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RESUMO

A surdez é o defeito sensorial mais frequente sawes humanos, podendo ter diferentes
causas ambientais ou hereditarias. Em paises d#gielog, estimativas sugerem que em cada
1000 nascidos dois manifestam algum tipo de suederais de 60% desses casos sdo de
origem genética. No Brasil, muito pouco ainda éheaido sobre surdez hereditéria, acredita-
se que quatro em cada mil recém-nascidos manifesigum tipo de deficiéncia auditiva e
que a frequéncia da surdez causada por fatoresiggEnseja da ordem de 16%, enquanto os
84% restantes dos casos sejam causado por fatobésndais e de etiologia desconhecida. As
varias formas de surdez hereditaria ja identificada muito raras, com exce¢do de uma
causada por mutacfes no géxn#B2que codifica a conexina 26. As conexinas representa
uma classe de familia de proteinas responsavessfpehacdo de canais de comunicacao
entre células adjacente$sdp Junctiony esta comunicacdo entre células adjacentes €
fundamental para o crescimento e para a diferedwiag tecidos. Até o presente foram
descritas 102 mutacdes @dIB2que estdo associadas com surdez hereditéria. Tidgdes

se destacam por apresentarem frequéncia elevadgrgmos populacionais especificos:
35delG entre europeus e brasileiros; 167delT ehiideus askenazitas; e 235delG entre
asiaticos. Neste trabalho, foi realizada a and@tiekecular de toda a sequéncia codificadora
do gene GJB2 (Conexina 26) em uma amostra popukoionstituida de 30 individuos néo
aparentados com surdez esporadica pré-lingualindmmica provenientes da populacéo de
Belém do Pard. O DNA foi obtido através de amodimsangue periférico e analisado por
meio da técnica convencional de PCR seguida doesegamento automético. Mutagcées no
gene da Conexina 26 foram observadas em 20% daran(6&0). As mutagdes 35delG e
R143W foram observadas em um unico paciente (1&89)xuas no estado heterozigoto e
relacionadas com a surdez do paciente. Duas autreg;des foram observadas em diferentes
individuos: G160S em 1 paciente correspondend8% 81/30); e V271 foi observado em 4
individuos com frequéncia alélica de 0.08; contadomutacdes G160S e V27| ndo estdo
relacionadas com a surdez. Neste trabalho as fmem$e observadas de mutacbes sao
equivalentes a frequéncias observadas em outragggéps anteriormente estudadas. Esses
resultados indicam que mutagdes no gene GJB2 gdmrtentes causas de surdez em nossa
regido e ndo se pode excluir que a possibilidadeuddez apresentada por alguns individuos
possa ser decorrente, principalmente, por fatoneBiemtais como processos infecciosos
ocorridos durante a gestacao, ou nos primeirosswsgida.

Palavra Chave Surdez. Gen&JB2 Mutagbes. Conexinas.



ABSTRACT

Deafness is the most frequent sensorial defettuman beings and it may have different
causes since environmental to hereditary. In dpesla@ountries the estimates suggest that in
each 1000 births some kind of deafness is expremsgdanore than 60% of the cases have a
genetic origin. In Brazil, the hereditary deafnesaot well-known. It is believed that four in
each thousand newborns express some kind of hedefert and that the frequency of
deafness caused by genetic factors is estimatd@%t while the 84% remaining cases are
caused by environmental factors and have an unknetiogy. The many forms of
hereditary deafness already identified are verg,rakcept for the one which is caused by
mutations in the GJB2 gene which codifies the caim&6. The connexins represent a class
of a protein family which is responsible for thermf@tion of communications channels
between adjacent cells (Gap Junctions), this conwatian is fundamental for the growth
and differentiation of the tissues. Until now théeve been described 102 mutations of GJB2
gene which are associated to the hereditary deafiiésee mutations stand out because they
have high frequency in specific population grougisdelG among Europeans and Brazilians,
167delT among Ashkenazi Jews, and 235delG amorgnésin this study, we performed a
molecular analysis of the entire coding sequenceéhef GIJB2 gene (Connexin 26) in a
population sample consisted of 30 unrelated indiaisl with prelingual nonsyndromic
sporadic deafness from the population of Beléem d@&PDNA was obtained by peripheral
blood samples and analyzed by the conventional RilBwed by automatic sequencing.
Mutations in the Connexin 26 gene were found in 2fi%he sample (6/30). The mutations
35delG and R143W were observed in one patient J1i#@h in the heterozygous and related
to the patient’'s deafness. Two additional mutatisese observed in different individuals:
G160S in a patient corresponding to 3.3% (1/309, @&71 was observed in 4 patients with
allele frequency of 0.08; however mutations G160& 4271 are not related deafness. In this
work the observed frequencies of mutations arevedgnt to the frequencies observed in
other populations previously studied. These resnligcate that mutations in the GJB2 gene
are important causes of deafness in our regiontarahnot be excluded that the possibility of
deafness presented by some individuals may be d¢aunsainly, by environmental factors
such as infectious processes occurring during megnor the first months of life.

Keywords: DeafnessGJB2 Mutations. Connexin.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS:

A audicao do latimauditioneé a capacidade de captar e traduzir informacoes a
cérebro dos sons emitidos pelo ambiente. O sonmo@upido por vibragdes mecanicas que
podem ocorrer em meios diferentes como: liquiddidséou gasoso. Essas vibragcbes se
propagam por meio de ondas. Quando um corpo vérandas sonoras correspondem as
ondas de variacoes de pressao, ou seja, de cod@presgue significa 0 aumento de presséo
quando as moléculas colidem uma com as outras; rafefacdo, que é a diminuicdo de
pressdo quando as moléculas se afastam. As divessagdes na frequéncia das ondas
permitem que sons com diferentes tonalidades sejeractados pela orelha humana. A
frequéncia das ondas sonoras define um som corave,gmédio ou agudo. A frequéncia €
expressa em ciclos por segundo ou Hertz (Hz) sanslersamente proporcional ao
comprimento de onda. A amplitude das ondas sormassponde a intensidade do som,
sendo fraco ou forte, expressa em decibéis (dB)NFMNSONHN-SANTOSet al, 2005).

A orelha do ser humano é o 6rgado responsavel guarcas ondas sonoras dando
inicio ao processo de percepcédo e interpretacdsododo ambiente. Sabe-se que a orelha
humana ndo consegue captar sons com frequéncix®e alea20 Hz, denominados de infra-
sons, ou freqUéncias muitos altas, acima de 20 &Hzltra-sons. No entanto, as frequéncias
audiveis pela orelha humana estédo na faixa de 28 22000 Hz embora, devamos levar em

consideracdes as variacdes de cada individuo (RU33I3).

Ouvir e decodificar um estimulo acustico € uma liddde que depende tanto da
capacidade bioldgica do individuo, quanto das e&peilas que o seu ambiente Ihe
proporciona. A capacidade biolégica refere-se eégnidade dos sistemas auditivos envolvidos
no processo de captacao até a andlise e a insg@oetios estimulos acusticos, envolvendo os

sistemas auditivos periféricos e central.

1.2 ANATOMOFISIOLOGIA DO SISTEMA AUDITIVO PERIFERICO.

O sistema auditivo periférico dos seres humanosatefunc¢des de recepgéo, deteccao,
conducdo e transducdo do sinal acustico em impumeosoelétricos. E subdividido em trés

partes, a conhecer: orelha externa, localizadaorgip petrosa do osso temporal, constituida
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pelo pavilh&o auricular e 0 meato acustico extegoe, auxiliam na coleta das ondas sonoras
e em sua conducdo até a membrana timpanica, araptifisom, auxilia na localizacao da
fonte sonora e protege a orelha média e intermaglaa média, que é constituida pelo antro
mastoideo, cavidade timpanica preenchida por anun@a-se com a nasofaringe através da
tuba auditiva (figura 1), possui em seu interior sistema de pequenos ossiculos (martelo,
bigorna e estribo) que sdo responsaveis por tréinsmi vibragbes timpéanicas até a orelha
interna; e orelha interna, também localizada néepgaetrosa do osso temporal, € responsavel
pelos o6rgdos da audicdo (céclea) e do equilibriandis semicirculares), dividi-se
sistematicamente em 03 (trés) partes: o labirimdoknfatico ou membranoso, o labirinto
perinlinfatico ou 6sseo e a cépsula otica (RUSS@M52 A orelha humana € um orgéo
altamente sensivel e complexo que nos capacitecely, identificar e interpretar ondas em
uma gama ampla de frequéncia (16 a 20.000 Hz).pfacao do som até a sua percepcao e
interpretacdo € uma grande transformacédo de enargisal inicia pela sonora, trasformando-
se em mecanica, em seguida em hidraulica e fima@aom a energia elétrica dos impulsos

nervosos que chegam até o cortex cerebelar.

harteln  Bigorna Estribio

Ciss0

Estrikio Canais
Martela Semicirculares

Janela

Conche

westibular

Mervo
coclear

Membrana
Timpanica

Coclea

“estibulo

Janela
Fedonds

Tuba de
Eustdiguio

Farte
externa do

ourvicio tembrana Timpanica

CLviclo

Mesato auditivo externn

Do
externo

medio
Figura 1 - Estrutura da orelha do humano.
Fonte: Purveset al., 2001, cap.13.
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O processo inicia-se pela orelha externa, dipfviauricular ajuda a captar e canalizar
as ondas sonoras para o canal auditivo e pargpaniono canal auditivo serve como protecao
e como amplificador de pressdo. Quando se chocaacom@mbrana timpanica, a pressao e a
descompressao alternadas do ar adjacente a menpooso@am o deslocamento do timpano
para tras e para frente, fazendo com que o timpdme com a mesma freqiiéncia da onda
sonora. Dessa forma, o timpano transforma as suasas em vibragdes mecanicas que sdo
comunicadas ao sistema de ossiculos (martelo, na@gerestribo). A membrana timpanica
conecta-se com o cabo do martelo, esse por sua®eecta-se com a bigorna, e a bigorna
com o estribo. Essa estrutura encontra-se susersas de ligamentos, razdo pela qual
oscilam para tras e para frente. A movimentacéoatho do martelo determina no estribo um
movimento de encontro a janela oval da cocleastn#imdo assim as ondas mecanicas para o
liquido coclear. Dessa forma, a energia mecéanicangertida em energia hidraulica. Cada
vez que a vibragdo sonora penetra na coclea ajamal move-se para dentro, empurrando o
liquido coclear (perilinfa) da escala vestibulamauprofundidade maior dentro da coclea. A
presséao fica maior na escala vestibular deslocantembrana basilar para dentro da escala
timpanica, isso faz com que o liquido dessa cameja lancado na direcdo da janela oval,
provocando o0 arqueamento dela para fora, essa dedg@ressdao causam oscilagdes
correspondentes na perilinfa que preenche a rammpénica, sendo também transmitida a
rampa média que contém em seu assoalho (a meniaaihar) o érgédo de corti a estrutura
responsavel pelo processo de transducéo sensaraldicio. (MOMENSONHN-SANTOS
et al.,2005).

A céclea converte a pressao diferencial que sbdastze entre as rampas vestibulares
e timpéanicas em movimentos oscilatérios da memblasdar, culminado com processos de
excitacao e de inibicdo das células sensoriaisrg@oode Corti. Essas células sensoriais sao
denominadas células ciliadas e exibem um conjueteilios em sua superficie apical, os
estereocilios. Os estereocilios projetam-se engdbra membrana tectoria, fixando-se a ela.
O movimento da membrana basilar provoca uma foeg@isalhamento que age sobre os
estereocilios, promovendo um deslocamento angektes ultimos. O deslocamento angular
dos estereocilios, também oscilatérios, provochestara e o fechamento de canais ibnicos
das células ciliadas, resultando em oscilacéegd@atencial de membrana que reproduzem
as caracteristicas ondulatorias das ondas sonogasass. As células ciliadas, em resposta a
oscilacdo de seu potencial de membrana, liberaréaulals de neurotransmissor que irdo agir

sobre as terminag@es periféricas de neurdnios cojgss celulares localizam-se no ganglio
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espiral. Os prolongamentos centrais desses nesr@io constituir a por¢cado auditiva do
nervo vestibilo-coclear, conduzindo a informacéonseeal ao interior do sistema nervoso
central (BALDO, 1999). A Figura 2 apresenta um esga representativo da orelha interna
do ser humano.

Mervo Yestibular

Mervo Audiivo

Céllas Cliadas Internas

Membrana tectorial Membrana Basilar /) =

; i Membrana  Células Tiinel de
Basllar ' i
Newies 5% G o
Figura 2: Estrutura da orelha interna do ser humaro

Fonte: Purveset al. , 2001, cap.13
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1.3 ANATOMOFISIOLOGIA DO SISTEMA AUDITIVO CENTRAL.

Ouvir e entender um estimulo envolve ndo someptptacao do som, mas também a
sua interpretacdo feita no sistema auditivo cenfatutar € um processo complexo que
envolve a transducdo do estimulo acustico em impuigeurais, transformacdo essa que
ocorre no 6rgao periférico, a orelha. Estes impuisgurais sdo transmitidos através do nervo
auditivo para o cérebro. No cérebro ocorre o regidh percepgéo e a elaboracéo cognitiva do
sinal acustico; neste mesmo 6rgdo ocorre a peroepgésciente do som (BAMIOU;
MUSIEK; LUXON, 2001)

O sistema auditivo central é responsavel pelo pemele decodificacdo das ondas

sonoras desde a orelha externa até o cortex audiATZ e TILLERY, 1997).

Para Pereira e Ortiz (1997) o termo refere-se aséra de processos que se sucedem
no tempo, que permitem que um individuo realize @malise metacognitiva dos eventos
sonoros. S&o eles: deteccdo, sensacao, discrimjndg&alizacdo, reconhecimento,
compreensdo, memoria e atencao seletiva. Considpracessamento auditivo como todo o
processo que envolve a deteccdo de eventos agjsticapacidade de discriminacdo quanto
ao local, espectro, amplitude e tempo; a habilidaale agrupar sons em figura-fundo; a
habilidade para identificar um som, denomina-ldaénente e ter acesso ao seu significado.

O sistema auditivo é composto por trés regibesormponente condutivo, composto
pela orelha externa e média/ o componente sengar@clea), o qual transforma o impulso
sonoro em elétrico; e o componente neural. Os plieleeiros componentes, condutivo e
sensorial, fazem parte do sistema periférico engpomente neural, responsavel pela atividade
central, faz parte do sistema nervoso.

Katz et al(1997) o sistema auditivo periférico tem a funcéaddteccdo e transmisséo
dos sons, e componente central tem a funcédo dendiisacéo, localizacédo, reconhecimento
do som, compreensédo, atencdo seletiva e memorivaud\s estruturas que compdem o
sistema auditivo responsaveis pela atividade dergé: o tronco encefélico, vias
subcorticais, cértex auditivo, lobo temporal e cocploso. A cada um desses componentes €
possivel associar determinadas funcdes, segueeddiflocleares: responsaveis pela analise
sensorial complexa e diminuem os sinais de ruidduddo; Nudcleos do complexo olivar
superior: Codificam a direcdo de um som no espaco, fazendoalise das diferencas de
intensidade e tempo interaural, ou seja, séo respers pela localizacado sonora, essa mesma

estrutura também faz parte do arco reflexo do xeflecustico do musculo do estapédio;
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Nucleos do coliculo inferior: é responsavel pelanefio ao estimulo acustico, importante
também nos reflexos auditivos como o “startle” (ssbalto) e para o desenvolvimento de
crises audiogénicas e respostas motoras, resugltdatdipersensibilidade auditiva causadas
pela privacdo sensorial, desde muito cedo, nadadser humano;Corpo geniculado medial:
até os estudos atuais a sua divisdo ventral éiaa @specificamente auditiva; Cortex
auditivo: Localizado na por¢cdo média do giro supedo lobo temporal, recebe os estimulos
auditivos e interpreta-os como sons diferentegespansavel pela analise de sons complexos,
pela localizacdo de sons; pela atencéo seletivaa gsifimulos auditivos baseados na posicéo
da fonte sonora, pela memdéria auditiva para sonsegméncia e sendo, ainda, necessario
para tarefas auditivas mais dificeis.

Além do sistema auditivo periférico e do sistemditaro central, outras areas centrais
(ndo-auditivas) estdo envolvidas no processamartitiveo. S&o elas: lobo frontal, conexéo
temporal-parietal e lobo occipital. Essas estrgtui@zem a integracdo das informacoes
sensoriais auditivas com outras nao auditivagigura 3 mostra as vias auditivas desde a

cOclea até o cortex auditivo, com suas vias afesent
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14 EXAMES QUE DETECTAM A DEFICIENCIA AUDITIVA

O sistema auditivo periférico e central possui @amatomia interessante e interligada.
A necessidade de avaliar funcionalmente essaseviistemas resultou na criagdo de uma

especialidade médica, a otoneurologia.

A avaliacdo sistematica de toda essa intricada pela otoneurologia é atualmente
muito Gtil e indispensavel para diversas outras@sfidades, pois destaca uma maneira
sensivel, pouco invasiva, rapida e muito abrangdatavaliacdo e monitorizagdo de muitas

patologias do sistema auditivo periférico e central

Os exames audiolégicos mais utilizado na pratica addiologia clinica sao:
Audiometria Tonal, Audiometria Vocal, Imitancioma{rEmissdes Otoacusticas e Potencial
Evocado Auditivo do Tronco Encefdlico (PEATE) reatios, exclusivamente por
fonoaudiologos e médicos, sdo divididos em sulgsti objetivos. E chamado de subjetivo
guando o profissional preciso da ajuda do paciéatalguma forma indicando se escutou ou
ndo o estimulo fornecido. J& no teste objetivo eéiete essa necessidade de colaboragéo.
Rotineiramente, inicia-se a avaliacdo audiologiebbp testes subjetivos, e os objetivos séo
realizados, quando necessarios, para complemergariguecer a informacao obtida pelos

primeiros ou quando existe a impossibilidade dtetesbjetivo.

Os exames objetivos avaliam as respostas esttofjicas e para tanto se revestem
de alta sensibilidade, quantificando a audicdo ddividuo, e ainda para aferir
topograficamente o nivel de lesdo, avaliar o geintensidade de acometimento, monitorar a

evolucéo da patologia e acompanhar o tratamentostap

Os testes subjetivos que sdo comumentes utilizadospratica clinica sdo: a
audiometria tonal liminar; os testes de reconhesimele fala, que compreendem o indice
percentual de reconhecimento de fala (IPRF); calirde deteccédo de fala (LDF); o limiar de

reconhecimento de fala (LRF) e a imitanciometria.

Audiometria tonal liminar € um dos testes subjetivoais requisitados na area da
audiologia clinica, tem como objetivo determinarliosiares auditivos por via area e via

6ssea. E um exame realizado em um ambiente acustide protegido (cabine audiométrica).

A imitanciometria € um exame que avalia a integitdda a complacéncia da orelha

média, no mesmo teste € possivel investigar adaoatidade do musculo estapédico, atraves
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dos reflexos estapedianos, que ocorre apds a osethastimulada com um som acima do

limiar auditivo do individuo.

Como testes objetivos, a otoemissédo acustica €eiaraatria de tronco encefalico sdo
0s mais utilizados na pratica clinica.

O exame das Emissdes Otoacusticas trata-se de tiodanébjetivo, relativamente
simples, rapido e nédo invasivo. Pode ser realizadoqualquer faixa etaria. Momensonhn-
Santoset al. (2005), as definiu como liberacdo de energia soodggnada da céclea, que se
propaga pela orelha média, até alcancar o condwddive externo. O registro das ondas
sonoras € captado através de uma pequena sonddumitta no meato acustico externo,

testando a funcionalidade da céclea.

O Potencial Evocado Auditivo do Tronco EncefaliBEEATE) é uma analise objetiva
e mais especifica do sistema auditivo através dpostas eletrofisioldgicas. O estimulo
acustico, ap0s ser processado na cOclea, esta papto trafegar pelas vias auditivas
ascendentes. A interligacdo entre a coclea e @drencefalico é feita pelo nervo auditivo,
que se estende do géanglio espiral aos musculosares| atravessando a regiao do angulo
pontocerebelar. Dos nucleos cocleares, grande ganté auditiva cruza o tronco encefalico
pelo corpo trapezdide e estabelece outra zona mEx@o nos nucleos do complexo olivar.
Deste ponto, as fibras homolaterais e contralat@araciam um trajeto ascendente até os
nacleos do leminisco lateral, novamente retornamnajgto ascendente até os nudcleos de
coliculo inferior, na regido mesencefalica, aonctngecem conexdes contralaterais e com 0s
outros nucleos da via. O teste é realizado pardtarano tempo decorrido na passagem do
estimulo acustico, transformado em elétrico, ptasesentros de conexdes. (RUSSO, 2005)

No campo da audiologia clinica, a associacdo deduostobjetivos e subjetivos que
avaliam a audicdo vem ganhando espaco e tornandads vez mais frequentes. Esta
associagdo de métodos contribui para complemerttainar mais preciso o diagnéstico dos
distarbios auditivos e de grande contribuicdo paesquisas envolvendo individuos

deficientes auditivos.

1.5 ASPECTOS GERAIS DA DEFICIENCIA AUDITIVA

A deficiéncia auditiva € um dos distlrbios sensergue mais acomete entre seres

humanos, pode apresentar diferentes etiologiageeedies niveis de gravidade. Além disso,



21

pode se manifestar em qualquer fase da vida e r@ecr fatores genéticos, interacao
ambiental ou da combinacéo de ambos.

A manifestacdo grave da doenca na primeira infatesia um impacto negativo no
desenvolvimento da linguagem, da fala, de fatosésofbgicos, das interacdes sociais, bem
como, no processo de alfabetizacdo do individuo cadistirbio auditivo. Enquanto que a
manifestacdo tardia da surdez, j& durante a faskaaghode comprometer a qualidade de
vida, na medida em que, favorece o isolamento Isd@aindividuos com a deficiéncia
auditiva (KALATZIS e PETIT, 1998).

Os principais fatores ambientais que contribuena padeficiéncia auditiva incluem:
as infecgbes congénitas (toxoplasmose, rubéoltomegaloviris, meningite e caxumba); a
irradiacdo por raios-X; o tocotraumatismo e as dmapdes perinatais; o uso de drogas
ototoxicas durante a gestacao, a exposicao achibaexkcessivo e as lesdes inflamatdrias da
orelha média que também se mostram como importéattaes no comprometimento normal
da orelha (KALATZIS e PETIT, 1998 e RUSSO, 2005).

Finsterer e Fellinger (2005) de acordo com a gealedda manifestacéo, a deficiéncia
auditiva pode ser classificada quanto ao grau cdewe, com perda de audicdo entre
26dBNA e 40dBNA; Moderada, entre 41dBNA e 55dBNApdérada a Severa, entre
56dBNA e 70dBNA; Severa, entre 71dBNA e 90dBNA efpnda, acima de 90dBNA,e é
considerado normal o limiar de perda até 25 dBNAandiologia clinica. E podem ser
divididas quanto ao tipo, de acordo com a locafivaga parte afetada, em: condutiva, cuja
anomalia afeta a orelha externa ou média e ocara@dp as ondas sonoras ndo sdo bem
conduzidas até a orelha interna, existindo um ldmgno mecanismo de transmissao do som,
desde o canal auditivo externo até o limite conne¢ha interna, algumas causas importantes
de surdez de conducédo: Obstrucdo por acumulo deocepor objetos introduzidos no canal
auditivo, perfuracdo ou outro dano causado no thmpanfeccdo na orelha média,
infeccdo/lesdo ou fixacdo dos ossiculos (martelgprba e estribo) da orelha média;
Neurossensorial resulta da disfuncdo do nervo igaditu da orelha interna, o componente
sensorial pode ser o 6rgdo de Corti danificadonaapacidade das células ciliadas de
estimular os nervos da audicdo ou um problema raktabnos fluidos da orelha interna, o
componente neural ou retrococlear pode ser resuttadim dano severo no orgao de Corti,
que causa a degeneracdo dos nervos auditivos, drl g8y uma incapacidade dos nervos

auditivos de conduzir informacfes neuroquimicasagelias auditivas centrais; Mistas,
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aguelas onde aparecem componentes condutivos eseensoriais em uma mesma orelha;
Central, sdo aquelas em gue a leséo esta localeadia auditiva central, ou seja, na por¢cao
do nervo coclear e de suas conexdes, que se mlraéntre o nlacleo coclear e o cortex do
lobo temporal, e funcional aquelas em que denonosarnquadro audiolégico que apresenta
uma perda auditiva exagerada ou simulada (MOMENSKHSANTOSet al.,2005).

Os diferentes tipos de surdez em relacdo ao tempgue ela occorre e de acordo com
o desenvolvimento linguistico, pode ser classificadmo: Pré-lingual que se manifesta antes
do periodo de aquisicao da linguagem e caracterigakh total auséncia de memoria auditiva
e pos-lingual cuja manifestacdo ocorre apds a @oigla fala e apresenta quadros menos

graves, entretanto progressivos (SMiéthl.,2005).

A surdez pode ainda manifestar-se como apenafosrainais clinicos de uma doenca
mais complexa, denominada Surdez Sindromica, oufessar-se de maneira isolada cuja
denominacdo € Surdez nao-sindrbmica. O termo gim@rcefere-se a um conjunto de
anomalias congénitas que estdo relacionadas p@iognte e ao contrario de uma
sequéncia, que € um padrdo de anomalias em cas@atpodem ser explicadas a partir de
um defeito Unico localizado no desencadeante. Awmdr@ines sdo causadas mais
frequentemente por um agente etiolégico Unico coma infec¢do viral ou anormalidade
cromossOmica especifica que afeta simultaneameat®sv tecidos. Quando a causa
subjacente do distarbio torna-se conhecida a gsimelré chamada de uma doenca
(KALATZIS e PETIT, 1998).
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1.6 EPIDEMIOLOGIA

A deficiéncia auditiva leva em consideracdes fatatemograficos e socioculturais,
variando, consideravelmente por todo o mundo, coroltado de diferentes grupos étnicos
(Europeu, Africano e Amerindios). Desse modo, diigas entre dados epidemiolégicos
podem ser observadas de acordo com o nivel de ddgemento de cada pais ou area
geografica (PARVING, 1999).

Cerca de 70 milhdes de pessoas no mundo apresalgam grau de perda auditiva.
Além da alta incidéncia, as implica¢cdes da perdiitima, na linguagem, na cogni¢cdo, no
desenvolvimento emocional e social reforcam suaitapcia. A frequéncia e a gravidade da
perda auditiva aumentam com a idade. Na populagéwdia, aproximadamente 10% dos
individuos com 60 (sessenta) anos e 50% dos indigidom 80 (ointenta) anos de idade séo
afetados por perda auditiva (EISEN e RYUGO, 2007).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude,aié de 2006, 278 milhdes de
pessoas em todo mundo manifestam algum tipo de erditiva - variando de moderada a
profunda. No Brasil, de acordo com o censo reatizach 2000 - 14,5% da populacéo
brasileira apresentam algum tipo de deficiénciat®tal, o nimero de surdos no Brasil era
de 166.400, sendo 80 mil mulheres e 86.400 homfdém disso, cerca de 900 mil pessoas
declararam ter grande dificuldade permanente de BGE, CENSO 2000).

Em paises desenvolvidos, estima-se que a defieiénalitiva entre recém-nascidos
esteja na ordem de 1/1000 e que a deficiénciaiaudiecorrente de fatores genéticos esteja
presente em mais de 60% desses casos (COHEN e GIOFR195). Cerca de 80% dos casos
de surdez congénita sdo aparentemente esporadicamm padrdo de heranca do tipo
autossoémico recessivo (PARVING; DAVIS, 2001).

No Brasil ndo ha dados oficiais sobre a prevalédaideficiéncia auditiva de origem
hereditaria. Estima-se que a freqUéncia da sura@ézada por fatores genéticos seja da ordem
de 16%, enquanto os 84% restantes dos casos dezssejam causados por fatores
ambientais e de etiologia desconhecida. Estas &stas refletem uma frequéncia maior do
que a de paises desenvolvidos, possivelmente egddutia maior contribuicdo de fatores
ambientais. No entanto, a propor¢cao de fatoresdhéarims faz com que tenda a aumentar
com resultado de melhorias na saude publica (PIATMANIGLIA, 2001).
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Uma hipotese para explicar a possivel e elevadardgeneidade da doenca entre a
populacdo brasileira pode residir em sua préprisstitnicdo a qual resulta de mais de 05
(cinco) séculos de mistura interétnica entre difes® povos dos 03 (trés) continentes:
colonizadores europeus, representados principaém@ont portugueses; escravos africanos e
nativos amerindios. Tornando-se a populacdo biasilena das mais heterogéneas no
mundo, com um processo de miscigenagcao de difsrentmeiras em diferentes regides
geograficas do pais. Outra hipotese pode estarioplda a questdo do controle de saude
publica basica que € ainda deficiente em muitagdesge centros urbanos brasileiros,
principalmente ao que diz respeito ao controle alendas infecciosas e que respondem por
grande parte dos casos de surdez decorrente desfatmbientais. (ALVES-SILV/Aet al,
2000; SANTOS:t al,,2010).

1.7  DEFICIENCIA AUDITIVA DE ETIOLOGIA GENETICA

A deficiéncia auditiva hereditaria pode se manifiesbmo um dos sinais clinicos de
uma doenca mais complexa e associada a diversamaittades, denominada Surdez
Sindrémica, ou apresentar-se de forma isolada,der@ola de Surdez n&do-sindromica (VAN
CAMP et al, 1997). Aproximadamente 400 variantes sindromicaam descritas (VAN
CAMP e SMITH, 2006). Cerca de 30% dos casos deidafiia auditiva sdo determinados
como formas sindromicas e 70% de formas néo-sinds&{MORTON, 2002; RESENDES
et al, 2001). A surdez do tipo sindrébmica pode apresantzitos modelos de transmisséo,
incluindo a heranga do tipo materna e propria deagies mitocondriais. Além disso, pode
manifestar a surdez de conducdo, sensorioneura austura de ambas (KALATZIS e
PETIT, 1998). Muitas formas herdadas de surdezsm@rémica apresentam tracos de
segregacao monogénica. Entretanto, a deficiéndaivapode apresentar também modelos
de heranca nédo frequentes e proprios do tipo digéou complexo, o que dificulta sua
identificacdo (BADANOet al, 2002; RIAZUDDIN et al,1999) e requer estudos mais
minunciosos. As formas néo-sindrémicas de surdeeditéria sdo classificadas de acordo
com o modelo de heranca: autossdmica recessivagRFMtossémica dominante (DFNA);
heranca ligada ao cromossomo X (DFN); ou herantacomndrial.

Aproximadamente 77% dos casos de surdez pré-ling@al do tipo autossdmica
recessiva (DFNB), 22% apresentam padrao de heearigasomica dominante (DFNA) com

manifestacdes tardias; 1% heranca ligada ao crammssX (DFN); e menos de 1%
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apresentam heranca mitocondrial (MORTON, 2002)gxmés autossOmicas recessivas sao
responsaveis por fendtipos mais graves e acometgramale maioria dos casos de surdez
congénita profunda. Estas formas sdo quase quasexaiente neurossensoriais e proprias
de defeitos na coéclea (KALATZIS e PETIT, 1998). Atépresente, mais de 130 loci
relacionados a surdez nao-sindrémica foram mapeddestes, 54 apresentam heranca do
tipo autossomica dominante (DFNA); 67 apresentamarnga do tipo autossdmica recessiva
(DFNB); 08 (oito) tém heranca do tipo ligada aoD&EN) (VAN CAMP e SMITH, 2006).
Foram identificados e clonados, 23 genes para t&i@dmtipo autossémica recessiva (Quadro
1); 21 genes para heranca do tipo autossdmica dotei(Quadro 2); 01 (um) gene para
heranca ligada ao X; e 7 (sete) genes mitocondi#sl CAMP e SMITH, 2006). Apesar da
maioria dos casos de surdez congénita refletir adrgm de heranca do tipo autossémico
recessivo, a natureza de casos esporadicos edsodadesconhecida o que torna dificil a
pratica do aconselhamento genético e diagnésticuaiez (ESTIVILLet al, 1998).

No entanto, a compreensdo da genética molecular serdez tem avancgado
rapidamente nas ultimas décadas. Mais de 100 gasesiados com a deficiéncia auditiva
foram identificados, um deles, o gene GJB2, qudicach conexixa 26esponsavel por 50%
de todas a formas de surdez hereditaria ndo sincaOminda sim, a maioria dos casos de
perda auditiva neste pais sdo devidos a fatoregeatals. A etiologia genética da surdez sera
cada vez mais determinada conforme a implementdeaiestes genéticos (OLIVEIRAL
al.,2007).
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QUADRO 1
Genes envolvidos com formas nao-sindrémicas de surdez
Genes com padrao de heranca autossémica recessiva
Locus Gene Referencia
PRES (Prestin) Liu et al., 2003
DFNB1 GJB2 (Cx26) Kelsell et al., 1997
DFNB1 GJB6 (Cx30) Del Castillo et al., 2002
DFNB2 MYOT7A Liu et al., 1997, Weil et al., 1997
DFNB3 MYO15 Wang et al., 1998
DFNB4 SLC26A4 Li etal., 1998
DFNB6 TMIE Naz et al., 2002
DFNB7/DFNB11 TMC1 Kurima et al., 2002
DFNB8/DFNB10 TMPRSS3 Scott et al., 2001
DFNB9 OTOF Yasunaga et al., 1999
DFNB12 CDH23 Bork et al., 2001
DFNB16 STRC Verpy et al., 2001
DFNB18 USH1C Quyang et al., 2002, Ahmed et al., 2002
DFNB21 TECTA Mustapha et al., 1999
DFNB22 OTOA Zwaenepoel et al., 2002
DFNB23 PCDH15 Ahmed et al., 2003
DFNB28 TRIOBP Shahin et al., 2006, Riazuddin et al.,2006
DFNB29 CLDN14 Wilcox et al., 2001
DFNB30 MYO3A Walsh et al., 2002
DFNB31 WHRN Mburu et al., 2003
DFNB36 ESPN Naz et al., 2004
DFNB37 MYO6 Ahmed et al., 2003
DFNB67 TMHS Shabbir et al., 2006

Quadro 1 - Genes Autossdmicos Recessivos envolwdaos formas nao sindrémicas de
surdez.
Fonte: Van Camp and Smith, 2006.
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QUADRO 2
Genes envolvidos com formas nao-sindromicas de surdez
Genes com padrao de heranga autossémica dominante
Locus Gene Referencia
CRYM Abe et al,, 2003
DFNA1 DIAPH1 Lynch et al., 1997
DFNA2 GJB3 (Cx31) Xiaetal, 1998
DFNA2 KCNQ4 Kubisch et al., 1999
DFNA3 GJB2 (Cx26) Kelsell et al., 1997
DFNA3 GJB6 (Cx30) Grifa et al,,1999
DFNA4 MYH14 Donaudy et al., 2004
DFNA5 DFNA5 Van Laer ef al., 1998
DFNAG/DFNA14 WEFS1 Bespalova et al., 2001, Young et al., 2001
DFNA8/DFNA12 TECTA Verhoeven et al,, 1998
DFNA9 COCH Robertson et al,, 1998
DFNA10 EYA4 Wayne et al.,2001
DFNA11 MYOTA Liu et al., 1997
DFNA13 COL11A2 McGuirt ef al., 1999
DFNA15 POU4F3 Vahava et al., 1998
DFNA17 MYH9 Lalwani ef al., 2000
DFNA20/26 ACTG1 Zhu et al., 2003, van Wijk et al., 2003
DFNA22 MYO6 Melchionda et al., 2001
DFNA28 TFCP2L3 Peters et al., 2002
DFNA36 TMC1 Kurima et al., 2002
DFNA48 MYO1A Donaudy ef al., 2003

Quadro 2 - Genes autossdmicos dominantes envolhados formas nao sindrébmicas de
surdez.

Fonte: Van Camp and Smith, 2006.
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1.8  JUNGCOES COMUNICANTES E CONEXINAS

Juncbes Comunicantes (ou Gap Junction) sdo camaiselulares de membrana que
estdo presentes virtualmente em todos os metago@OODENOUGHet al, 1996). Em
vertebrados, as Jun¢des Comunicantes sdo compastasna familia multigénica chamada
de Conexina (WILLECKEet al,2002), enquanto que em invertebrados sado coddsaor
uma familia de genes chamada Inexinas (PHELAN eR8TAH, 2001). Conexinas e Inexinas
compartilham uma idéntica topologia de membranaJéscdes Comunicantes sao juncdes
intercelulares especializadas caracterizadas pelsiG@o da membrana plasmatica de células
sobrepostas cujo espacgo exiguo é de 2-3 nm e carg@ais de membrana hidrofilicos que
possibilitam a passagem de ions inorganicos, mitabé pequenas moléculas sinalizadoras
celulares menores que 1kDa de tamanho (KUMAR e GA,l1996) entre células adjacentes
de inumeros tecidos animais, conectando dessa foéldas e metabolitos eletricamente
(fig.4). Este tipo de comunicacéo intercelular pegmcoordenar a atividade celular,
caracteristica essencial para a homeostase desaigémnte o desenvolvimento e vida adulta
de organismos multicelulares (BRUZZON#E al,1996; GOODENOUGHet al, 1996;
WILLECKE et al.,, 2002). A producdo de um potencial de qualquer {joole passar
diretamente entre Juncdes Comunicantes de céldijiaseates e ndo havendo intermediarios
quimicos, sendo a transmissdo considerada ultidasaplurando apenas centésimos de
milésimos de segundo (LENT, 2001).

Figura 4 — Estrutura Da Juncdo Comunicante ( Gap Jactions)
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Fonte: Lodish et al., 2000.cap.22
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As juncdes comunicantes sao firmemente empacotadasna disposicao hexagonal
chamada Conexon. Cada Conexon consiste em um h&hicamado por seis subunidades
protéicas de conexinas organizadas ao redor deovoncgntral (KUMAR e GILULA, 1996;
SOSINSKY, 1996).

Os Conexons podem ser compostos por um Unico gpmodexina (homomérico) ou
diferentes tipos de conexinas (heteromérico). Rafarmacdo da Juncdo Comunicante é
necessaria a uniao de dois hemicanais entre cé&djasentes. A Juncdo Comunicante pode
ser do tipo homotipica que apresenta Conexonsitd8ndu heterotipica apresentando dois ou
mais tipos de Conexons diferentes (WHITE e PAUIQgfig. 5).

Figura 5 — Estrutura do Conexon
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Fonte: Albertset al.,2002, cap. 19.

As moléculas de conexinas possuem quatro domiraos-membrana hidrofébicos
(M1-M4) que ancoram a proteina na membrana; daisimios (alcas) extracelulares (E1 e
E2); um dominio (alca) citoplasmatico (CL), posslairas extremidades carboxi — e amino-
terminal intracitoplasmaticas GOODENOUGHt al.,, 1996) (fig.6). Os dominios
extracelulares medeiam interacbes homofilicas cerees para alinhar os poros dos
Conexons das duas células. Os dominios intracetutdo sitios de regulacdo da condutancia
de canais, provavelmente por meio de mudancasnfaromacdo das conexinas induzidas por

variacdes de voltagem, de pH ou da concentracéaxeitilar de Calcio (BALDO, 1999).
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Figura 6 — Estrutura da Conexina. Os cilindros repesentam o dominio transmembrana (M1-
M4). As algas entre o primeiro e o segundo, assinorao o terceiro e o quarto dominio trans-
membrana séo extracelulares (E1 e E2. Respectivameh

Extracelular

HMembrana

Citoplasma

FONTE: llvesaro, 2001.

Dois tipos de nomenclatura sdo usados para classifonexinas humanas em trés
grupos, de acordo com sua massa molecular (que dar26 a 59kD) ou por similaridades de
sequéncias: Gap Junction a (GJA), Gap JunctiondB)Y®u Gap Junction g (GJC). Até o
presente, 20 genes de conexinas foram identificatlosgenoma de rato e 21 genes no
genoma humano (SOHL e WILLECKE, 2003). A estruttcoanum dos genes do grupo das
conexinas é caracterizada por apresentar uma sragteutura, na qual a regido codificadora
esta toda contida em um Unico éxon, acompanhadardeu dois introns localizados na
regido 5’ ndo traduzida (WHITE e PAUL, 1999; RABIGNet al.,2000).

1.9 A COCLEA E OS MECANISMOSAP JUNCTION

A orelha interna e a pele possuem em abundancigddsnComunicantes (Gap
Junctions). Na epiderme e no foliculo piloso, aszdas Comunicantes sdo responsaveis pela
diferenciacdo coordenada de queratinécitos e durantransducdo auditiva, no ouvido

interno, as Jun¢des Comunicantes mantém potemigaisembrana por meio da regulagéo do
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fluxo de ions (especificamente ions potassio) eotepitélio sensorial do ouvido interno
(FORGELEet al2002).

A coclea de mamiferos apresenta organizacdo Uniqaossui compartimentos
preenchidos por fluidos que suportam o processotraiesducdo mecanossensorial. A
superficie apical das células ciliadas da coécledaghada pela endolinfa que possui
composicao idnica alta de K+ e baixa de Na+. O riltel de K+ € necessério para a funcéo
normal e manutencao da atividade de células néaascmia (RABIONETEet al, 2002).

A endolinfa coclear é caracterizada pela preserecand potencial endolinfatico de
aproximadamente 100 mV. No momento em que célillaslas da céclea sao ativadas pelo
som, seus potenciais receptores sao gerados pelo dle K+, a partir da endolinfa, para
dentro das células ciliadas. Os ions K+ sdo lieradasolateralmete para o espaco
extracelular por células sensoriais, reciclado @amente difundido para a endolinfa
(KICHUCHI et al.,1995 e 2000). Na orelha interna, as Juncbes Comanueis sdo observadas
entre células do 6rgdo de Corti e entre célulapatade lateral da coclea. Na céclea de
mamiferos existem dois tipos de sistemas indepeesiele Juncdes Comunicantes: o Sistema
de Células Epiteliais via Juncdo Comunicante qoeng@osto por células do 6rgao de Corti e
o Sistema de Comunicac¢éo Celular via Jungéo Cormnt@dKICHUCHIet al.,2000). Estes
dois sistemas de JungBes Comunican@asp(Junctiof estdo envolvidos no processo da
recirculacdo coclear de ions K+, mantendo umacalteentracdo deste ion na endolinfa, o
que crucial para o funcionamento normal do sistenditivo (RABIONETet al.2002).

Até o presente, foi demonstrada a existéncia deatipos principais de conexinas,
presentes na coclea de mamiferos, que estdo redei® as formas de surdez (sindromica e
nao-sindrémica). Esses tipos incluem a conexina(Ki6huchi et al., 1995 e 2000;
Lautermannet al., 1998); a conexina 30 (LAUTERMANNMt al., 1998), a conexina 31
(ADAMS, 2000) e a conexina 43 (LAUTERMANNMNt al., 1998). De todas, a de maior
expressao na coclea corresponde a conexina 26 (E@R#.2002).

Apesar da boa caracterizacdo estrutural e biogaindics canais intercelulares,
informacdes sobre seus aspectos bioldgicos aindldirméiadas (WHITE e PAUL, 1999).
Entretanto, existe um elevado nimero de patoldgiazanas associadas a mutacdes em genes
de conexinas. Entre essas, estd a Doenca de ChardetTooth (ligada ao X) associada a
defeitos da Conexina 32 que corresponde a uma g8%iga neuropatia e resulta no

rompimento da mielina e degeneracdo axonal de sguedféricos (BERGOFFENt al.,



32

1993); Surdez neurossensorial (KELSEEL al.1997) e catarata congénita (SHIEIES
al.,1998).

Mutacbes no gene da conexina 26 podem ocasionaitaiefnos complexos das
Juncbes Comunicantes o que pode gerar desorderikixmo de ions potassio e, como
resultado, uma intoxicacao local do 6rgdo de Qb potassio. O aumento na concentracao
de ions potassio na perilinfa que banha a parddeala a por¢cdo basal de células ciliadas
pode interferir no funcionamento normal destas \@nwialmente, ser responsavel pela
liberacdo de agentes toxicos especificos paraasétiliadas, fornecendo a base para a perda
auditiva (LEFEBVREet al.,2000 e FRIEDMAN 2007).

1.9.1 O LOCUS DFNB1 E O GENE GJB2

O locus DFNB1, localizado no braco longo do crorooss 13, regido 13g12, foi o
primeiro identificado e associado a surdez de lgarantossémica recessiva em duas familias
da Tunisia com surdez pré-lingual profunda (GUILBDR al.,1994).

Posteriormente, estudos com familias consangilimeasio consangilineas, em
diferentes populacdes, confirmaram que o locus DEBBesponsavel pela segregacao ligada
de surdez nao-sindromica recessiva (FINSTERER H.MEEER 2005).

Outro gene localizado na mesma regidao cromossdmigaoposto como causador da
forma dominante de surdez néo-sindrémica. Esteslémiudentificado como DFNA3 (Chaib
et al., 1994). A identificacdo do gene envolvido em amb®gsasos de surdez — mais tarde
identificado como o gene GJB2 — corroborou a hgstie que o locus DFNB1 detém a maior
contribuicdo para a surdez genética em muitas popes (GASPARINIet al.1997;
KELSELL et al.,1997; MAW et al.,1995; RABIONETet al.,2000) e € responsavel tanto por
formas dominantes quanto por formas recessivasidizz.

Estudos posteriores confirmaram o envolvimento deéagdes no gene GJB2 como
responsavel por 30% a 50% dos casos de surdesirecpsé-lingual em algumas populacdes
da Europa (KELSELIet al.,2001; RABIONETet al.2000).

O GJB2 (Gap junction beta-2 protein) € um genetiv@lamente pequeno e presenta
cerca de 5.5 kb e esta localizado no cromossomdl1t@t2. Estruturalmente este gene
apresenta dois éxons. Entretanto, apenas o se@xwmioapresenta sequéncia codificadora
(KEMPERMAN et al.,2002).
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Figura 7- Localizagéo do gene GJB2 no cromossomo 13
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Fonte: Genecards

A regido codificadora do gene GJB2 (éxon 2) coedgist 681pb incluindo o cédon de
parada. O produto da tradugdo é a proteina Con@Gnmaom 208 aminoacidos com massa
aproximada de 26 kDa. A regido promotora € altaeneanservada entre mamiferos ja
estudados (KIANGet al., 1997). Muitos alelos mutantes do gene GJB2 foraentificados
em casos familiais e esporadicos de formas naeésimidas recessivas e dominantes de
surdez em muitas partes do mundo (CARRASQUILEDal., 1997; DENOYELLE et
al.,1998; SCOTTet al.,1998). Em familias Mediterraneas estudadas, 80%ak®ss de perda
auditiva estdo associados a mutacdes no gene GH2\V(ILL et al.1998).

Até o presente, foram descritas 101 mutacdes ne GaB2 e associadas com surdez
hereditaria. 09 (nove) delas estdo associadas eoma$ autossémicas dominantes — DFNA
(Quadro 3) e 92 com formas autossOmicas recessiN@BENB (Quadro 4). Destas, as
mutacfes 35delG, 167delT e 235delC se mostram cmamacteristicas de determinados

grupos populacionais (Connexin and deafness Honeg¢pag



Quadro 3
Mutacoes descritas no gene GJB2 relacionadas com surdez nao-

sindromica e associadas ao padrao de heranca autossomico dominate
Mutacdo  Descricdo Efeito  Dominio Referencia
(elEd2  delAGGNt125 DelGlu142  EC1 Rouan et al., 2001
WS GoCnt131 TmddSer  ECT Gasparini, PC
WiC  G-Cnt132  TmddCis  EC1  Denoyelleetal, 1998
RIQ  G2Ant224  Ag75Gh  ECI Rabionet ef al., 2000
RI43Q  GHAntd28  ArgCGh 143 TM3 Loffler et ., 2001
MGL  A->Cntdd7  Met163Ley  EC2 Fialho et al,, 2003
DITON ~ G2Antb35 Asp179Asn  EC2  Primignanietal, 2002 (PC)
R184Q  G-Ant551 Aqg184Gh  EC2  Hamelmannetal, 2001
C00F  G-Tnt605 Cys202Phe  TWM Morle et al,, 2000

Fonte: The Connexin and deafness Homepage
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Quadro 4

Mutagoes descritas no gene GJB2 relacionadas com surdez nao-sindromica
e associadas ao padrao de heranga autossomico recessivo

35

(Continua)
Mutacao Descricdo Efeito Dominio Referencia
IVS1+1Gto A G I3A Sfiode hum  Green etal, 1999
Splicing
3170Gto A G ¥ nt Sitio de nenhum  Denoyelle et al., 1999
Splicing
Sem
M1V (p.0) A'>G formacéo da IC1 Estivill ef al., 1998
proteina
T8M CH®3T Tre 8 Met IC1 Kenna et al., 2001
31del38 del 38 nt 31 Frameshift IC1 Denoyelle et al., 1997
31del14 del 14 nt 31 Frameshift IC1 Murgia et al., 1999
G12V G*>T Gly 12 Val o} Rabionet et al., 2000
30delG del %5'“ 3 Frameshif Ic1 Denoyelle et al,, 1997
35insG ins %E’:t 0. Frameshift Ic1 Estivill ef al,, 1998
35delG del G nt 30-35  Frameshift IC1 lliades et al., 2002
35delG del G nt 30-35  Frameshift IC1 Zelante et al., 1997
K15T A“3C Lys 15 Thr Ic1 BradSha‘(“;,g)af" 2002
51del2insA %€ En??s? NS Erameshit Ic1 Sobe et al,, 2000
S19T G*¥>C Ser 19 Thr IC1 Rabionet et al., 2000
120T T C lle 20 Thr IC1 Loffler et al.,, 2001
W24X G">A Trp 24 Stop ™1 Kelsell et al., 1997
GP3>At+A  Val27llee
+
V271+E114G 43 g Glu 114 Gly TM1+IC2 Pandya et al., 2001
R32C cC¥>T Arg 32 Cis o} Prasad et al., 2000 other
R32L G#>T Arg 32 Leu IC1 Yamuna et al., 2003 (PC)
R32H G *2A Arg 32 His IC1 Mustapha et al.,, 2001
V37l G1™P3 A Vat 37 lle TM1 Kelley et al., 1998
A40E c'™3A Ala 40 Glu EC1 L Perroni, PC
A40G c'"s6 Ala 40 Gly EC1 Sironi F et al.,. (PC)
w44X G A Trp 44 stop EC1 Green et al., 1999
G45E G A Gly 45 Glu EC1 Abe et al., 2000
E47X G T Glu 47 stop EC1 Denoyelle et al., 1997
E47K G™3 A Glu 47 Lys EC1 Prasad et al., 2000
167delT del T nt 167 Frameshift EC1 Zelante et al., 1997
Q57X C169>T Gln 57 stop EC1 Wilcox et al., 1999
176-191del16  del 16 nt 176  Frameshift EC1 Kudo et al., 2000
C64X CH3 A Cys 64 stop EC1 AF Roux, PC
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Quadro 4

Mutagoes descritas no gene GJB2 relacionadas com surdez nao-sindrémica
e associadas ao padrao de heranga autossdmico recessivo

(Continua)

Mutacao Descricao Efeito Dominio Referencia
Y65X cC™>G Tyr 65 Stop EC1 Estivill ef al., 1998
W77R T*>C Trp 77 Arg ™2 Carrasquillo et al., 1997
W77X G#'> A Trp 77 Stop ™2 Kelsell et al., 1997

235delC del C nt 233- Frameshift M2 Fuse et al., 1999

235
L79P T?*>C Leu 79 Pro T™M2 Hamelmann et al., 2001
Q80X C*¥#E>T Gln 80 Stop TM2 Hutchin, PC
Q80P A C GIn 80 Pro TM2 Hilbert, PC
Q80R A 239>G Glin 80 Arg TM2 Uyguner et al., 2003
182M C > G lle 82 Met ™2 Kupka et al., 2002
ve4L G*'s>cC Val 84 Leu TM2 Kelley et al., 1998
S85P T3> C Ser 85 iPro ™2 Park et al., 2000
A88S G**>T Ala 88 Ser ™2 Frei ef al., 2002
LooV C*>G Leu 90 Val ™2 Lynne HYet al., (PC)
L90P T*%o C Leu 90 Pro M2 Murgia et al., 1999

269insT ins of T nt 269 Frameshift TM2 Denoyelle et al., 1999
M93I G5 A Met 93 lle ™2 Hutchin, PC
VI5M G > A Val 95 Met Ic2 Kelley et al., 1998
YO7X Néo descrito Tyr 97 Stop Ic2 L Perroni, PC

290-291insA frameshift frameshift Ic2 Mustapha et al., 2001
H100Y C2%E3 T His 100 Tyr IC2 Green et al., 1999
H100L A>T His 100 Leu IC2 Primignani et al., (PC)

del = AT nt ;

299-300delAT 599 Frameshift Ic2 Abe et al., 2000

302del3 delof ASARL  delLys 102 Ic2 Musller et al., 1999
E101G A G Glu 101 Gly ICc2 Jun et al., 2000

310del14 del 14 nt 314 Frameshift Ic2 Denovyelle et al., 1997

312del14 del 14 nt 312 Frameshift Ic2 Denovelle et al., 1999

314del14 del 14 nt 310 Frameshift Ic2 Kelley et al., 1998

333-334delaA O ‘;‘;5”" 3 Frameshift Ic2 Kelley et al., 1998
S113R T339> G Ser 113 Arg ICc2 Kelley et al., 1998
del of GAG nt del of Glu nt

delE120 360 119-120 IC2 Denovyelle et al., 1999
K1221 A¥FEs T Lys 122 ille ICc2 Green et al.,, 1999
Q124X C T GIn 124 Stop Ic2 Scott et al., 1998
R127H G > A Arg 127 His Ic2 Seeman 2002, PC

W133X G > A Trp 133 Stop IC2 Primignani et al., (PC)
Y136X C 2> A Tyr 136 Stop IC2 Fuse et al., 1999
S139N G A Ser 139 GIn IC2 Marlin et al., 2001

R143W C>T Arg 143 Trp ™3 Brobby et al., 1998
E147K G ¥ A Glu 147 Lys TM3 Murgia, PC
E147X G*>T Glu 147 Stop TM3 Vijaya et al., 2003 (PC)




Quadro 4
Mutacoes descritas no gene GJB2 relacionadas com surdez nao-sindromica
e associadas ao padrao de heranca autossomico recessivo
Mutacéo Descricdo Efeito Dominio Referencia
469delG delG469  frameshif EC2 Mueller et al., 1999
486insT ins T486 Frameshift EC2 Antoniadi (PC)
R165W C¥3T  Ag185Tp  EC2 Rickard et al,, 2001
504insAAGG  insAAGG nt  Frameshift EC2 Lin et al., 2001
504
30%insA ins A509 Frameshift EC2 Denoyelle et al., 1999
509del14 del14nt509  Frameshift EC2 Antoniadi (PC)
915del17 Del 17 nt515  Frameshift EC2 L Perroni (PC)
W172X G™™A  Tmi72stop  EC2 Sartorato (PC)
C174R T®3C  Cys174Arg  EC2  Primignanietal, (PC)
P175T C*3T  Pro175 Thr  EC2  Denoyelle et al., 1999
V178A T3¢ Vali78 Ala EC2  Hamelmann et al,, 2001
R184W C™5G6  Arg184Tmp  EC2 Wilcox et al, 2000
R184P G™3C  Ag184Pro  EC2  Denoyelle etal, 1997
372delT del Tnt572  frameshift EC2 Murgia et al., 1999
S199F C*™3T  Ser199Phe  TWM4 Green et al., 1999
605ins46 Ins46nt605  Stopataa TM4 Yuge et al,, 2002
202
203K TC->AAnt  lle203 Lys TM4  Hamelmann et al., 2001
608
N206S A6 Gn206Ser  IC3 Kenna et al,, 2001
631delGT del GT nt Frameshift IC3 Kelley et al., 1998
631-632
L214P T¥3C  Leu214Pro IC3  Hamelmann et al, 2001
645- del TAGANt  frameshift IC3 Prasad ef al., 2000
648delTAGA 645

Fonte: The connexin and deafness homepage
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1.9.2 A MUTACAO 35DELG (OU 30DELG)

A mutacao 38elG resulta da delecdo de um residuo de guaninag@jnd sequéncia
de 6 (seis) G que se inicia a partir do nucleoti@8oaté o nucleotideo 35 na regido
codificadora do gene GJB2. Essa mutagao resultmudanca de uma Glicina para uma
Valina no cédon 12, constituindo um codigo pren@ate parada no cédon 13 e culminando
com a formacao de uma proteina truncada (KELLEY).,1998; ZELANTEet al.,1997).

Dentre as mutacdes ja identificadas no gene GJBfjtacado 35delG € considerada a
mais frequente entre as causadoras de perda aydiéindo observada com maior freqiéncia
em pacientes caucasoides de origem européia (DEMOKEEt al., 1997; GASPARINIet
al., 2000; LUCOTTEet al.,2001).

Entre populacbes européias ja estudadas, é possigervar a existéncia de um
gradiente de frequéncias da mutacdo 35delG do aal p norte, no qual altas taxas de
frequéncias séo particularmente mais frequentepagses do Sul, em relacdo ao Centro e ao
Norte europeu (ESTIVILIet al.,1998; GASPARINIet al.,2000; ZELANTEet al.,1997).

Diferentes taxas de frequéncia para a mutacdo G5a@skociada a distribuicdo
geografica em populagbes do sul europeu, bem camnaemais populagbes ja estudadas no
mundo, suportam a hipétese do Efeito do FundadAB(RNET et al., 2000). No caso de
populacdes européias, € sugerida a hipétese da guagtacdo 35delG é resultado de uma
mutacdo ancestral que inicialmente teria se espalte redor do Mar Mediterraneo
(GASPARINI et al.,2000; KENNESONet al.,2002; ROTHROCKet al.,2003; VAN LAER
et al.,2001).

A mutacdo 35delG € observada em pacientes com zsurelrossensorial do tipo
autossémica recessiva da Australia, Franca, Isitaéh, Libano, Marrocos, Nova Zelandia,
Espanha, Tunisia, Reino Unido e EUA, com frequéncgjae variam entre 20% e 63%
(ESTIVILL et al., 1998; DENOYELLEet al.1997; KELLEY et al.,1998; SCOTTet al.,
1998; LENCHet al.,1998). A mutacao 35delG também é observada em eaposadicos de
surdez, acometendo 33% de pacientes surdos dadt&élspanha (ESTIVILEt al.,1998) e
aproximadamente 10% dos casos na Bélgica e Reimbo {bENCH et al.1998). Dados
mais recentes apontam como 82,8% a frequéncia tec&w35delG entre individuos surdos
na Republica Tcheca (SEEMA& al.,2004). No entanto, a mutacédo 35delG néo é observada
entre criancas japonesas com deficiéncia audiiBi (et al.,2000; KUDOet al.,2000), esta

mutacdo também ndo é observada entre negros anoi¢RIORELL et al., 1998) e na
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populacdo de Ghana (HAMELMANBt al.,2001), e raramente € observada entre populagdes
asiaticas (PARkKet al.,2000).

A frequéncia relativa desta mutacdo em pacientes sardez congénita (casos
familiares e esporadicos) tem sido estimada em {BSJTIVILL et al., 1998), o que é
considerada elevada em relacéo a alta heterogeeesdgerida para este distarbio (MOTTA
et al, 2011).

No Brasil, os dados obtidos sobre a frequéncia dtagao 35delG restringem-se em
poucos trabalhos publicados na regido sudeste ido partorateet al (2000) analisaram de
forma randémica 620 recém-nascidos e demostranestaanutacdo apresenta frequéncia um
pouco menor do que 1% (0,97%). Um outro estudo,nmiEssmo grupo de pesquisa,
demonstrou que a frequéncia da mutacado 35delG dmidnos caucasoides com audicao
normal da regido sudeste brasileira é da ordem%lgQliveira et al., 2004), frequéncia

similar a média de outras populacdes européias FA&INI et al.,2000).

1.9.3 AS MUTACOES 167DELT E 253DELC

A mutacéo 167delT consiste de uma delegéo de uituesle timina do nucleotideo
167, na regido codificadora do gene GJB2 que ena cadeia de terminacdo prematura da
conexina 26 no cédon 81 desse gene. (ZELANT&.1997).

A mutacdo 167delT foi originalmente descrita emytagdes de origem Mediterranea
que apresentavam frequéncia de 2.3% desta mutZEAANTE et al.,1997). Morellet al.
(1998) descreveram esta mutacdo comum entre jual@asicanos de origem Ashkenazi,
apresentando taxas de frequéncias acima de 4%ntsote, a frequéncia desta mutacéo entre
Judeus Ashkenazi nativos com surdez nao-sindromprasenta-se na ordem de 2,78%
(SOBEet al.,1999). Estes resultados sugerem um Efeito Fundaderagigem compartilhada
entre Palestinos e Israelenses em funcdo da obdervde um haplétipo conservado
flanqueando este loci (SHAHIBL al.,2002). Além disso, as altas taxas de frequéncies pa
esta mutacdo podem ser decorrentes da reducaonaatta populacional (Efeito de Gargalo
de Garrafa) e/ou altas taxas de endogamia comutesngsipos populacionais (MOTULSKY
et al.,1995).

A mutacdo 235delC consiste em uma delecdo de uimdupesde Citosina no

nucleotideo 235 na regido codificadora. Esta motaga localizada no segundo dominio
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trans-membrana, culmina com um erro de leiturater@inacdo prematura da cadeia no
codon 79, resultando em uma molécula truncada nkexama 26 (FUSEL al.,1999).

Em populacbes asiaticas a mutacédo 235delC (ou B3Bda mais frequente de todas
as mutacdes do gene GJB2 (ABEal.,2000; FUSEet al.1999; LIU et al.,2002; PARKet
al., 2000). Na populacdo japonesa e na populacédo chingsstacdo 235delC é responsavel
por 50% a 70% de todos os alelos mutados do germ®rina 26. Nessas populacdes a
mutacdo esta sempre associada ao fenotipo da suel@mssensorial nao-sindrémica
profunda, ao nascimento (LI&t al.,2002; MATSUSHIRCet al.,2002).

Wanget al. (2002) descreveram a mutagdo 235delC como respeingar 57% dos
alelos mutantes em Taiwan. A hipGtese de uma Uoiggem ancestral para a mutacao
235delC e a prevaléncia desta em populacdes asiabhaseia-se em estudos de hapldétipos
(LIU et al.,2002) e na observacdo do mesmo espectro de mutagidsnorfismos no gene
GJB2 entre japoneses e coreanos (OHTSWKAI.,2003).
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Identificar mutacbes no ger@JB2 como fator genético determinante na causa da
surdez, em uma amostra constituida de 30 (trimdjviduos com deficiéncia auditiva
neurossensorial ndo sindrémica de grau moderadmfando da populacdo de Belém do

Para.

2.2  Objetivos Especificos

Realizar o sequenciamento direto da regido codificado gen&JB2em todos os 30 (trinta)

individuos da amostra;
Verificar a frequéncia de mutacfes no g&I®2na amostra estudada;

Investigar a presenca de novas mutacfes e suaffags que possam ser responsaveis pela

surdez hereditaria nestes pacientes;

Estabelecer um protocolo especifico que torne agndistico molecular mais facil e

econdmico, o qual possa ser utilizado no aconsehtmgenético familiar.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostra Estudada

A amostra estudada foi constituida de 30 (trimd)viduos com deficiéncia auditiva
neurossensorial ndo sindrbmica de grau moderadoofunplo provenientes da Clinica
Integrada de Fonoaudiologia da UNAMA, UEES Proftéle de Campos, Igreja Assembléia
de Deus (templo central) e Universidade Vale dor&zdUVA), localizados no municipio de

Belém no Estado do Para.

3.2  Avaliacao Clinica

A avaliacao clinica foi realizada em todos os 3@) individuos da amostra e teve
como principal objetivo excluir possiveis fatorembéentais relacionados a etiologia da
surdez e possiveis disturbios associados comaalyigsicologico e neuroldgico. Além disso,
0 quadro de saude geral de cada individuo e argetadfamiliares foram investigados na
tentativa de exclusdo de qualquer outro fator qudegse inteferir nos resultados desse
estudo. Utilizamos como critério de inclusdo ou lés@&@ no estudo a aplicagcdo do

questionario de estudo genético (anexo I). A agabeclinica foi constituida por:

Exame Otorrinolaringoldgico: Otoscopia, Rinoscopi@roscopia

Audiometria Tonal

Audiometria Vocal

Imitanciometria

Emissdes Otoacusticas

Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefalico AHIE).

Os exames audiologicos foram realizados em parceriao Centro de Diagndsticos
Dr. Murillo Lobato- CMML, localizado na cidade Nou&- PA. Dos 30 individuos da
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amostra, 20 realizaram parte ou a completa avaliagditiva neste Centro. Outros individuos
ja possuiam alguma avaliacdo auditiva realizada cenras clinicas, as quais foram
consideradas no presente estudo. Os participardemmf submetidos aos seguintes
procedimentos: entrevista inicial; inspecao visdal meato acustico externo; medidas de
imitancia acustica; audiometria tonal liminar (ATd.)ogoaudiometria; emissdes otoacusticas
evocadas por produto de distorcdo (EOEPD); e ap&dialo potencial evocado auditivo do

tronco encefalico (PEATE).

A inspecéo visual do meato acustico externo teweocobjetivo verificar a eventual
presenca de impedimentos no mesmo, tais como, grgadntidade de cera e/ou corpos
estranhos, obstruindo a passagem do som e imgdiasid a realizacdo do protocolo de

avaliacao auditiva.

No presente estudo, a avaliagdo audiolégica, esidiznos deficientes auditivos,
constituiu-se de procedimentos que investigaramipeis alteracdes desde a orelha média até
0 cOrtex cerebral, assim como, a caracterizacéiipdcoe grau da perda auditiva de todos os

individuos envolvidos na pesquisa.

De acordo com a avaliacdo clinica e exames auwit® realizados, todos os
individuos envolvidos na pesquisa apresentaramapanditiva que variou de grau moderado
a profundo, auséncia de resposta na EOET e os 1d#20] que realizaram o PEATE

apresentaram auséncia ou alteracéao das laténcialsiias.

3.3  Extragdo de DNA

Foram colhidos 05 mL de sangue periférico e adadonem um tubo de vacutainer
com anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiaminotetéiico) de cada individuo. Em
seguida, o material foi centrifugado a 3.000 rpor, ¥b minutos, para a separacao das fracdes
eritrocitarias, leucocitarias e plasmaticas pamasgguimento as analises. As amostras de
DNA foram obtidas a partir de leucdcitos, por mggométodo convencional de extracdo com
fenol-cloroférmio e precipitacdo com etanol, de rdoocom os métodos descritos por
Sambrooket al(1989).
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3.4  Reacdo em cadeia pela Polimerase

A Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) propieimg@lificacdo de segmentos
especificos de DNA a partir de um DNA molde. Pasta ¢écnica, sdo utilizados iniciadores
especificos que flanqueiam a regido de interessBNi& e possibilita a multiplicacdo em

milhares de cdpias de um determinado segmento do. DN

3.4.1 Amplificacdo do gen@JB2

Os iniciadores utilizados para o sequenciament@xdm 02 (éxon codificante) do
gene GJB2 foram desenhados no Laboratério de Ganklimana e Médica de UFPA
(LGHM), utilizando o Programa Primer3 segundo Rozeal. (2000).

Os iniciadores utilizados para o sequenciamentéxan 2 (éxon codificante) do gene
GJB2 foram desenhados no Laboratério de GenéticaaHa e Médica de UFPA (LGHM),
utilizando o Programa Primer3 segundo Rozeal. (2000).

Um segmento de 780 pares de nucleotideos foi doguld, este contém toda a regiao
codificadora do gene utilizando os iniciadores GIB2e GJB2-2R (Quadro 5). A PCR foi
realizada no temociclador Thermo Hybaid — PERpressutilizando os seguintes ciclos:
desnaturacao inicial a 94°C por 1 minuto, seguel@@ ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto
a 60°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C. Os ciolasf seguidos por uma extensao final de
5 minutos a 72°. O volume total da reacéo foi dguR5contendo 100 ng de DNA; 10 mM
TRIS-HCL (pH 8,5); 50 mM MgCI2; 1,25 mM de cada dNTL,25 mM de cada iniciador e
0,2 U de Taqg polimerase.

3.5 Sequenciamento do DNA

A estratégia utilizada neste trabalho foi a de erqgiar toda a regido codificante do

geneGJB2 Apos a amplificacdo do DNA, este foi utilizadagpa sequenciamento da regido,
com 780 pares de nucleotideos; Utilizando os idaries GJB2-1F e GJB2-2R (Quadro 5).
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QUADRO 5

Sequéncia de iniciadores utilizados para a amplificacao e seqlienciamento do

gene GJB2.
PRIMER SEQUENCIA 5 >3’
GJB2- 1F 5 GTGTTGTGT GCATTCGTCTTTTC 3
GJB2- 2R 5 CCT CAT CCC TCT CAT GCT GTC TA 3

A metodologia utilizada foi baseada na sintesequimica da cadeia de DNA
utilizando bases terminadoras (dDNTP), de acorao eaanétodo descrito por Sanggsdral.,
(1977) utilizando «&it ABI PRISMwm Dye Terminator Cycl&equensing (Applied Biosystems,
USA)e o Sequenciador Automatico ABI-PRISM 377 - Appl@dsystem - pertencente ao

Laboratoério de Genética Humana e Médica.

O sequenciamento foi realizado em um volume fawll5ulL, contendo 2uL do
produto de amplificacéo; 2L, de Terminator Ready Reaction Mix; 0,2 mM de i@dor, 9

uL de agua por 25 ciclos.

As amostras seqlenciadas foram submetidas afetese em gel de poliacrilamida
desnaturante a 5%, durante 7 horas a 1000 volligantio o sequenciador ABI prism 377,
DNA Sequencer da Applied Biosystems.

As sequéncias nucleotidicas produzidas foram afirehte editadas em um
computador Apple Macintosh G3 com a utilizacdo dogpama Sample Manager, acoplado
ao ABI 377 DNA Sequencer. Essas sequéncias forgarexias para um computador PC-
IBM para posteriores analises com a utilizacado amnama Chromas v2.3. As sequéncias
obtidas foram comparadas com a sequéncia de ref@r@vi86849; Gl 4481752) de forma a

identificar possiveis mutacdes em cada individuwdisedo.
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4. RESULTADOS

Entre os 30 pacientes investigados foram observéfoqseis) individuos que
apresentavam mutacdes no gene da Conexina 26 (GdBdirando 20% dessa amostra. As
mutacdes encontradas no presente trabalho ja hawmpreviamente descritas na literatura
e sdo as seguintes: 35delG, R143W , V271 e G1&@Bdo as mutacbes 35delG e R143W,
diretamente relacionadas com a deficiéncia audiewossensorial (Tabela 1).

Tabela 1: Mutacfes encontradas no gedB2e relacionadas com a deficiéncia auditiva
neurossensorial ndo- sindrémica de origem genética.

o Alelos Tipo de

Mutacao Descricao Individuos fetAdos Dominio Mutacao

Com Mudac
35delG Del Of G at 1 1 IC1 Frameshift
30-35
R143W 427 C ->T 1 1 T™M3 Missensé
V27l 79 G->A 4 5 T™M1 Polimorfismo?
G160S 478 G->A 1 1 EC2 liPmrfismo

*1 =Tem relagdo com a deficiéncia auditiva neugossrial ndo sindromica de origem
genética.
*2= Nao tem relacdo com a deficiéncia auditivarassensorial ndo sindrémica de origem

genética.

A mutacdo 35delG no estado heterozigoto foi obskrvam 01 (um) paciente
correspondendo a 3,3% dos alelos mutados (1/3)aeonados com a etiologia da surdez na
amostra. De acordo com os resultados audiologicasdividuo apresentou audiograma
compativel com perda auditiva neurossensorial @ grofundo, auséncia de EOET e
laténcias alteradas no PEATE (anexo2).

A Figura 8 representa o eletroferograma de um iddiv com a mutacdo 35delG, no
estado heterozigoto. A seta aponta para o pontoudacéo e inicio da mudanca na matriz de
leitura de sequéncia apos a delecédo do nucleotid&agura 9 representa o eletroferograma
de um individuo sem a mutacéo 35delG.
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Figura 8 - Eletroferograma da mutacéo 35delG radesheterozigoto

/V\ A f/
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Figura 9 - Eletroferograma de um individuo sem aalgm) 35delG.
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No mesmo individuo com a mutacdo 35delG, foi oledava mutacdo R143W (Arg
143 Trp) no estado de heterozigose.

A Figura 10 representa o eletroferograma de unviddo com a mutacdo R143W, no
estado heterozigoto. A seta aponta para uma saigdpode dois picos de timina e de
citosina, que caracterizam o estado de heterozigasemostra. A Figura 11 representa o

eletroferograma de um individuo sem a mutagéo R143.
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Figura 10 - Eletroferograma da mutacdo R143W redesheterozigoto

As mutacbes G160S e V271 foram observadas em wligsrendividuos, no estado
heterozigoto.

A Figura 12 representa o eletroferograma de unviddo com a mutacdo G160S, no
estado heterozigoto. A seta aponta para uma sahbg@pode dois picos de Adenina e de
Guanina, que caracterizam o estado de heterozipsemostra. A Figura 13 representa o

eletroferograma de um individuo sem a mutacéo.
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Figura 12 — Eletroferograma de um individuo comuiagéo G160S.

Wl

Figura 13 — Eletroferograma de um individuo senugagéo G160S.

A mutagcdo V271 (Val27lle) foi a mais prevalente amostra investigada sendo
observada em quatro (4) pacientes, sendo um (igrpacom o gendtipo homozigoto e trés
individuos com o genotipo heterozigotos. A frequ&adelica para essa mutacao foi de 0.08.

A Figura 14 representa o eletroferograma de unviddo com a mutacdo V27I, no
estado heterozigoto. A seta aponta para uma sahg@pode dois picos de Adenina e de
Guanina, que caracterizam o estado de heterozipsemostra. A Figura 15 representa o
eletroferograma de um individuo com a mutacdo \&idlhomozigose. A seta aponta para a
troca de uma Guanina por uma Adenina no nucleoff@eta sequéncia codificadora do gene
GJB2.



Figura 14 — Eletroferograma de um individuo comuapéo V271 no estado heterozigoto.

Figura 15 — Eletroferograma de um individuo comuagéo V271 no estado homozigético.

Figura 16 — Eletroferograma de um individuo senmugagéo V27I.
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Os resultados observados para as quatro mutagis®s tombinados na forma de
“hapldtipos” na tentativa de associar essas comgbasmcom um provavel efeito fenotipico

para a doenca.

A investigacdo dessas combinacfes genotipicasiadas a surdez em 30 individuos
(60 cromossomos) esta demonstrada na Tabela 2y secombinacédo genotipica dos alelos
selvagens, isto é que apresenta o fendtipo norqmadle que apresenta a maior frequéncia

encontrada na amostra (88%).

Tabela 2- Distribuicdo de frequéncias genotipi@sa ps muta¢des 35delG, V271, G160S e
R143W encontradas no ge@dB2 em 30 individuos com surdez do estado do Para.

Mutacdes 35delG Va7l G160S R143W

Mod. Amin.*  Gly250NA  Val27lle NAO Argl43trp

Freq. Total 0, 02 0,08 0,02 0,02

Haplotipos 35delG G79A G478A  C427T Frequéncia Fendtipo
2222 G G G C 0, 88 Normal
2221 - - - T 0, 09 Patogénico
2122 - A - - 0, 02 Normal
1212 delG - A - 0,01 Patogénico

** Modificagdo do aminoacido
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5. DISCUSSAO

O gene GJB2 que codifica a conexina 26 é respohgéwremais da metade das
deficiéncias auditivas de origem genética ndo éiméra, com o padrdo de heranca do tipo
autossémico recessivo. Em todo o mundo, diferemetacbes nesse gene podem levar a
surdez irreversivel, variando quanto ao seu graumederado a profundo. A surdez néo
sindrdmica é considerada um disturbio patolégidanante heterogéneo e até o presente
estudo, aproximadamente 100 loci e 50 diferentasg@ foram descritos como causadores
ou relacionados a perda auditiva ( OLIVEIRRaL, 2007).

MutacOes patogénicas no gene GJB2 divergem subdtarate entre populagdes,
como reflexo de mutacdes especificas entre difesegrupos étnicos. A mutacdo 35delG é a
principal mutacdo patogénica responsavel por cdsaurdez ndo- sindrémica com heranca
do tipo autossdmica recessiva e sua frequéncia @mnsideravelmente entre diferentes
grupos populacionais (Gaspar#ti al, 2000). Em populagbes européias, a mutacdo 35delG
mostra-se como a mais prevalente. (GREENalL, 1999 e MOTTAet al, 2011). Outra
mutacdo também observada como patogénica € a R148Wp observada entre grupos
africanos e asiaticos (PALMADA et al., 2005 e HAMEANN et al, 2001 ).

Ambas mutacdes (35delG e R143W) foram observadas igaal frequéncia no
presente trabalho (3,3%). Em um anico individuodioservada as duas mutacdes no estado
de heterozigose. Essas mesmas mutacdes, foramampente identificadas e descritas na
literatura em individuos deficientes auditivos dgido sudeste brasileira (OLIVEIRét al.
2002 e BELINTANI PIATTOet al.2004)

Os polimorfismos G160S e V271 também foram obseysadm frequéncias de 0,02 e
0,08 respectivamente, porém esses polimorfismataaido foram descritos com associacao
com a deficiéncia auditiva (ROSS 20&t7al. e Hanet al.2008).

De todas as mutacdes observadas neste trabalhdagam V271 € a mais frequente e
apresenta frequéncia alélica de O¢i é considerada elevada e semelhante a frequéncia
observada entre individuos surdos da populacaeshi(SHlet al, 2004). A mutacao V27I
corresponde a troca de uma Guanina por uma Adernaucleotideo 79 da sequéncia
codificadora do gene GJB2, esta localizada no printkominio transmembrana da proteina e

induz a troca de Valina por Isoleucina no residiiol@ cadeia protéica (KELLE#t al,1998)
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A mutacdo V27l foi identificada originalmente emaiamostra de individuos normais
de um grupo controle para a surdez nao-sindromicaEEUU (KELLEY et al, 1998) e
raramente € observada em grupos populacionais &adea (LOFFLERet al, 2001;
MCGUIRT e SMITH, 1999; LOPPONENt al, 2003). Entretanto, apresenta alta frequéncia
entre individuos surdos e normais de origem asiattomo Chineses (SHI et al., 2004);
Japoneses (ABEt al, 2000); Koreanos (PARIKt al, 2000) e populagbes com background
asiatico (Posuklet al, 2005). A mutacdo V271 é considerada um simp&dsnorfismo e nao
tem relacdo com a perda auditiva (PALMAIRAaL, 2005).

Dada a alta prevaléncia da mutacao V27| nesteltrabl@vantou-se a hipotese de que
esta seria um polimorfismo comum e resultado dachtribuicdo de genes amerindios entre
as populacdes do norte do Brasil (40% amerindi@¥® &uropeus e 10% de genes africanos)
(SANTOS e GUERREIRO,1995). Na tentativa de resporedéa questao, foi investigada a
frequéncia desta mutacdo entre 400 individuos nerpara a surdez ndo sindrébmica na
populacdo de Belém. Como resultado, foi observanha @lta frequéncia de 12.4% e
semelhante a frequéncia encontrada na amostra denfes deste estudd3,3%). Esse
resultado corrobora com Abet al (2000), confirma a caracteristica de polimorfisoe
variante V271 e demonstra a origem amerindia desienorfismo na amostra investigada. O
polimorfismo V271 foi previamente identificado enoid individuos em um grupo de
deficientes auditivos da regido sudeste brasil@dVEIRA et al, 2002). A alta frequéncia
da V271 pode ser também, interpretada como resulthd fendmenos estocasticos como
Efeito do Fundador e Deriva Genética.

Mutacbes no gene GJB2 foram observadas em 20%) (6d30pacientes. Entretanto,
variantes patogénicas (35delG e R143) foram detastem 3,3% (1/30) da amostra e
apresentam padrao de heranca do tipo autossontiessieo. Nossos resultados demonstram
que a frequéncia de mutacdes patogénicas entrasos esporadicos de surdez na regido
norte do Brasil é equivalente a frequéncia observianbém, de casos esporadicos de surdez
na regiao sudeste brasileiro (11.5%) (OLIVEIBt®al, 2002)

Toda a regido codificante do gene GJB2 foi seqa€ogino entanto, apenas um
individuo apresentou mutacdo patogénica nessaoredi@s possiveis explicacbes sao
sugeridas para este resultado: a surdez nesseglirai pode ser decorrente de mutacdes na
regido ndo codificante do gene e ndo analisad& medtalho; efeito digénico relacionado a
outros genes codificadores de Juncdes Comunicdotépo Gap (GIJB3 e GJAL) expressos

nas ceélulas ciliadas da coclea que podem ter foattade relacionada ou interagdo com o
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gene GJB2 (LIlkt al.,2000, 2001); e a existéncia de genes modificaddksCOX et al.,
2000).

Em 24 individuos, ndo foi observada qualquer afaamolecular no gene da
conexina 26. Nossos resultados ndo permitem nenmferéncia precisa, mas nao € possivel
excluir a possibilidade de que a surdez apresemadalguns individuos neste grupo possa
ser decorrente de mutacbes em regides ndo analisadagenes até o momento nao
identificados. Nao podemos excluir, ainda, processdecciosos (toxoplasmose, rubéola,
citomegaloviris, meningite, herpes, etc...) ocosidurante a gestacédo e nao identificados na
avaliacao clinica.

Ainda observam-se lacunas de dados na literatuna s@riantes do gene GJB2 em
determinados grupos populacionais, como africaAosaracterizacdo destas populacdes é
extremamente importante, ja& que pode determinarexaléncia de variantes e alelos
especificos do gene GJB2 e, principalmente, satgirbase em estudos entre grupos

populacionais miscigenados, tal como a populacasilbira.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo analisou o gene da CX26 emiBta)tmdividuos com deficiéncia
auditiva do tipo neurossensorial bilateral, préuial, ndo sindrémica. Desta amostra, foram
excluidos aqueles com relato de fatores ambiergagestivos quanto a etiologia da

deficiéncia.

A analise molecular do gene da Conexina 26 (GJE2Zjnpiu a identificacdo de
mutacbes em 20% da amostra (6/30 pacientes). Nedtalho, a frequéncia de mutagdes
patogénicas (35delG e R143W) entre os casos espusé&de surdez € da ordem de 3,3%, o
que sugere o estudo da CX26 como um importante et a surdez idiopatica em nossa
regiao.

A frequéncia da V271 de 13,3%, entre o grupo déviddos com surdez, e de 12.4%
entre individuos normais da populacdo de Belémfiroom a caracteristica de polimorfismo
desta variante e demonstra a origem amerindia pebteorfismo na amostra investigada.

Neste trabalho, as frequéncias observadas de nestaéd equivalentes a frequéncias
observadas em outras populacfes anteriormenteadsisildEm relagcdo aos casos nos quais
apenas um alelo mutado no gene GJB2 foi detectdygrimos a hipétese de um efeito
digénico associado com diferentes mutagbes em ngemes codificadores. Ja que, €
estimada a existéncia de aproximadamente 150 diésreloci envolvidos na deficiéncia
auditiva ndo sindromica.

Os dados obtidos confirmaram a importancia do estodlecular do gene GJB2 em
casos de perda auditiva neurossensorial ndo simchohlateral profunda. Foi possivel
também, diagnosticar como genética a causa dazsanae 3,3 % (1/30) dos pacientes,
possibiltando exclarecer a etiologia da surdeaeomselhamento genético.

A elevada heterogeneidade da patologia pode, ete, pasponder aos casos (24/30)
em que nenhuma alteracdo molecular no gene GJB@bkervada. Nao se pode também
excluir que a possibilidade da surdez apresentadalguns individuos possa ser decorrente,
principalmente, de fatores ambientais como proseseecciosos ocorridos durante a
gestacao ou nos primeiros meses de vida, que nd@m fidentificados durante a triagem para

a inclusao dos individuos na pesquisa.
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1 Dados Pessoais

Nome:
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LABORATORIO DE GENETICA HUMANA E MEDICA

Estudo genético-clinico de casos de surdez

Data: / /

Data de nascimento:

Naturalidade:

idade: Sexo:M () F()

Filiacao:

Naturalidade:

Naturalidade:

Endereco:
E-mail:

Telefone:

Origem do paciente:
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2 Histérico Familiar

Consanguinidade parental: (m si ( ) ndo Gra
Outros casos de surdez na familia: () sim néo

Casos de doencgas genéticas na familia: ()sim )ndp

Consulente ja teve abortos: s(m ( ) ndo

3 Caracterizacao do tipo de surdez

( ) Bilateral () Unilateral ( ) Estacionéria ) (Progressiva

( ) Leve (26-40 DB) ( ) Moderada (41- 70 DB) )( severa (71-90 DB) ()
Profunda (> 90 DB)

( ) Condutiva ( ) Neurossensorial ( ) Mista

Etiologia: ( ) Congénita ( ) Pés-natal Idaderdeio:

Epoca em que perceberam o problema: Epoca em que foi feito o diagnostico
de surdez:

4 Gestacao

( ) normal ( ) com problemas ( ) fez pré-natékccdes maternas: () sim
( ) ndo

() CMV ( ) Rubéola ( )Toxoplasmose () S#ili () Herpes

( ) outras doencas ou sintomas:

Uso de remédios durante a gestacao: () sim ( )nao Quais:

Raio X na gestacéo: () sim ( ) ndo

Observagoes:




5 Periodo perinatal

( ) normal ( ) com problemas Parto: ) rlormal () cesérea
forceps Peso ao nascer: Comprimentasten
Boas condi¢des de vitalidade: ()sim ( ) néo

( ) Andoxia () Cianose () Ictericia () Incpatibilidade de Rh

( ) Fototerapia ( ) Incubadora ( ) Febre dlta defeitos fisicos
Saiu do hospital com a méae: () sim ( ) ndo
Observagoes:

6 Desenvolvimento neuropsicomotor

( ) Normal () com atraso Engatinhou: ( ) sin) ndo Andou: ( ) sim () néo

Primeiras palavras:

( ) Antibiéticos aminoglicosideos ( ) uso derastdrogas ototoxicas

( ) Infeccdes do ouvido ( ) Diabetes melito ) Neningite

( ) Sarampo ( ) caxumba Neningoencefalites

( ) Infeccdo das vias aéreas superiores ( ) Egosonstante & ruidos

Outras doencgas, internacbes, cirurgias: Exames
realizados:

Heredograma:
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ANEXO I

ILUSTRAGAO DO AUDIOGRAMA CONFORME O TIPO O GRAU E £ONFIGURAGAO DA PERDA

AUDITIVA.
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REPRESENTAQAQ DA TELA DO MONITOR DE VIDEO COM A INBRMACAO DO
REGISTRO DAS EMISSOES OTOACUSTICAS EVOCADAS TRANSIEES (EOET) MOSTRANDO
AUSENCIA DE RESPOSTA NO QUANDO INFERIOR
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