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJB3: A — paciente heterozigoto para a mutagio 49delK; B -

seqiiéncia normal.

3.1.2- FAMILIA 14

Na familia 14 diversos individuos apresentam perda auditiva moderada. O caso
indice (paciente 14), apresenta a mutagdo R32W, localizada numa seqiiéncia altamente
conservada no primeiro domifnio transmembranico do gene GJB3, a qual resulta da
substituigio do amino4cido arginina (CGG) para o triptofano (TGG) no cédon 32 do gene

GJB3, como mostra a figura 17.

Resuitados
60



6 AT C 6 ATC

T

Figura 17 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJB3: A - seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a

mutacgdo R32W (C*>ST).

Posteriormente todos os membros da familia foram analisados por analise de
restricdo por meio de digestdo com a enzima Hpa II, a qual corta o fragmento normal de
210pb do gene GJB3 em dois fragmentos representados na figura 18. A figura 19 mostra a
fotografia de um gel de agarose com a amostra do paciente 14 e um controle negativo para

a mutacgdo.

\L Hpa II

76 93pb

210pb
Figura 18 — Representagdo esquematica da analise de restrigdo da mutagéo
R32W no gene GJB3.
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210pb
117pb

93pb

Figura 19 - Anélise de restri¢do para a mutagio R32W com a enzima Hpa II
no gene GJB3: M- marcador de peso molecular de 100pb-Gibco
BRL; 1- produto de PCR nfo digerido; 2- probando; C- controle

negativo.

O paciente 14 (II-10) e seu pai (I-1) sdo heterozigotos para a mutagio R32W
com perda auditiva neurossensorial moderada de origem tardia, sem nenhuma altera¢do na
pele. Outros membros da familia foram analisados e uma das irmds do paciente ndo ¢
portadora da alteragdo, mas apresenta surdez profunda (II-6). A figura 20 esquematiza o
heredograma da familia 14 e representa a presenca da mutaciio R32W associada ou ndo

com perda auditiva.

lufey Vv

Figura 20 - Heredograma da familia 14.
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| Individuo do sexo masculino com D.A. e heterozigoto para a mutagdo R32W no gene GJB3

Y Individuo do sexo feminino com D.A. e heterozigoto para a mutagdo R32W no gene GJB3
E Individuo do sexo masculino sem D.A. e heterozigoto para a mutagio R32W no gene GJB3

Individuo do sexo masculino com D.A. e sem mutagio no gene GJB3

. Individuo do sexo feminino com D.A. e sem mutagdo no gene GJBS
D Individuo do sexo masculino sem D.A. e sem mutagio no gene GJB3

Q Individuo do sexo feminino sem D.A. e sem mutagio no gene GJB3

3.1.3- FAMILIA 17

A alteracio P159, observada na familia 17, € responsavel pela transicio G/A,
na posicdo 477 (G""—>A) do gene GJB3 (figura 21). Esta alteracdo foi observada em

heterozigose no paciente 17, e ndo altera o aminodcido prolina.

6 ATC 6 ATC

67T 5A

Figura 21 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJIB3: A - seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a

mutagdo P159 (G*7—A).
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3.2- ALTERACOES NO GENE GJB2
3.2.1- FAMILIA 4

A mutagdo K105R, ainda ndo descrita na literatura, foi observada em
individuos da familia 4, por meio do seqiienciamento direto do gene GJB2. Esta mutagio

provoca a conversdo do amino4cido lisina para arginina no codon 105 (figura22).

O heredograma, mostrado na figura 23, representa todos os individuos da
familia 4 estudados. Todos os individuos portadores da mutagio KI105R também
apresentam a mutagdo V271 no mesmo alelo do gene GJB2, sendo que ambas as alteragles

foram transmitidas pela me do paciente.

A alteracdo V271 é considerada um polimorfismo neutro descrito em muitos
trabalhos, e esta situado no primeiro dominio transmembrénico da proteina, provocando
alteragio do aminoécido valina por isoleucina na posigio 27 (KELLEY et al., 1998).
Estudos populacionais indicaram que a alteragdo V271 ndo esti relacionada com perda

auditiva, uma vez que esta € observada na populagdo normal.

A mutacdo K105R ndo foi detectada em 50 individuos controles com audic@o
normal, descartando a hipétese de que se trate de um polimorfismo. Além disso, na analise

do gene GIB3 observou-se a presenga do polimorfismo N119.

6 ATC 6 ATC

A6

Figura 22 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJB2: A - seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a

mutagdo K105R (A*"*5G).
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O heredograma representado na figura 23 esquematiza a anélise dos individuos
da familia 4. A mutagio K105R estd segregando aparentemente de forma dominante na
familia materna. A paciente 4 (II-2), apresenta deficiéncia auditiva moderada e sua mée (I-
2) apresenta uma perda de inicio tardio. O irmfio da paciente (II-1), também € portador da

mutacfio, mas ainda nfo apresenta deficiéncia auditiva.

I

Figura 23 - Heredograma da familia 4.

D Individuo do sexo masculino sem D.A e sem mutagio no gene GJB2.

| Individuo do sexo masculino com D.A e com as mutagdes V27I e K105R no mesmo alelo do gene GIB2.

Individuo do sexo feminino com D.A e com as mutagdes V271 e K105R no mesmo alelo do gene GIB2.

3.2.2- FAMILIA 5

O paciente 5, pertencente 4 familia 5, é heterozigoto composto para as mutagdes
M34T/V95M (figura 24). A mutagio M34T representa a alteragdo do aminoacido
metionina para treonina e, hd controvérsias em relagio ao seu padrio de heranga. No
entanto, sugere-se que M34T somente causa perda auditiva quando associada com uma
Segunda mutagdo no gene GJB2 ou em outro gene associado com surdez. A mutagdo
V95M envolve a conversdo do amino4cido valina para metionina, porém ainda ndo foi

determinado o seu efeito na proteina.
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6 ATC 6 ATC

Figura 24 - Gel de seqiienciamento mostrando partes da seqiiéncia do gene
GJIB2 de individuo heterezigoto composto M34T/VOSM: A -
seqiiéncia M34T (T'*'>C); B - seqiiéncia VISM (G*FA).

A mutacio V95M foi analisada em todos os individuos da familia usando a
enzima de restrigio PmaC 1. Esta enzima corta o fragmento Cx2 normal do gene GJB2
com 522pb em dois fragmentos de 410pb e 112pb e, na presenga da mutacdo este sitio €

abolido. As figuras 25 e 26 mostram a representagao esquematica da andlise de restri¢do ¢ a

Jflﬁnac I

2 Normal

410pb T 1i2pb

digestdo de todos os membros da familia.

Mutante

522pb

Figura 25 — Representagdo esquematica da analise de restricdo da mutagdo
V95M no gene GJB2.
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MFr C 1 23 456

522pb
410pb

112pb

Figura 26 - Analise de restricfo para a mutagdo V95M com a enzima PmaCl

no gene GJB2: M- marcador de peso molecular de 100pb-Gibco
BRL; Fr- fragmento de PCR sem digerir; C- controle negativo; 1-

probando; 2- pai; 3- mée; 4- irmd; 5- irmfo; 6- esposa.

A maioria dos alelos M34T (88%) sdo associados em cis com uma dele¢do de
10pb na seqiiéncia 5" ndo codificante (HOUSEMAN et al., 2001). Neste caso, todos os
pacientes portadores de M34T, também apresentam a deleciio —493dell0. Esta analise ¢
feita usando a enzima de restri¢io Bgl II, a qual corta o fragmento Cx26 —14 de 383pb em
dois fragmentos de 143pb e 240pb, em individuos que ndo sdo portadores da delegéo

(figura 27).

|
240pb T 143pb Normal
Mutante
383pb
Figura 27 - Representagdo esquemdtica da andlise de restrigio da mutagdo -
493del10 no gene GIB2.
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MFrC123 456

Figura 28 - Analise de restriio com a enzima Bgl 11 no gene GJB2: M-

marcador de peso molecular de 100pb-Gibco BRL; Fr- fragmento
sem digerir; C- controle negativo; 1- probando; 2- irmé; 3- irméo;

4- pai; 5- mie; 6- esposa.

O pai do proposito (II-1) ¢ portador da muta¢do V95M e a mie (II-2) da
mutacio M34T, e os irmios sdo também heterozigotos compostos, porém com diferentes
graus de perda auditiva, sendo que o proposito (I1I-1) apresenta perda auditiva leve ¢ em

seus irmdos a perda é moderada (figura 29).

I

2
M34T/N

15 3
M34T/VISM M34T/VO5M M34T/VISM

Figura 29 - Heredograma da familia 5
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{ ? | Individuo do sexo masculino nfo submetido a exame molecular

@ Individuo do sexo feminino nfio submetido a exame molecular

Individuo do sexo masculino heterozigoto para muta¢io V95M no gene GJB2

Individuo do sexo feminino heterozigoto para a mutagio M34T no gene GJB2

Individuo do sexo masculino com D.A heterozigoto composto (VISM/M34T)

Individuo do sexo feminino com D.A heterozigoto composto (V9SM/M34T)

3.2.3- FAMILIA 10

O paciente 10, pertencente a familia 10, € heterozigoto para a delegio delE120,
localizada em uma seqiiéncia repetida (GAG/GAG), responsével pela perda do 4cido
glutdmico (GAG) no cédon 120. A detecglio desta mutacdo foi feita inicialmente por
seqiienciamento direto do gene, porém na presenga da delecio em heterozigose nfio €
possivel a interpretagdo dos resultados; portanto, foi necessario o seqiienciamento passando

pela etapa de clonagem (figura 30).

6 ATC 6 ATC

delGAG -

Figura 30 - Gel de seqiienciamento mostrando parte da seqiiéncia do gene
GJB2: A - seqiiéncia normal; B — paciente heterozigoto para a

mutacio delE120.

A presenca da delegfo foi posteriormente confirmada analisando o propdsito e
toda sua familia por meio da digestdio do produto de PCR que contém a regifio onde esta
localizada a delegio com a enzima de restricio Mnl I, a qual abole um sitio de restrigdo

para os individuos mutantes. Portanto, o fragmento Cx2 normal do gene GJB2 é cortado
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em trés fragmentos de 345pb, 131pb e 46pb, e o fragmento mutante ¢ cortado em dois

fragmentos de 391pb e 131bp, como esquematizado na figura 31 e visualizado na figura 32.

T 345pb 46pb 131pb ! Normal

391pb 131pb | Mutante

Figura 31 — Representagdo esquemética da analise de restricdo da mutagdo

delE120 no gene GJB2.

MFrC 1 23 4 567 8 91011

522pb
391pb
® 3450b

131pb

Figura 32 - Analise de restri¢io com a enzima Mnl/ 1 no gene GJB2: M -
marcador de peso molecular de 100pb-Gibco BRL; Fr fragmento
sem digerir; C- controle negativo; 1- probando; 2- pai; 3- mde; 4-
filho; 5- filha; 6- ésposa; 7- irma I; 8- irmd II; 9- marido da irmd

II; 10 e 11- filhos da irma II.

O paciente 10 e seu pai sdo heterozigotos para a mutacdo delE120 no gene
GJB2 e apresentam perda auditiva leve, porém a irmd, onde também foi detectada a
mutagdo ndo apresenta deficiéncia auditiva. Ambas as filhas dessa irmé heterozigota sio

portadoras da mutagio delE120. Em relagdio ao gene GJB3 nenhuma alteraciio foi

encontrada (figura 33).
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I ~O
1 2
delE120/N N/N
I
1~ y 5
N/N delE120/N N/N
mI
1 2 3 4
N/N N/N  delEI20N  delE120/N

Figura 33 - Heredograma da familia 10.

Individuo do sexo masculino sem D.A e com mutagdo no gene GJB2 em apenas um alelo

O Individuo do sexo feminino sem D.A e com mutagdo no gene GJB2 em apenas um alelo

D Individuo do sexo masculino sem D.A e sem mutag¢do no gene GJB2

O Individuo do sexo feminino sem D.A e sem muta¢do no gene GJB2
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Foram encontradas duas novas mutacdes no gene GJB3 nio descritas na
literatura, sendo uma mutagdo de ponto € uma delecio envolvendo a perda de trés pares de
bases da proteina conexina 31. A mutacio R32W foi observada em uma familia. Os efeitos
dessa mutacdio t€m sido assunto de controvérsia devido A sua expressividade varidvel

Foram também encontradas quatro substituigbes de um unico nucleotideo, os quais nio

na populacdo (N119 e N266). A tabela X1l resume as altera¢6es encontradas nos individuos
estudados com deficiéncia auditiva de 6ﬁg‘eiﬁ'nﬁo' esclarecida. | -

Tabela 12— AlteragSes encontradas no gene GJB3.

PACIENTES GRUPOS ALTERACOES

3 A N266 (C"*->T)
10 A Y177D (T#—G)
12 A N266 (C"*T)
54 A Y177D (T*-»G)
39 B G193 (C°°—T)
35 B N119 (C**T)
3 C 49delK (delGAA ™)
4 C N119 (C¥"5T)
14 C R32W (C**5T)
17 c P159 (G A)

As 17 familias, pertencentes ac GRUPO C, ndo apresentavam andlise molecular
prévia de nenhum gene envolvido com deficiéncia auditiva. Portanto, o gene GJB2 foi
analisado inicialmente e algumas alteragdes foram encontradas. A tabela XIII resume as
alteracdes encontradas no gene GJB2 nos individuos pertencentes ao GRUPO C deste

estudo.
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Tabela 13 — Alteragbes encontradas no gene GJIB2 nos individuos do GRUPO C.

PACIENTES GRUPOS ALTERACOES
4 C V271 (G”>A)
4 C K105R (A*"*—>G)
Y RN ' . MY (8 S SRV () SO
5 C VI5M (G*®»A)
0 | ¢ 120delE (&elGAA)

1- ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE GJB3 NOS INDIVIDUOS DO
GRUPO A.

1.1- FAMILIAS 3 E 12

O paciente 3 possui deficiéncia auditiva neurossensorial moderada pos-lingual
e, o paciente 12 perda auditiva € neurossensorial profunda pré-lingual. Os pais do paciente
12 também foram analisados, ambos sdo heterozigotos para a mesma alteragfio, mas nfio
possuem perda auditiva. E importante ressaltar que a mutacfio foi descrita como um
polimorfismo freqiiente na populagio e nfio estd associada com o fendtipo da perda

auditiva.

1.2- FAMILIAS 10 E 54

O paciente 10 € heterozigoto para a mutacio Y177D e apresenta surdez
profunda. No entanto, sua mie também possui mesma alteragfio e nfio tem perda da sua
capacidade auditiva, descartando a possibilidade desta alteracdo apresentar um padrio de
heranga autossOmica dominante. Da mesma maneira, em relagio & familia 54, relatou-se
um grau de perda auditiva profunda no paciente 54, também heterozigoto para a mutagio.
Uma das irmds do paciente apresenta perda auditiva, porém nenhuma alteracio foi
encontrada no gene GJB3. Além disso, como na familia 10 hi consangiiinidade, nfio se
pode descartar a parental possibilidade desta mutacfio estar associada com outra alteragio

em outro gene ndo detectada nesse estudo.

Discussiio
74



Para verificar se a alteragio Y177D trata-se de um polimorfismo freqiiente na
populagdo foram analisados 100 individuos controles com audicfio normal. Nio foi

observada a presenga da alteragio Y177D nos individuos controles ouvintes.

_2-ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE GJB3 NOS INDIVIDUOS DO

GRUPO B
2.1- FAMILIA 39

O paciente 39 foi encaminhado por apresentar deficiéncia auditiva no-
sindromica de origem ndo definida. O paciente ¢ portador da mutagio 35delG no gene
GJB2 em heretozigose e, no gene GJB3 apresenta o polimorfismo G193. Este
polimorfismo foi observado em outro paciente e também em um individuo controle com
audi¢do normal, portanto nfio parece ser responsavel pela surdez do paciente 39. Como a
mutacio 35delG no gene GJB2 apresenta padrio de heranga autossdmico recessivo, pode-
se supor que esta muta¢io esta associada com outra alteragiio em outro gene envolvido com

a perda auditiva ndo sindrémica.

2.2- FAMILIA 55

O paciente 55 € heterozigoto para a mutacfio 35delG no gene GJIB2 ¢ apresenta
o polimorfismo N119 no gene GJB3. Esta alteracfio jio foi descrita anteriormente na
literatura como um polimorfismo freqiiente na populagio (RICHARD et al., 1998),

localizado no dominio C-terminal da proteina conexina 31.

O paciente foi encaminhado por apresentar perda auditiva e histéria de outros
casos de surdez na familia, mas ¢ importante ressaltar que o polimorfismo N119 nio esta
envolvido com a perda de audigiio desta familia. Da mesma forma que o paciente 39,
provavelmente o paciente 55 apresenta uma segunda mutagio em outro gene envolvido

com surdez neurossensorial ndo-sindrémica nfo estudado neste trabalho,
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3- ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE GJB3 NOS INDIVIDUOS DO
GRUPO C

3.1- FAMILIA 3

Foi observada no paciente 3 do GRUPO C da casuistica desse trabalho, uma

nova mutaciio caracterizada pela delecio do codon 49 do gene GJB3. Os individuos da

familia foram convocados para analise molecular e posterior aconselhamento genético, no
entanto nfioc demonstraram interesse. A Unica informacio a respeito desta familia € que o
propdsito apresenta perda auditiva moderada com inicio tardio. Com isso, ndo foi possivel
estabelecer se a alteragfio € a causa da perda auditiva do paciente. Para a concluséo sobre o
efeito dessa mutacio serfio necessarios estudos de outros individuos da familia ou anélise

de expresséo.

3.2- FAMILIA 14

A alteragdo R32W foi identificada inicialmente em uma familia com Sindrome
de Vohwinkel, que representa uma associagio de perda auditiva progressiva com doengas
de pele (KELSEL, 2000). Nesta familia, foi identificada a alteragiio R32W no gene GJB3
associada com a mutacdio D66H e M34T presentes no gene GJB2. A relagio gendtipo-
fendtipo dessa familia sugeriu que a mutaciio R32W estava associada com perda auditiva e
ceratodermia palmoplantar. No entanto, LOPEZ-BRIGAS (2001), notificou que R32W
representa um polimorfismo neutro comum, com uma freqiiéncia alélica de 7,5% na
populagdo espanhola e nfio segrega com perda auditiva em varias familias. Apesar disso,
acredita-se que a expressividade da mutagfio R32W depende do background genético, ou
seja, € possivel que R32W somente cause surdez genética quando associada a uma segunda
mutacdo em outro alelo do gene GJB3 ou em outro gene associado com perda auditiva

(ROUAN et al., 2003)

No caso da familia 14, a mutagio R32W ndo estid segregando com a perda
auditiva dos individuos, visto que o paciente 14, com perda auditiva moderada ¢
heterozigoto para a mutagio R32W, tem uma irmi com surdez profunda sem a presenca da
mutacdo. Neste paciente e em sua irmé, a analise do gene GJB2 foi motivada pela pesquisa

das mutagdes M34T e D66H, nio sendo encontrada nenhuma alteragéio. Portanto, o estudo
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funcional e a andlise de outras familias serfio necessarios para elucidar o papel da mutacio

R32W em doencas de pele e perda auditiva.

3.3- FAMILIA 17

Esta alterac@io nio foi descrita na literatura, mas provavelmente trata-se de um
polimorfismo neutro, pois foram encontrados dois individuos controles, com audicdo
normal, com alteragdes de migragdo na técnica de SSCP. Apds o seqiienciamento desses

individuos observou-se a presenca da alteracio P159 em todos os casos.

4-ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE GJB2 NOS INDIVIDUOS DO
GRUPO C

4.1- FAMILIA 4

A mutacdo K105R esta segregando aparentemente de forma dominante na
familia materna. O paciente 4 apresenta defici€ncia auditiva moderada ¢ a perda auditiva na
mée foi de inicio tardio, por volta de 35 anos de idade; o irmfio da paciente tammbém €

portador da mutaco, mas ainda niio apresenta deficiéncia auditiva.

Nesta familia todos os individuos portadores da mutacio K105R também
apresentam a mutagdio V27I. Esta alteragdo ¢ considerada um polimorfismo neutro, descrito
em muitos trabalhos, e estd situado no primeiro dominio transmembranico da proteina,
provocando alterag@io do aminoacido valina por isoleucina na posicio 27 (KELLEY er al.,
1998). Estudos populacionais indicaram que a alteragdo V27I nfo esta relacionada com
perda auditiva, uma vez que esta é observada na populacio normal. A mutacio K103R nio
foi detectada em 50 individuos controles com audicfo normal, descartando a hipdtese de
um polimorfismo. Além disso, na andlise do gene GJB3 observou-se a presenca do
polimorfismo N119.

Com isso, apesar do gene GJB2 estar envolvido predominantemente com o
padriic de heranga autossOmico recessivo, sugere-se, neste caso, que a mutagdo K105R

esteja segregando de forma dominante.
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4.2- FAMILIA 5

A mutacio M34T foi observada na familia 5 associada com a mutacio VISM
no gene GJB2. A mutagio M34T foi descrita inicialmente como uma mutacio dominante

identificada em uma familia com ceratodermia palmoplantar e diferentes formas de surdez

(KELSELL et al., 1997). Anélises subseqiientes dessa familia demonstraram que a

 associagio da mutagio M34T com perda auditiva profunda somente estava presente
quando encontrada em frans com a mutagfio dominante D66H (KELSELL et al., 2000). No
entanto, a associacdo da mutacido M34T em trans com os alelos VISM, R184W e 35delG
em individuos com deficiéncia auditiva neurossensorial sugere um modo de heranga
autossémico recessivo (KELLEY et al., 1998; WILCOX et al., 2000) e estudos posteriores
confirmaram esse relato. Assim , a mutacio M34T somente causaria perda auditiva quando
associada a uma segunda mutacédo no gene GJB2 ou em outro gene associado com surdez.
A mutacdio V95M envolve a conversdo do aminoacido valina para metionina na interface
entre 0 dominio de ligagdo citoplasmatico e o segundo dominio transmembrinico da
proteina Cx26 (GJB2). O efeito desta mutagfio na proteina ainda ndo foi determinado, visto
que o aminoacido valina € conservado em todo o grupo de B conexinas; portanto, o

aminoacido metionina substitui uma valina invariante em  conexinas.

O paciente 5 e seus dois irméos sdo heterozigotos compostos para as mutagdes
M34T/VI5M, com diferentes graus de perda auditiva. Essa diferenca de expressividade,

provavelmente esta relacionada com o background genético de cada individuo.

4.3- FAMILIA 10

A familia 10 apresenta alguns individuos heterozigotos para a mutagio
delE120. E apesar dessa mutacdo ja ter sido descrita em individuos com surdez e padrio de
heranca autossémico recessivo, segundo os resultados apresentados nessa familia pode-se
descartar a possibilidade da interagdo desta mutagdo com outra alteraciio em outro gene que
ndo tenha sido detectada nesse estudo. Evidentemente que o background genético de cada
individuo deve ser levado em consideracdo. Sendo assim, outros genes devem ser avaliados

nessa familia para que se possa concluir o diagndstico.
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A andlise molecular de individuos com deficiéncia auditiva € de extrema
relevéncia na populacio. A natureza genética dos casos esporadicos de surdez muitas vezes
nfio & investigada e as familias que possuem um unico individuo com perda auditiva
neurossensorial ndo-sindrdmica certamente se beneficiam dessas analises. O uso de testes

moleculares em conjunto com os audiolégicos ajuda na deteccfio precoce da surdez, que €

estimulagdo da linguagem em seu periodo critico fard com que as criancas aprendam a se
comunicar antes que a surdez se torne mais grave.

E importante ressaltar que a alta freqiiéncia de deficiéncia auditiva
neurossensorial estd associada com mutagles no gene GJB2, além da alta prevaléncia da

mutagio 35delG, como descrito em muitos trabalhos.

Em relagio ao gene GJB3, foram encontradas duas novas alteragdes. A
mutagdo Y177D foi observada em duas familias. Em ambas as familias a mutacfio parece
ndo segregar com o fendtipo da surdez. Apesar dessa alteragdo ndo ter sido observada em
50 individuos com acuidade normal ela parece nfo ser a causa da surdez nos pacientes
estudados. Mais estudos serfio necessarios para saber os efeitos dessa mutagcio no gene
GJB3. A outra alteragdo observada, a delecfio 49delK, que também ainda nédo foi descrita
na literatura, ndo foi possivel concluir se realmente ela € a causa da perda auditiva do

paciente, sendo necessario o estudo de outros individuos da familia.

Sendo assim, apesar de varias alteragBes terem sido encontradas no gene GJB3,
de acordo com os resultados ora mencionados, alteragbes nesse gene parecem nido ser,
isoladamente, freqiientes como causa de deficiéncia auditiva neurossensorial-ndo
sindromica. Sdo necessarios outros estudos para a avaliagio do efeito das novas mutagtes
encontradas.

Finalmente, individuos pertencentes & mesma familia, com mutagdes no gene
GJB2, podem apresentar diferentes graus de perda auditiva. Considerando o gene GJB3,
essa heterogeneidade clinica também acontece, como visto em alguns casos descritos neste
trabalho. Alguns autores, explicam as diferencas clinicas, observadas em pacientes com
deficiéncia auditiva e mutagdes nos diferentes genes envoividos, referindo-se ao
background genético dos individuos. Outros apontam para a presenca de genes supressores,

sendo que alguns ja foram inclusive localizados por estudos de ligagdo.
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Abstract

Deafness is a complex disorder that involves a high number of genes and environmental
factors. At this moment, there has been enormous progress in non-syndromic deafness

research, with the identification of 90 loci and 33 nuclear and 2 mitochondrial genes
(http://dnalab-www.ula ac be/dnalab/hhh/).

Mutations in the GIB3 gene encoding the gap junction protein connexin 31 (Cx31) have
been pathogenically linked to erythrokeratodermia variabilis and non-syndromic autosomal
recessive or dominant hereditary hearing impairment. To determine the contribution of
connexin 31 to sporadic deafness, we analysed the entire gene of connexin 31 in 67 families

with non-syndromic hearing impairment and no mutation in the connexin 26 gene. Single

coding exon of connexin 31 was amplified from genomic DNA and then sequence
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We reported three amino acid changes, Y177D, 49delK and R32W, and two nucleotides
variants which represents a silent mutation. The R32W substitution has been previously

described, and its involvement in hearing impairment remains uncertain.

We presume that mutations in connexin 31 gene are an infrequent cause of non syndromic

deafness.

Key Words

Conmnexin31 (GJB3) — gap junctions — hearing impairment — mutations.

Introdaction

Hearing impairment is the most prevalent sensorial deficit in the general population and its
prevalence increases with age (1). Genetic factors represent the major cause of hearing loss,
with about 60% of cases being due to genetic factors in developed countries (2,3). In Brazil,
most cases to hearing loss are due to environmental factors, such as congenital infections
(mainly rubella), perinatal anoxia, kernicterus and meningitis (4). However, the proportion

of genetic causes tends to increase as a result of improvements in health care.

In some cases, different mutations at the same locus have been found to cause syndromic
and non-syndromic forms of deafness. Approximately 90% of genetic deafness is non-
syndromic, and in this group the majority of cases are autosomal recessive forms, in which
the patients are born from parents with normal hearing, while the remaining 10% or less are

born from deaf parents (5).

Recently, some forms of deafness have been described in which the hearing loss may resuit

from the combined effects of genes at two or more loci.

Direct evidence of the critical physiological role of connexins has come through the linkage

of several human diseases with pathogenic mutations in specific connexin gene.

Connexins are transmembrane proteins that are related in intercellular channels. These gap

junctions channels permit the rapid exchange of ions and are thought to play an important
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role for maintaining hearing function by the load circulation of potassium between the

fluids of the inner ear (6,7). The blockage of K+ circulation causes hearing impairment.

A number of relevant genes have been cloned. DFNB1 was the first locus implicated in
non-syndromic deafness. The causative gene GJB2, which encodes the protein connexin 26,

accounts for up to 50% of recessive non-syndromic hearing impairment in many

populations (8-11).

Several connexins are know to be expressed in the cochlea and involved in deafness. The
GJB3 gene (Cx31) has recently been found as deafhess gene encoding ion channels
regulating K+ recycling pathway.

Mutations in the connexin 31 have been detected either in erythrokeratodermia variabilis
(12,13), or in non-syndromic autosomal recessive or autosomal dominant deafness (14,15).
In this study we extended our analysis and after the sequencing of GJB2 gene we analysed

the GJB3 gene in 67 families with no mutations in GIB2 gene.

Material and Methods

Blood specimens and clinical data were collected from human subjects with approval by

the appropriate institutional review board and informed consent of those subjects.

For mutations analysis of single coding region GIB3 gene was PCR amplified using the
five pairs of primers that were described elsewhere (15). PCR was performed in a 40pl total
volume containing 200ng of genomic DNA, 20pmols of each primer, 200uM of each
dNTP, 1,5mM MgCl; and 2,5 U of Tag DNA polimerase. The conditions for the reactions
were 94°C for 5 min, 30 cycles of 94°C for 1 min, 62°C for 1 min and 72°C for 1 min, and a
final extension of 72°C for 5 min. Direct sequencing of PCR products were performed with
the ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (ABI PRISM/PE
Biosystems) and the products resolved on ABI PRISM™ 377 (Perkin Elmer). For mutation
analysis, the denatured PCR products were run on a Imm thick 12% non-denaturing

polyacrylamide gel and SSCPs detected using silver staining as previously described (15).
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Results and Discussion

The entire GJB3 gene was sequenced in families with non-syndromic hearing loss after
initial screening for mutation in GIB2 alleles. Two new mutations in GIB3 gene were

found.

One mutation is a (T-G) transition leading to a missense mutation Y177D in the position .

529 situated in the second extracellular loop of the connexin 31 gene (Fig. 1). This

- iutation was found i two mrelated patients with profound hearing 165§ and no sk Teston ™=

m heterozygous condition.

The first patient has a profound hearing loss and probably inherited the mutation from his
mother, whose hearing status is unknown. In the other patient, the mutation was also found
in his hearing father in heterozygous condition. Therefore, the pathogenicity of this
mutation could not be confirmed. To exclude the possibility that the Y177D mutation is
simply a polymorphism, we have studied samples from 50 unrelated control subjects, but

no mutation was found.

The role of this mutation remains to be cleared. In fact, there are many others mutation in
connexin genes that could act as a polymorphism in different backgrounds, such as R32W,

which we will discuss later.

The other novel mutation found is a deletion of three nucleotides (GAA) in the GJB3 gene
that results in the missing of a lysine amino acid in codon 49 (49delK) and is shown in
figure 2. This patient presents moderate sensorineural deafness with late onset and no other

chinical abnormalities.

The R32W mutation was first described associated with two sequence variants in GJB2
gene (M34T and D66W) in two affected members of a family with hearing loss and
palmoplantar keratodermia (16). The amino acid substitution R32W is located in the highly
conserved sequence of the first transmembrane domain. C—T transversion at nt 1227
changes the amino acid arginine to a noncharged amino acid tryptophan. Other studies
extended the analysis of this mutation to patients with peripheral neuropathy (2/110),
deafness (7/153) and control subjects (8/46) (17). R32W was reported as a common
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polymorphism with an allelic frequency of 7,5% in the Spanish population, and does not

segregate with hearing impairment in several families (18).

Recently, the biologic relevance of R32W mutation was studied in terms of gap junction
activity, suggesting that this mutation is functionally inconsequential polymorphism of
Cx31(19).

In our study, we found the R32W mutation in heterozygous condition in a large family with

“rinany mdividuals with ditferént degrees of heariiig inipairment. The pedigrée of the Tamily ™™~

is shown in figure 3.

The patient II-10 and his father were heterozygous for a R32W and present moderate
sensorineural deafness with late onset. On the other hand, in his sister II-6, who presents
profound hearing loss and was submitted to a cochlear implant, the R32W mutation was not

detected. Therefore, the deafness is not segregating with this mutation.

The presence of the R32W mutation can be detected by restriction analysis digesting with
Hpa 11 enzyme, which in the absence of R32W alteration cuts the PCR product (210bp) in
two fragments of 117bp and 93bp.

We also identified two single nucleotide substitutions which do not affect the connexin 31
amino acid sequence (P159 and G193). The P159 polymorphism occurs within the position
477 and represents 2 G to A transition in a heterozygous form and does not change the

proline amino acid.

The transition C to T at nucleotide 579 results in a G193 alteration which does not cause

change in the glycine amino acid at this position.

Conclusions

Clinical data of patients with GJB3 mutations indicate that there is a wide variability in the
age of onset of hearing loss, with some changes being also present in subjects with apparent

normal hearing. This variability depends on the type and location on the GJB3 change.

In this study, mutations of GJB3 gene (Cx31) were not considered to be a major cause of
non-syndromic hearing impairment after GIB2 gene (Cx26). '

Anexos

96




In agreement with other authors, we suggest that the Cx31 mutation is not a common cause
of deafness. Further studies are necessary to confirm the relevance of the mutations in this

gene in order to detect whether some of them may acts as a modifying allele.
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Figs. 1- Sequence analysis of GIB3 gene illustrating Y1770 alteration. A single peak (T) is
observed at nucleotide 529 in the Cx31 sequence from a control (a) and a doublet

(T/G) is observed at nucleotide 529 (N) in a patient from the study (b).
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Figs. 2- Partial sequence of GI33 gene in the region of 49delK (GAA) alteration showing
the wild type (a) and the 49delK in heterozygosity (b)
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