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Anélise molecular do gene da conexina 26 em pacientes com deficiéncia auditiva
sensorioneural ndo-sindrémica

MutacBes no gene que codifica a proteina conexina 26 tém contribuido para a maioria
das deficiéncias auditivas pré-lingual, sensorioneural ndo-sindrdmicas recessivas. Uma
mutacdo especifica, a 35delG, é a mais freqlente das mutacdes detectadas no gene
GJB2 nos varios grupos étnicos estudados. O objetivo foi determinar a prevaléncia de
mutacdes no gene GJB2 em pacientes com deficiéncia auditiva sensorioneural néo-
sindrémica, do Servico de Otorrinolaringologia da FAMERP, em S&o José do Rio Preto,
SP. Trinta e trés casos-indice foram avaliados por exames fisico e complementares para
excluir formas sindromicas e causas ambientais da deficiéncia auditiva e, pela reacdo
em cadeia da polimerase alelo-especifico (AS-PCR) para a deteccdo da mutacao
35delG. Os pacientes heterozigotos para a mutacdo 35delG e aqueles que néo tiveram a
mutacdo detectada foram submetidos, posteriormente, ao PCR para deteccdo da
mutacdo A(GJB6-D13S1830) e ao seqlienciamento automatico direto para andlise da
regido codificante do gene GJB2. A mutacdo 35delG foi detectada em 27,3% dos casos-
indice (9/33) ou em 21,2% dos alelos (14/66). A mutagdo A(GJB6-D13S1830) foi
encontrada em um (3,0%) caso-indice heterozigoto 35delG. O seqlienciamento direto
nos casos-indice heterozigotos identificou um paciente (3,0%) com as mutacdes
35delG/V371. As mutacdes no gene GJB2 sdo responsaveis por mais de um quarto das
deficiéncias auditivas sensorioneural ndo-sindrdmica na populacdo do estudo e, o teste
PCR alelo-especifico (AS-PCR) é um metodo facil para rastreamento da mutagédo
35delG e os resultados positivos podem estabelecer o diagnostico etioldgico e
aconselhamento genético nos pacientes afetados.

Unitermos: deficiéncia auditiva, analise molecular, conexina 26.
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Molecular analysis of connexin 26 gene in patients with sensorineural non-
syndromic hearing loss

Mutations in the gene encoding the protein connexin 26 (GJB2) have been shown as a
major contributor to prelingual, sensorineural, non-syndromic, recessive deafness. One
specific mutation, 35delG, has accounted for the majority of the mutations detected in
the connexin 26 (GJB2) gene in the most ethnic groups studied so far. The aim of the
study was to determine the prevalence of connexin 26 mutations in patientes with non-
syndromic hearing loss, referred from Otorhinolaryngology Service of FAMERP, in
Sdo José do Rio Preto, SP. The 33 unrelated probands were examined by clinical and
complementary exams to exclude syndromic forms and environmental causes of
deafness and by allele-specific polimerase chain reaction (AS-PCR) for the detection of
the 35delG mutation. Patients heterozygotes for the 35delG mutation and the patients
who had no detectable 35delG mutation were further analysed by PCR testing for the
A(GJB6-D13S1830) mutation and by direct genomic sequencing of the coding region of
the connexin 26 gene. The 35delG mutation was found in 27.3% of the probands (9/33)
or in 21.2% of the alleles (14/66). The A(GJB6-D13S1830) mutation was found in one
proband (3.0%), heterozygote for the 35delG mutation. Direct genomic sequencing in
heterozygotes patients revealed one patient (3.0%) with the 35delG/V37] mutations.
Mutations in the connexin 26 gene are responsible for about one quarter of
sensorineural, nonsyndromic deafness in the study population, and allele-specific PCR
Is an easy screening method for the common 35delG mutation and positive finding
should establish an etiologic diagnosis and affect genetic counseling.

Uniterms: hearing loss; molecular analysis; connexin 26.



2 - CASUISTICAE METODO“




De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres
Humanos, Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude, o projeto referente ao presente
estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
S30 José do Rio Preto, SP (CEP- FAMERP) e a Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa de Brasilia, DF (CONEP), com aprovacdo de ambos (Anexos 1 e 2,
respectivamente).

No periodo de Marco a Junho de 2001, foram estudados 33 casos-indice,
(23 do sexo masculino e 10 do sexo feminino), com idade entre 1 ano e 37 anos, todos
da raca branca, do Ambulatério de Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina de
Sdo José do Rio Preto (FAMERP) com deficiéncia auditiva sensorioneural ndo-
sindrébmica. Somente foram incluidos no estudo apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e, quando menores de idade, sob permisséo de seus
pais ou responsavel legal (Apéndice 1). Destes casos-indice, foram avaliados 8 parentes
(4 do sexo masculino e 4 do sexo feminino), com idade entre 11 anos e 45 anos, que
também apresentam deficiéncia auditiva sensorioneural ndo-sindrémica. Portanto,
foram avaliadas 33 familias, com pelo menos um membro com deficiéncia auditiva,
constituindo um total de 41 individuos deficientes.

Quando possivel, os outros familiares dos casos-indice, com audigdo
normal, também foram submetidos a investigagdo molecular, constituindo um total de
44 individuos.

Os casos-indice e os seus familiares, também deficientes, foram
cadastrados como Grupo Deficiente Auditivo (GDA) e os familiares com audigéo
normal como Grupo dos Familiares (GF), para melhor identificacdo durante os

procedimentos.



2.1 Investigacao Geral

A avaliagdo dos pacientes incluiu anamnese e exame fisico, sistémico e
otorrinolaringolégico, de acordo com o protocolo padronizado pela Disciplina de
Otorrinolaringologia e Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescogco da FAMERP
(Apéndice 2), realizados conjuntamente pelo otorrinolaringologista e pediatra,
executores deste estudo.

Cada paciente foi submetido a completa anamnese para investigar idade
de inicio da deficiéncia auditiva, presenca de outros casos na familia e excluir a
possibilidade de causas ambientais: infeccbes materno-fetais, complicagdes perinatais,
meningites, uso de drogas ototdxicas, trauma aculstico. Os exames fisicos,
otorrinolaringolégico e sistémico, foram realizados para se excluir sinais sugestivos de
formas sindromicas de deficiéncia auditiva (especialmente dismorfismo cranio-facial,
alteragbes tegumentares, anomalias de origem branquial, cardiaca, tireoidianas,
disturbios da visdo, etc.). Além disso, os pacientes foram submetidos a anamnese e
exame fisico genético-clinico detalhados, realizados sempre pelo mesmo geneticista
clinico do Servico de Genética da FAMERP, também para se excluir causas
sindrémicas ou ambientais.

Os exames complementares foram realizados, de acordo com a
necessidade para se excluir causas sindrémicas, apds indicacao do otorrinolaringologista
e pediatra responsaveis, consistindo das investigacGes descritas a seguir:

- Avaliacdo laboratorial: provas de fungdo renal, analise de urina (hematdria,
proteindria), hormoénios tireoidianos. Exames realizados no Laboratorio Central do

Hospital de Base da FAMERP.



- Avaliacéo cardiaca: eletrocardiograma realizado no Setor de Exames Cardiologicos do
Hospital de Base, com o eletrocardiografo DIXTAL®.

- Avaliacdo oftalmoldgica: realizada nos pacientes com suspeita de alteragdes visuais,
sempre por um mesmo oftalmologista do Ambulatério de Oftalmologia da FAMERP.

- Avaliacdo audiométrica: realizada, exclusivamente, sempre pela mesma fonoaudi6loga
do Servico de Fonoaudiologia da FAMERP. Foram feitos os exames: .audiometria tonal
convencional com o audidmetro de diagnéstico — Modelo MAICO MA 41° (Maico
Hearing Instruments INC, Mineapolis, EUA), .audiometria eletrofisioldgica que
consiste na audiometria de tronco do encéfalo, realizada com o aparelho portéatil Bio—
Logic Evoked Potencial Systems Corp (EP) ©, VIDEX e, na pesquisa de otoemissdes
acUsticas por meio do aparelho CELESTA 503 Cochlear Emissions Analyser®,
DANAVOX.

- Avaliacdo tomografica por meio de tomografia computadorizada de cranio, com
avaliacdo de mastoide e orelha, realizada no Hospital de Base pela equipe do Servico de
Radiologia da FAMERP, utilizando o tomégrafo PHILIPS SR4000°, Tomoscan, Série

M7069, 150KV, 200MA.



2.2 Investigacdo Molecular

2.2.1 Extracdo de DNA genbémico a partir de sangue periférico
A extracdo de DNA gendmico foi realizada por dois métodos, descritos a
sequir:
2.2.1, Protocolo adaptado no Laboratério de Biologia Molecular da
FAMERP:*®

Fase 1) Isolamento de leucdcitos

Uma amostra de 9mL de sangue periférico foi colhida em dois tubos
Vacutainer® de 4,5mL ja contendo anticoagulante (EDTA) e homogeneizada logo
em seguida. Com auxilio de uma pipeta estéril, a amostra foi colocada em um tubo
de centrifuga de 50mL ja contendo a mesma medida de histopaque (a temperatura
ambiente). O material foi entdo centrifugado por 30 minutos a 1.500 rpm (Centrifuga
Eppendorf®, Modelo 5804R), para que houvesse a formacdo de 3 camadas distintas:
hemaceas no fundo do tubo, histopaque na camada intermediaria e plasma na
superficie do tubo. Os linfocitos (aspecto de “nuvem”) ficaram concentrados entre o
histopaque e o plasma. O plasma foi aspirado e descartado com uma pipeta Pasteur.
Em seguida, foi aspirada a camada de linfdcitos e transferida para um novo tubo. Aos
linfocitos isolados, foi adicionada a solugdo tampdo PBS 1X até atingir 15mL. O
tubo contendo os linfocitos foi invertido cuidadosamente e centrifugado por 12
minutos a 1.200 rpm. Apds centrifugado, o sobrenadante foi descartado e o "pellet"
de linfécitos, concentrado ao fundo, foi suspenso em solugdo. Novamente o tubo
recebeu PBS 1X e foi centrifugado, como anteriormente. Ao final do processo, o

"pellet” foi suspenso em 0,5mL de PBS 1X.



Fase Il) Extracdo de DNA gendmico

Aos linfocitos anteriormente isolados, foram adicionados: 3mL de
Tampado de Lise (TrisHCI 10mM, NaCl 400mM, Na,;EDTA 2mM), 0,2mL de SDS
10%, 0,5pL de proteinase K (20mg/mL) e 40uL de RNAse A (20mg/mL). Em
seguida, o tubo foi incubado durante a noite a 37°C, para que fosse realizada a
digestdo protéica. Apos incubacdo, foi acrescentado 1mL de NaCl 6M (em solucéo
saturada) e o tubo foi agitado no voértex até a solucao espumar. O material foi
deixado em gelo por 15 minutos e novamente agitado no voértex. Foi entéo,
centrifugado por 15 minutos a 2.000 rpm. Apos centrifugacao, o tubo recebeu 10mL
de etanol 100% gelado e foi invertido cuidadosamente até ter sido observada a
precipitacdo do DNA. O DNA precipitado foi retirado, lavado com etanol 70% e
mantido em temperatura ambiente para secar. Posteriormente, foi suspenso em
tampao Tris-EDTA. O DNA foi, entdo, guardado em tubo de microcentrifuga a

-20°C para posterior amplificacdo por PCR.

2.2.1p Kit de extracdo de DNA
Os procedimentos foram realizados conforme instrucGes do fabricante do
Kit (GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit, Amersham Pharmacia Biotech Inc.
Limited 2000): amostra de 4,0mL de sangue periférico foi colhida em um tubo
Vacutainer® de 4,5mL ja contendo anticoagulante (EDTA), homogeneizada logo em
seguida e estocada a 4°C por cerca de 3 dias. Para a extracdo, a solucdo "RBC lise” foi

colocada em tubos de 1,5mL, na quantidade de 3 vezes (900uL) o volume da amostra

(300uL) e, apds o volume da amostra de sangue ter sido adicionado, o tubo foi invertido



cuidadosamente, varias vezes, para misturar o material. A mistura foi incubada por 5
minutos, em temperatura ambiente, e centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto. Apds, o
sobrenadante foi removido por aspiracao, sendo deixado algum fluido no fundo para
que o “pellet” fosse suspenso no mesmo, apos agitacdo vigorosa no vortex.
Imediatamente apds, foi adicionado ao tubo, 500uL da “solucéo de extracdo” e
incubado por 5 minutos, em temperatura ambiente. Nesse interim, estava sendo
aquecido o tampdo TE a 70°C. A mistura incubada foi transferida para a coluna e
centrifugada a 7000 rpm por 1 minuto. Apds, o material armazenado no tubo coletor foi
descartado, sendo o tubo colocado novamente embaixo da coluna. Foi adicionado, pela
segunda vez, 500uL da “solucéo de extracdo” na coluna e centrifugado a 7000 rpm por
1 minuto. Novamente, foi descartado o material armazenado no tubo coletor, recolocado
a coluna no mesmo, adicionado 500uL da “solucdo wash” na coluna e centrifugado a
14000 rpm por 5 minutos. O tubo coletor foi descartado e a coluna transferida para um
eppendorf novo de 1,5mL (com tampa), devidamente identificado. Foi adicionado, na
coluna, 200uL de tampédo TE 1X aquecido a 70°C, incubado por 1 minuto, em
temperatura ambiente, e centrifugado a 7000 rpm por 1 minuto. A coluna foi descartada
e 0 eppendorf, contendo a amostra de DNA, foi armazenado a 4°C, por 24 horas, antes

de ser congelado a -20°C.

2.2.2 Amplificacdo do gene GJB2 pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

O gene GJB2, que possui apenas um exon codificante (Gene Bank -

M86849), foi amplificado pela técnica de PCR™ com algumas modificacdes, adaptadas

no Laboratdrio de Biologia Molecular da FAMERP. Para esta reacdo, foram utilizados



trés pares de iniciadores ou "primers", que sdo oligonucleotideos sintéticos.>**® A partir
destes, os desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs) sdo incorporados, iniciando a
amplificacdo do DNA, respeitando-se a complementaridade de bases (A-T/C-G) sendo
obtida, por fim, a amplificagdo do gene GJB2, em trés fragmentos, em trés reagdes
diferentes.

As seqliéncias dos oligonucleotideos sintetizados, a posicdo de
anelamento e o tamanho (em pares de bases - pb) dos fragmentos amplificados, por cada

par de "primers"”, sdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Seqiiéncia dos "primers" para PCR do gene GJB2.>%1°

Par Posicéo Sequéncia 5'-> 3' Tamanho (pb)
"Azul" (A) -32 CxXAF - TCTTTTCCAGAGCAAACCGC 286
>
254 CxAR - GACACGAAGATCAGCTGCAG
"Verde" (V) 143 CxVF - AGGCCGACTTTGTCTGCAACA 415
>
557 CxVR - GTGGGCCGGGACACAAAG )
"Rosa" (R) 438 CXRF - CGAAGCCGCCTTCATGTACG 256
>
693 CXRR - CTGGGCAATGCGTTAAACTGG

CxF ("Forward" - direto); CxR ("Reverse" - inverso); pb (pares de bases)

A reacdo de PCR, para obtencdo de cada um dos trés fragmentos, foi
processada em ciclador de temperatura (Eppendorf®, Modelo Mastercycler Personal),
em reacgdes de 50uL de volume final, contendo DNA gendémico (200-300ng), tampéo de

PCR 1X [Tris-HCI - 20mM (pH 8.4), cloreto de potassio (KCI) - 50mM], cloreto de



magnésio (MgCl,) - 1,5mM, dNTPs - 0,2mM de cada desoxinucleotideo trifosfato
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), iniciadores ou "primers" - 0,5pmoles de cada [direto (F) e
inverso (R)], glicerol 5% e Taq polimerase - 1,0U. Inicialmente, as amostras foram
desnaturadas a 94°C por 4 minutos sendo, posteriormente, submetidas a 34 ciclos
repetidos de 60 segundos a 94°C para desnaturacdo, 60 segundos a 60°C para
anelamento e 60 segundos a 72°C para extensdo e, apds os ciclos, 10 minutos a 72°C
para extenséo final das cadeias.

Os produtos da reacdo, adicionados ao azul de bromofenol 0,025%,
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampdo TE 1X. Apos
término da eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio (na concentracéo final
de 0,5ug/mL), submetido a iluminacdo ultravioleta, para confirmar o sucesso da reacao,

e fotodocumentado.

2.2.3 Anédlise do Polimorfismo de Conformacdo de Fita Simples de DNA
(SSCP)
As amostras de DNA, amplificadas pela técnica de PCR, descrita no item
2.2.2, foram submetidas a técnica de SSCP, que consiste na desnaturacdo do DNA e
aplicacdo do mesmo em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante. A andlise dos produtos
permite a deteccdo de mutacBGes por meio da migracdo diferencial da cadeia mutante no
gel, a qual apresenta conformacéo diferente da normal.*>>**°
Aliquotas de 5uL de cada produto de PCR, dos trés fragmentos do gene,
foram adicionadas em 5ulL de uma solugdo desnaturante (“stop solution™) contendo
formamida 98%, EDTA - 0,5M, azul de bromofenol 0,025% e xilenocianol 0,025% e

desnaturadas a 95°C por 10 minutos sendo, a seguir, incubadas em gelo até 0 momento



da aplicacdo no gel. Esta mistura foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
10% (instagel 50%, TEB 10X, glicerol 5%, persulfato de aménio - APS 10%, TEMED
e H,0 E-Pure para um volume final de 30 mL) em cuba de eletroforese vertical (Gibco®
BRL, Modelo V16-2) com placas de 160mm x 190mm, sob voltagem constante de
180V, a 21°C por 5 horas, em presenca de tampdo (Tri-borato 90mM, pH8.3, EDTA
4mM).

Apds este periodo, os géis foram corados com nitrato de prata, em duas
etapas.’® Na primeira etapa, os géis foram fixados em solucéo fixadora contendo etanol
10% e &cido aceético glacial 0,75% por 10 minutos, sob agitacdo leve, porém constante.
Em sequida, foi realizada a coloracdo do gel com solucdo de nitrato de prata 0,3% por
10 minutos, também sob agitacdo constante. Para retirada do excesso de prata do gel,
foram realizadas lavagens sucessivas com agua desionizada autoclavada, que nao
ultrapassaram um minuto de duracdo. Por fim, foi adicionada ao gel, ainda sob agitacédo
constante, a solucdo reveladora contendo hidréxido de sodio 3% e formaldeido 0,3%,
por tempo suficiente, cerca de 10 minutos, para que as bandas fossem visualizadas. A
sequir, a revelacdo foi bloqueada com a solucédo fixadora inicial. Os géis foram secos e
conservados em papel celofane e, apos todas essas etapas, foram fotografados. Os géis,
ja conservados em celofane, foram submetidos a analise visual do padrdo de migracao
de bandas, em cada fragmento amplificado. As amostras, com mobilidade eletroforética

alterada, foram submetidas a seglienciamento automatico.

2.2.4 Técnica PCR alelo-especifico para 35delG (AS-PCR)*®
Para a deteccdo da mutacdo 35delG foi utilizada a técnica da rea¢do em

cadeia da polimerase alelo-especifico - AS-PCR ("Allele-Specific PCR"), no



termociclador Applied Biosystems - GeneAmp PCR System 9700®, sendo realizada no
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP (CBMEG). Para
esta reagdo foram sintetizados trés ARMS "primers” ("Amplification-Refractory
Mutation System™ - Sistema de Amplificacdo Refrataria de Mutacdo para deteccdo de
mutacdes de ponto: "primer” normal (NOR) - usado para amplificar o alelo sem a
mutacdo 35delG, "primer" mutante (MUT) - para amplificar o alelo com a mutacao
35delG e o "primer" comum (COM) - usado como "primer" inverso (R), juntamente
com os "primers" NOR ou MUT usados como “primers" diretos (F). 652

Estas duas reacdes (NOR/COM e MUT/COM) permitem identificar cada
amostra como homozigoto normal (sem a mutacdo 35delG em ambos os alelos),
heterozigoto ou homozigoto mutante para esta mutacdo (com a mutacdo 35delG em um
ou ambos os alelos, respectivamente). As seqtiéncias dos oligonucleotideos sintetizados,
a posicdo de anelamento e o tamanho (em pares de bases) dos fragmentos amplificados,
por cada par de "primers" (NOR/COM, MUT/ COM), sdo descritos no Quadro 2.

Também foram sintetizados "primers" denominados controles A (direto)
e B (inverso), descritos no Quadro 3, para co-amplificacdo do gene GJB2 com um
segmento do gene amelogenina homdlogo ao cromossomo X-Y sendo utilizados,

portanto, como controles internos de amplificacao. 3140163



Quadlggl 2. Sequéncia dos "primers” para AS-PCR, para mutacdo 35delG, do gene
GJB2.

"Primer™  Posicdo Sequéncia 5'-> 3" Tamanho (pb)

NOR (F) 6 TTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGAG } 202

COM (R) 207 GAAGTAGTGATCGTAGCACACGTTCTTGCA
MUT (F) 6 TTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGAT } 202

NOR (Normal); COM (Comum), MUT (Mutante); F ("Forward" - direto); R ("Reverse"
- inverso), pb (pares de bases)

Quadro 3. Sequéncia dos "primers" controles internos para AS-PCR do gene
GJBZ.131’140'163

"Primer" Sequéncia 5'-> 3' Tamanho (pb)
A (F) CCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGG 360
B (R) GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTG

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso), pb (pares de bases)

A reacdo de AS-PCR foi realizada da seguinte maneira: 200-500ng de
DNA genémico em volume final de 30uL de reacdo de PCR, tampdo de PCR 10X
(Tris-HCI 10mM pH 8,8), cloreto de magnésio (MgCl,) - 1,17mM, dNTPs - 170uM de
cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 10pmol ou 0,05ug do
"primer" normal (NOR) ou do mutante (MUT), 10pmol ou 0,05ug do "primer” comum
(COM), 10pmol ou 0,03ug dos "primers™ controles A e B, BSA 1% (Albumina de Soro

Bovino) e Taq polimerase - 1,0U. Inicialmente, as amostras foram desnaturadas a 95°C

por 5 minutos sendo, posteriormente, submetidas a 29 ciclos repetidos de 40 segundos a



95°C para desnaturacdo, 30 segundos a 62°C para anelamento e 60 segundos a 72°C
para extensdo e, apds os ciclos, 5 minutos a 72°C para extenséo final das cadeias.

Os produtos de AS-PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampdo Tris-Borato-EDTA ou TBE 1X, contendo brometo de etidio,
na concentracdo de 0,5ug/mL, submetidos a iluminacdo ultravioleta, para confirmar o
sucesso da reacdo e o gel, fotodocumentado.

As amostras heterozigotas e as que ndo apresentaram a mutacdo 35delG

do grupo GDA foram submetidas a seqlienciamento automatico.

2.2.5 Técnica PCR para detecgdo da mutagdo A4(GJB6 - D1351830)">'*

Ap0s a descoberta da mutacdo A(GJB6 - D13S1830), como uma das mais

freqlientes em espanhois, depois da mutacdo 35delG'*?, padronizou-se um método para
determinacdo dessa mutacao pela técnica de PCR sendo realizada no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP (CBMEG). Para esta reacdo foram
sintetizados trés "primers" para deteccdo da mutacao:
primer” delCx30** - como direto, localizado préximo ao ponto de quebra,
Sprimer” Cx30-2F - como direto (F) e o "primer” Cx30-2R - como reverso (R), ambos
localizados dentro do gene da conexina 30 (GJB6).”” O “primer" Cx30-2F esta
localizado no segmento do gene GJB6 deletado, permitindo a deteccdo dos individuos
normais para essa mutagao.

A utilizacdo destes trés "primers” juntos permite a obtencdo de dois
produtos diferentes de amplificacdo na PCR: Cx30-2F/Cx30-2R (500 pb) e

delCx30/Cx30-2R (396 pb), discriminando entre os individuos normais (produto de 500

pb), homozigotos para a mutacdo (produto de 396 pb) e heterozigotos (produtos de 500



pb e 396 pb) em um Unico teste. A Figura 11 representa, esquematicamente, as regides
amplificadas para deteccdo da mutacéo.

As seqiiéncias dos oligonucleotideos sintetizados e o tamanho (em pares
de bases) dos fragmentos amplificados, por cada par de "primers" (Cx30-2F/Cx30-2R,

delCx30/Cx30-2R), séo descritos no Quadro 4.

Delegdo de
342kb
delCx30 —p Cx30-2E—p- <«—Cx30-2R
ésoobp

G+ —> primer2
< 396bp >

primer 1

Figurall. Esquema das regibes amplificadas pelos "primers” utilizados para
deteccdo da mutacdo A(GJB6 - D13S1830).

Quadro 4. Seqiiéncia dos "primers" para PCR do gene GJB6.>*
Par Sequéncia 5'-> 3' Tamanho (pb)
1 delCx30 -> CCT TCCGTG TCT ATG AATTTG 396

Cx30-2R -> TGACGC AGC TACATTTTACCTT

2 Cx30-2F -> TTC AGG CGA GGA GAG AAG AG 500

Cx30-2R -> TGA CGC AGC TACATTTTACCTT

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso), pb (pares de bases)



A reacdo de amplificacdo foi processada no termociclador Applied
Biosystems - GeneAmp PCR System 9700°, em reacBes de 40uL de volume final,
contendo 1uL de DNA genbmico, 5uL de solu¢do contendo desoxinucleotideos
trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1uL do "primer” delCx30 e 2uL dos "primers"
Cx30-2F e Cx30-2R, 0,5uL de Tag DNA polimerase, tampdo de PCR 10X (Tris-HCI
10mM pH 8,8) e 1,5uL de MgCl,. Inicialmente, as amostras foram desnaturadas a 95°C
por 5 minutos sendo, posteriormente, submetidas a 35 ciclos repetidos de 30 segundos a
94°C para desnaturacdo, 30 segundos a 58°C para anelamento e 45 segundos a 72°C
para extensao e, apos os ciclos, 5 minutos a 72°C para extensdo final das cadeias sendo,
entdo, mantidas a 15°C.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampdo Tris-Borato-EDTA ou TBE 1X, contendo brometo de etidio, na
concentracdo de 0,5ug/mL, submetidos a iluminagdo ultravioleta, para confirmar o

sucesso da reacéo, e o gel fotodocumentado.

2.2.6 Sequienciamento automatico
Para o seqiienciamento automatico foi utilizado o método de terminacéo
de cadeias que se baseia no sequienciamento por incorporacdo de nucleotideos
terminadores da reacdo em cadeia da polimerase.’® Esses didesoxinucleotideos
terminadores (ddNTPs ou ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), uma vez incorporados no
final da fita em sintese, interrompem o processo de incorporacdo de outros nucleotideos.
As etapas para as reacOes de sequienciamento, realizadas pela equipe do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP (CBMEG), séo

descritas a seguir:



a) Amplificacédo do gene GJB2 pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
Para esta reagdo, foram sintetizados dois pares de iniciadores ou
“primers",>*''® para se obter a amplificagdo do gene GJB2 em dois fragmentos. As
seqliéncias dos oligonucleotideos sintetizados, a posi¢cdo de anelamento e o tamanho

(em pares de bases) dos fragmentos amplificados, por cada par de "primers” (CxF -

direto e CxR - inverso), sdo descritos no Quadro 5.

Quadro 5. Sequéncia dos "primers' para PCR do gene GJB2 para o
seqiienciamento.>®*°

Par Posicéo Sequéncia 5'-> 3 Tamanho (pb)

1 -32  Cx26-1F -> TCTTTTCCAGAGCAAACCGC 286

254  Cx26-1R -> GACACGAAGATCAGCTGCAG

2 172 Cx26-2F -> CCAGGCTGCAAGAACGTGTG 520

691 Cx26-2R -> GGGCAATGCGTTAAACTGGC

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso), pb (pares de bases)

A reacdo de PCR, para cada fragmento, foi processada no ciclador de
temperatura Applied Biosystems - GeneAmp PCR System 9700°, em reagdes de 50uL
de volume final, contendo DNA gendmico (200-500ng), tampé&o de PCR 10X [Tris-HCI
- 10mM (pH 8.8), cloreto de potassio (KCI) - 50mM], cloreto de magnésio (MgCl,) -
1,5mM, dNTPs - 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), iniciadores ou "primers™ - 20pmoles de cada [direto (F) e inverso (R)] e Taq
polimerase - 2,5U. Inicialmente, as amostras foram desnaturadas a 94°C por 5 minutos

sendo, posteriormente, submetidas a 30 ciclos repetidos de 60 segundos a 94°C para



desnaturacao, 60 segundos a 60°C para anelamento e 60 segundos a 72°C para extensdo
e, apos os ciclos, 5 minutos a 72°C para extensdo final das cadeias.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampdo Tris-Borato-EDTA ou TBE 1X, contendo brometo de etidio, na
concentracdo de 0,5ug/mL, submetidos a iluminacdo ultravioleta, para confirmar o

sucesso da reacdo e o gel, fotodocumentado.

b) Purificacao dos produtos de PCR
Os fragmentos amplificados pela reacdo de PCR, acima descrita, foram
purificados utilizando-se o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System®
(PROMEGA). A purificacdo é necesséaria pois, por meio desta reacdo, sdo eliminados
DNA em fita simples, "primers", residuos de reagentes, fragmentos inespecificos e
nucleotideos ndo incorporados durante a reacdo de PCR. Apds a purificacdo, as
amostras foram quantificadas (40-80ng de DNA) usando-se 0 marcador de peso

molecular Low Mass DNA Ladder® (GIBCO).

c) Reacdo de sequenciamento automatico para os produtos de PCR do gene

GJB2
As reacbes de sequenciamento foram corridas no sequenciador
automatico ABI PRISM™ 377 (Perkin Elmer) sendo utilizado o BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing Kit V2.0 Ready Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems) e compostas
por: 40-80ng de DNA (1-2uL dos produtos purificados de PCR para cada uma das
reacOes, direta e inversa), 2uL do mix BigDye™, 1uL (5mM/ul) dos "primers” direto

ou inverso (dos fragmentos Cx1 e/ou Cx2), H,O deionizada para completar 10uL. Esta



mistura foi entdo, submetida a técnica de PCR nos seguintes ciclos especificos para o
sequenciamento: desnaturacdo inicial a 96°C por 60 segundos sendo, posteriormente,
realizados 30 ciclos repetidos de 10 segundos a 96°C para desnaturacdo, 5 segundos a
57°C para anelamento e 4 minutos a 60°C para extenséo e, apés o0s ciclos, manutencao a
4°C. As amostras foram precipitadas com isopropanol 75%, formando o "pellet”, sendo
mantidas a -20°C até o seqlienciamento.

Imediatamente antes do seqiienciamento, o "pellet” de cada amostra,
sempre protegido da luz, foi eluido em 3ul de tampdo formamida/BlueDextran (5:1),
desnaturado a 96°C por 2 min e colocado em gelo até o0 momento de ser aplicado no gel.
O gel de seqiienciamento utilizado foi gel de poliacrilamida 4,5% composto por 360g de
uréia, 10g de resina [Dowex MR-3® (1-9005)], 100mL de solucéo de acrilamida (19:1),
100mL TBE 10X, H,O destilada para completar 1 litro.

As sequéncias obtidas, ao término do sequenciamento automatico, foram
analisadas e comparadas com a sequéncia normal com o auxilio do programa Gene

Runner® V3.05, para alinhamento das seqiiéncias dos nucleotideos, e do programa

Chromas® V/1.45, para a edicdo dos eletroferogramas.

2.3 Estudo Estatistico

Foram calculadas porcentagens com o0s desvios padrdes das mesmas,

sendo os resultados expressos em %(DPyy).



3 - RESULTADOS“




Os dados clinicos obtidos dos casos-indice, tais como sexo, idade, época
de inicio e grau de perda da deficiéncia auditiva e recorréncia familial, sdo descritos no

Quadro 6.

Quadro 6.  Dados clinicos dos 33 casos-indice do estudo e os 8 familiares deficientes
(Grupo GDA, n=41) que foram submetidos a analise molecular do gene
GJB2 e da mutacdo A(GJB6-D1351830).

Casos-indice Sexo Idade Inicio da Grau da Recorréncia Idade Grau da
(GDA) (Anos) DA DA Familial (Anos) DA

1 M 15 Pré-lingual Grave

2 F 12 Pré-lingual  Profundo  irméo GDA31 11 Moderado

3 M 9 Pré-lingual Grave

4 F 28 Pés-lingual  Profundo

5 F 3 Pré-lingual  Profundo

6 M 8 Pré-lingual Grave

7 M 4 Pré-lingual  Profundo

8 F 10 Pés-lingual Grave

9 M 7 Pré-lingual  Profundo

10 M 1 Pré-lingual Grave

11 M 3 Pré-lingual Grave

12 M 9 Pré-lingual Grave

13 F 1 Pré-lingual  Profundo

14 M 9 Pré-lingual  Profundo

15 M 6 Pré-lingual Grave

16 M 5 Pré-lingual  Profundo

17 F 33 Pré-lingual Grave  irmd GDA18 28 Moderado
irmdo GDA19 37 Profundo
irmédo GDA20 19 Profundo

21 M 37 Pés-lingual  Profundo

22 M 8 Pré-lingual Grave

23 M 15 Pré-lingual Grave

24 F 1 Pré-lingual Grave

25 M 4 Pré-lingual  Profundo

26 F 9 Pré-lingual Moderado

27 F 5 Pré-lingual  Profundo

28 M 10 Pré-lingual Moderado mae GDA29 38 Moderado

30 M 14 Pés-lingual Grave

32 M 17 Pré-lingual Profundo  irmd GDA33 26 Profundo

34 F 14 Pré-lingual Grave  irmao GDA35 35 Grave

36 M 32 Pré-lingual  Profundo

37 M 7 Pré-lingual Profundo mae GDA38 45 Moderado

39 M 15 Pré-lingual Moderado

40 M 6 Pré-lingual Grave

41 M 16 Pré-lingual Moderado

(GDA)- Grupo Deficiente Auditivo; (M)- masculino; (F)- feminino; (DA)- Deficiéncia
Auditiva



Os resultados, a seguir, sd@o apresentados conforme os dados obtidos
pelos testes moleculares: PCR, SSCP, PCR alelo-especifico para 35delG, PCR para
mutacdo A(GJB6-D13S1830) e o seqlenciamento automético e, resultados

audiométricos comparados com as mutacdes encontradas.

3.1 Amplificacdo do gene GJB2 pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Um total de 85 amostras de DNA gendmico foi submetido a técnica da
PCR, sendo que 41 amostras eram dos pacientes do grupo deficiente auditivo - GDA
(33 casos-indice e 8 familiares afetados) e 44 amostras do grupo dos familiares - GF.
Cada amostra, entdo, foi submetida a trés reacdes de PCR, usando-se pares de "primers"
diferentes para cada reacdo (CXAF/CxAR - 12 reacdo; CxXVF/CxVR - 2% reacdo;
CxXRF/CXRR - 32 reacdo - Quadro 2), obtendo-se a amplificacdo do gene GJB2, em trés
fragmentos, com tamanhos de 286 pb, 415 pb e 256 pb, respectivamente (Figuras 12 a

14).

286 pb

A

Figura 12.  Fotografia do produto de PCR, em gel de agarose 1,5%, do 1° fragmento
amplificado do gene GJB2. M- marcador 100pb (Ladder®). Linhas 1, 2, 3
-> fragmentos de amplificacdo de 286 pb. pb- pares de bases.



415 pb

Figura 13.  Fotografia do produto de PCR, em gel de agarose 1,5%, do 2° fragmento
amplificado do gene GJB2. M- marcador 100pb (Ladder®). Linhas 1, 2, 3
-> fragmentos de amplificacdo de 415 pb. pb- pares de bases.

256 pb

A

Figura14. Fotografia do produto de PCR, em gel de agarose 1,5%, do 3° fragmento
amplificado do gene GJB2. M- marcador 100pb (Ladder®). Linhas 1, 2, 3
-> fragmentos de amplificacdo de 256 pb. pb- pares de bases.



3.2 Anélise do Polimorfismo de Conformacéo de Fita Simples de DNA (SSCP)

As amostras de ambos 0s grupos GDA (n=41) e GF (n=44), contendo o

gene GJB2 ja amplificado em trés fragmentos, foram submetidas a técnica de SSCP,
para cada fragmento. Foi realizada, posteriormente, a andlise visual do padrdo de
migracdo de bandas, no gel de poliacrilamida 10%, para cada fragmento amplificado,
cujos resultados séo apresentados na Tabela 1 e as fotografias dos géis nas Figuras 15 a

17.

Tabela 1. Distribuicdo das amostras (n) dos Grupos GDA e GF que apresentaram
mobilidade eletroforética alterada em relacdo aos géis de poliacrilamida
10% dos trés fragmentos do gene GJB2.

Fragmento Grupo GDA (n=41) Grupo GF (n=44)
n % n %
1° 6 14,63 5 11,63
2° 12 29,27 8 18,18
3° 3 7,31 3 6,82
Total 21 51,21 16 36,36

GDA- Grupo Deficiente Auditivo; GF- Grupo Familiares

Portanto, 21 (51,21%, DP+=7,80) amostras do grupo GDA e 16 (36,36%,
DPy=7,25) amostras do grupo GF apresentaram mobilidade eletroforética alterada

sendo submetidas ao seqiienciamento automatico.



Figura 15.

Figura 16.

Fotografia do gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata
0,3%, mostrando mobilidade eletroforética alterada (indicado pelas setas)
das amostras GDAO3 e GF19 do 1° fragmento do gene GJB2.

Fotografia do gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata
0,3%, mostrando mobilidade eletroforética alterada (indicado pelas setas)
das amostras GF12, GDAO02, GDA31, do 2° fragmento do gene GJB2.



Figura17. Fotografia do gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata
0,3%, mostrando mobilidade eletroforética alterada (indicado pelas setas)
das amostras GF24, GF25, GDA11, do 3° fragmento do gene GJB2.

3.3 Técnica PCR alelo-especifico para mutacéo 35delG (AS-PCR)

Inicialmente, foi realizada a técnica AS-PCR nos pacientes do grupo
GDA (casos-indice n=33 e familiares afetados n=8)) a fim de que, fossem identificados
aqueles que apresentassem a mutacdo 35delG. As amostras dos familiares (Grupo GF),
com audigdo normal, que foram submetidas a esta técnica foram a dos pais, quando
possivel, de cada paciente no qual se identificou mutagéo. Apenas do paciente GDA 01
foram avaliados, além dos pais, sua irma, tios e primos em primeiro grau; do paciente
GDA10, sua mée e avé materna e do paciente GDA41, seu irmdo gémeo. Devido a isto,
0 numero de familiares (GF) avaliados foi de 19 individuos, no total. Os resultados
relacionados ao Grupo GDA sdo apresentados na Tabela 2 e ao Grupo GF na Tabela 3.
A fotografia do gel do Grupo GDA esta representada na Figura 18 e a dos familiares

que realizaram o teste, na Figura 19.



Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes (n) do Grupo GDA em relagéo aos resultados

encontrados pela técnica AS-PCR.

Resultados AS-PCR Casos-indice Familiares afetados
N(33) % alelos(66) % n(B) % alelos (16) %
Heterozigoto 35delG 4 12,1 4 6,0 1 12,5 1 6,25
Homozigoto 35delG 5 152 10 15,2 0 0 0 0
Total 9 27,3 14 212 1 12,5 1 6,25
Sem mutacdo 35delG 24 72,7 48 727 7 875 14 875
Total 33 100 62 939 8 100 15 93,75

As amostras heterozigotas e as que nao apresentaram a mutacdo 35delG

do grupo GDA foram submetidas ao seqiienciamento automatico.

Tabela 3. Distribuicdo dos familiares (n) do Grupo GF em relagdo aos resultados

encontrados pela técnica AS-PCR.

Resultados AS-PCR

Grupo Familiares

n (19) % alelos (38) %
Heterozigoto 35delG 13 68,42 13 34,21
Homozigoto 35delG 0 0 0 0
Total 13 68,42 13 34,21
Sem mutacéo 35delG 6 31,58 12 31,57
Total 19 100 25 65,78

Do Grupo GF, com audicdo normal, 13 (68,42%, DP¢=10,6) individuos

apresentaram a mutacdo 35delG em heterozigose, isto é, portadores da mutacao.
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Figura 18.  Fotografia do produto de AS-PCR, em gel de agarose 1,5%, do grupo
GDA. As setas identificam os pacientes heterozigotos (GDAO1, GDA23,
GDA34, GDA35) e os pacientes homozigotos (GDA10, GDAL5,
GDA24, GDA25, GDA26). M- marcador 100pb (Ladder®).
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Figura19. Fotografia do produto de AS-PCR, em gel de agarose 1,5%, dos
pacientes do grupo GDA, com a mutagdo 35delG, e seus familiares. As
setas indicam o paciente GDAO1 e seus familiares heterozigotos (GF2,
GF4, GF5, GF7, GF9, GF10) e aqueles sem a mutagdo 35delG (GF1,

GF3, GF6, GF8). M- marcador 100pb (Ladder®).

3.4 Técnica PCR para deteccdo da mutacdo 4(GJB6 - D1351830)



Todas as amostras dos pacientes do grupo GDA (33 casos-indice e 8

familiares afetados) foram submetidas a técnica de PCR para deteccdo da mutacdo

A(GJB6 - D13S1830) (Figura 20). Foi encontrada a mutagdo no caso-indice GDA34
(3%, DP%=2,96), o qual apresenta também a mutacdo 35delG (identificada pela AS-

PCR), sendo um paciente heterozigoto composto e, no seu irmao afetado GDA35,



heterozigoto para 35delG, também foi encontrada a delecdo pesquisada. N&do foi

encontrada a mutagdo na mée, mas foi encontrada no pai dos pacientes (Figura 21).
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Figura20. Fotografia do produto de PCR para mutacdo A(GJB6 - D13S1830), em
gel de agarose 1,5%, dos pacientes do grupo GDA. As setas indicam 0s

irmdos GDA34 e GDA35 heterozigotos para a mutacdo. M- marcador
100pb (Ladder®).
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Figura2l. A. Fotografia do produto de PCR para mutagdo A(GJB6 - D13S1830),
em gel de agarose 1,5%, da made dos pacientes GDA34 e GDAS35,

indicada pela seta. M- marcador 100pb (Ladder®).
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Figura2l. B. Fotografia do produto de PCR para mutacdo A(GJB6 - D13S1830), em
gel de agarose 1,5%, do pai dos pacientes GDA34 e GDA35, indicada

pela seta. M- marcador 100pb (Ladder®).



3.5 Sequienciamento Automatico

Dos pacientes homozigotos para a mutagdo 35delG do grupo GDA (n=5),
diagnosticados pela AS-PCR, uma amostra foi submetida ao seqilienciamento
automatico direto para se obter o eletroferograma padrdo de homozigoze para 35delG
(Figura 22).

Ambos os fragmentos amplificados do gene GJB2 (Cx1F/Cx1R e
Cx2F/Cx2R) dos casos-indice heterozigotos para 35delG (n=3) e dos que ndo
apresentaram a mutacdo 35delG (casos-indice n=24, familiares afetados n=7) do grupo
GDA, foram submetidos ao sequenciamento para identificacdo da presenca ou ndo de
outras mutacGes no gene e, também, para se obter o eletroferograma padrdo de

heterozigoze para 35delG (Figura 23).



Controle Normal
A C6 ATCCTGE GGG 6 6TGE TG A ACH R AC

Homozigoto 35delG
6A CGEAT CCTGE GG GEGEGTGTGAACAHGEAR

Figura 22.  Eletroferograma da seqliéncia do gene GJB2 de um controle normal e do
caso-indice GDA24, homozigoto para a mutacdo 35delG.

Controle Normal
A CG ATCCTG GGG G G6TG TG A ACHA R AC

Heterozigoto 35delG
AHC CHTHCCT HGEGE GG GT GT G AAC A ARC

Figura 23.  Eletroferograma da seqiiéncia do gene GJB2 de um controle normal e do
caso-indice GDAZ23, heterozigoto para a mutacdo 35delG.



Destas amostras que foram submetidas ao seqlienciamento automatico,
em 2 casos-indice heterozigotos para 35delG (6,0%, DPy=4,13) ndo foram identificadas
mutacdes no outro alelo assim como, nos 24 (72,7%%, DPy=7,7) casos-indice sem a
mutacdo 35delG e nos 7 (87,5%, DPy=4,4) familiares afetados, do Grupo GDA, nao
foram identificadas mutagdes em ambos os alelos do gene Cx26.

Pelo sequenciamento automatico pode-se determinar que, dentre 0s
casos-indice heterozigotos para 35delG (n=3), que foram submetidos a técnica, 1
paciente (3,0%, DPy=2,96) apresentou a muta¢do V37l no outro alelo, sendo portanto,
heterozigoto composto 35delG/V371. As amostras de seus pais foram seqlienciadas:
mde (GFO1) - heterozigota para mutacdo V371 (V37I/Normal) e pai (GF02) -
heterozigoto para 35delG (35delG/Normal - identificada pela AS-PCR) (Figuras 24 a

26).

G®5A

V371

Figura 24.  Fotografia do gel no local onde se observa a mutagdo V371 no gene GJB2
do paciente GDAO1L - heterozigoto composto 35delG/V37I. A seta indica
a substituicdo da guanina pela adenina, na posi¢do 109 dos nucleotideos.
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Figura 25.  Fotografia do gel no local onde se observa a mutagéo V371 no gene GJB2
da méde (GF01) - V37I/N do paciente GDAOl. A seta indica a
substituicdo da guanina pela adenina, na posi¢do 109 dos nucleotideos.
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Figura26. Esquema da molécula da proteina conexina 26 com a
localizagdo aproximada das mutagfes encontradas no caso-
indice GDAOQ01 (35delG/V37l) e no familiar GFO1
(V371/Normal):

@ - mutagédo 35delG
@ - mutagdo V371

Esquema modificado de Roberts et al.*?



Em relacdo as amostras que apresentaram mobilidade eletroforética
alterada, pela técnica SSCP, de ambos 0s grupos GDA (n=21) e GF (n=16), ndo foram
identificadas mutacgdes pela AS-PCR para 35delG, pela PCR para mutacdo A(GJB6 -

D13S1830) e pelo seqlienciamento automatico.

3.6 Gendtipos encontrados no estudo

A Tabela 4 apresenta os resultados gerais dos gendétipos obtidos apds
analise molecular realizada nos 33 casos-indice e nos 8 familiares afetados do Grupo
GDA e a correlacdo fenotipo/gendtipo dos casos-indice, com mutacdo diagnosticada,
estd representada no Quadro 7. O Quadro 8 demonstra os genotipos encontrados nos

pacientes GDA e em seus familiares com audi¢do normal (GF).

Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes (n) do Grupo GDA em relacdo aos genotipos
encontrados pela analise molecular do gene GJB2 e da mutacéo A(GJB6 -
D13S1830).
Genotipo Casos-indice Familiares afetados
n (33) % n (8) %
Heterozigoto 35delG 2 6,1 0 0
Homozigoto 35delG 5 15,2 0 0
Heterozigoto composto 1 3,0 0 0
35delG/V371
Heterozigoto composto 1 3,0 1 12,5
35delG/A(GJB6-D13S1830)
Total 9 27,3 1 12,5
Sem Mutacao 24 72,7 7 87,5

Total 33 100 8 100




Foram encontradas, portanto, prevaléncias de 27,3% (DPy=7,7) da
mutacdo 35delG nos casos-indice analisados (9/33), 21,2% (DP«=5,03) de alelos
(14/66) com a mutagdo 35delG e de 12,5% (DP«=11,69) nos familiares afetados. Foi
encontrada, também, prevaléncia de 3% (DP«=2,96) para cada uma das mutacdes, V37l

e A(GJB6-D13S1830).

Quadro 7.  Fenotipo e gendtipo dos casos-indice com mutagdes no gene GJB2 e com
a mutacdo A(GJB6-D13S1830).
Casos-indice Inicio Grau Mutacao Recorréncia
(GDA) DA Alelol/Alelo2 Familial com Mutagdo
1* Pré-lingual | Grave 3bdelG/NV37TI | -
10* Pré-lingual | Grave 35delG/35delG | 0 -----
15* Pré-lingual | Grave 35delG/35delG | 0 -----
23* Pré-lingual | Grave 35delG/Normal | -----
24* Pré-lingual | Grave 35delG/35delG | -
25* Pré-lingual | Profundo 35delG/35delG | 0 -----
26* Pré-lingual | Moderado 35delG/35delG | @ -----
34* Pré-lingual Grave 35delG/A(GJIB6-D13S1830) irmdo GDA35
35delG/A(GJB6-D1351830)
39* Pré-lingual | Moderado 35delG/Normal | = -----

GDA- Grupo Deficiente Auditivo, DA-Deficiéncia Auditiva
*- Heredogramas




Quadro 8.

Genotipo dos pacientes do Grupo GDA e seus familiares (GF) com audi¢do normal.

Casos-indice Mutacéao Pais Familiares Mutacao Familiares Mutacéo
(GDA) Alelol/Alelo2 afetados Alelol/Alelo2 com audicao Alelol/Alelo2
Pai Mée (GDA) normal (GF)

irma N/N

tio paterno 35delG/N

tia paterna 35delG/N
tia paterna N/N
1 35delG/V37I 35delG/N| V37I/N | - |  emee- tia paterna NA

tia paterna 35delG/N
tio paterno N/N

primo paterno 35delG/N

prima paterna 35delG/N
2 N/N NA NA irmdo (GDA31) NN | = -
3 N/N X NA | - e irméo NA
4 N/N X X | e e e e
5 N/N NA N 7 O e e —
6 N/N X NA | | e
7 N/N NA NA | | e e e
8 N/N X NA | - e e e
9 N/N X NA | - | e e
10 35delG/35delG X 35delG/N | - | e avé materna N/N
11 N/N NA NA | | e irmao NA
12 N/N NA N7 O e e —
13 N/N NA NA | — | e e e
14 N/N X D S B e e I
15 35delG/35delG X 35delG/N |  —— | e e e
16 N/N X M T e .

17 N/N X X irma (GDAL18) N/N
irmao (GDA19) NN e
irmdo (GDA20) N/N

21 N/N X X | e e e




Continuacao Quadro 8.

Genotipo dos pacientes do Grupo GDA e seus familiares (GF) com audi¢do normal.

Casos-indice Mutacéao Pais Familiares Mutacéo Familiares Mutacéo
(GDA) Alelol/Alelo2 afetados Alelol/Alelo2 com audicao Alelol/Alelo2
Pai Maée (GDA) normal (GF)
22 N/N NA NA | - | e duas irmés NA/NA
23 35delG/Normal X L e e e
24 35delG/35delG X 35delG/N| - | e e e
25 35delG/35delG 35delG/N | 35delG/N | - | - e e
26 35delG/35delG 35delG/N N e e D
27 N/N X A e e e
28 N/N NA N/N mée (GDA29) NN | ]
30 N/N X L e e D D
32 N/N NA X irmd (GDA33) | ——— | |
34 35delG/A(GJB6-D1351830) A’g%grigl)/ 35delG/N |irmdo (GDA35) | 35delG/A(GIBED13S1830) | —eeee | s
36 N/N X L e e e
37 N/N NA N/N mée (GDA38) N/IN | = e
39 35delG/Normal NA N N e e
40 N/N NA N e e D
41 N/N NA NA | - | irméo gémeo N/N

GDA- Grupo Deficiente Auditivo. GF- Grupo dos Familiares com audi¢do normal
N- Nenhuma alteracdo no gene GJBA e/ou sem a mutacdo A(GJB6-D13S1830). NA- Néo analisado
X- amostra ndo coletada




3.7 Padrdes Audiométricos relacionados aos Diagndésticos Moleculares

Pelas audiometrias realizadas nos pacientes do grupo GDA (n=41),
encontrou-se 0s seguintes resultados em relacdo aos graus de perda:

.grau profundo - 17 pacientes (41,5%, DP«=7,69).

.grau grave - 16 pacientes (39,0%, DPy=7,61)

.grau moderado - 8 pacientes (19,5%, DP+=6,18)

Dos 5 pacientes homozigotos para 35delG, um apresentou grau profundo
(2,43%, DP4=2,40), trés apresentaram grau grave (7,31%, DPx=4,06) e um paciente
apresentou grau moderado (2,43%, DP¢=2,40). Dos dois pacientes heterozigotos para
35delG, um (2,43%, DPy=2,40) apresentou grau grave e o outro (2,43%, DP=2,40)
apresentou grau moderado. O paciente heterozigoto composto 35delG/V371 (2,43%,
DPy=2,40) e os dois (4,87%, DP¢=3,36) heterozigotos compostos 35delG/A(GJB6-
D13S1830) apresentaram grau grave (Figura 27). O predominio das freqliéncias

audiomeétricas foi de 4000 a 8000 Hertz (Hz).

40 A
<Dz: 35 O Sem mutagdes
O 30 4
° .
8 25 W Heterozigoto 35delG
B 20 - .
S 45 | OJhomozigoto 35delG
S 10 - .
£ [0 Heterozigoto composto
< 59 35delG/V371
o — T .
W Heterozigoto composto
Profundo Grave Moderado 35delG/del D13S1830

Graus da deficiéncia auditiva

Figura27. Gréafico demonstrando a distribuicdo dos pacientes sem mutagdes,
heterozigotos e homozigotos para a mutacdo 35delG e dos pacientes
heterozigotos compostos (35delG/V371 e A(GJB6-D13S1830) do Grupo
GDA (n=41), em relacdo aos graus de perda da deficiéncia auditiva.



3.8 Heredogramas

A seguir, sdo apresentados os heredogramas'®®

dos casos-indice do grupo
GDA homozigotos (n=5) e heterozigotos (n=2) para 35delG, do paciente heterozigoto

composto (35delG/V371) e do outro paciente heterozigoto composto (35delG/A(GJB6-

D13S1830).
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Figura 28. Heredograma dos casos-indice com mutacdes no gene GJB2 e com a

mutacio A(GJB6-D1351830)™.
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Este estudo, visando realizar a analise molecular do gene GJB2 em
pacientes com deficiéncia auditiva sensorioneural nao-sindrémica, em Séo José do Rio
Preto, SP, tem caréater inédito. Foram utilizados, como testes moleculares, a Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (PCR, PCR alelo-especifico para 35delG e PCR para a mutacéo
A(GJB6-D13S1830), a Andlise do Polimorfismo Conformacional de DNA de Cadeia
Simples (SSCP) e o0 Seqlienciamento Automatico.

No presente estudo, foram encontradas prevaléncias da mutacdo 35delG de
27,3% nos casos-indice analisados, de 21,2% de alelos com a mutacao e de 12,5% nos
familiares afetados. Foi determinada também, prevaléncia de 3% para cada uma das
mutagdes, V371 e A(GJB6-D13S1830), encontradas no estudo. Estes resultados sdo
concordantes com estudos ja realizados e descritos na literatura, em Varias
populagdes, 1411120142 143,166,167 A relativa contribuicdo da mutacdo 35delG para a
deficiéncia auditiva ndo-sindrémica, nessas populacdes, variou de 0% (Oman, Koréia,
Japdo) a 70% (Italia, Espanha, Grécia), demonstrando a heterogeneidade genética
existente entre os diversos paises, apesar de alguns desses estudos terem sido baseados
em pequeno namero de pacientes, além dos critérios de investigacdo da deficiéncia e o0s
métodos de rastreamento da mutagéo terem sido diferentes entre os mesmos. #6674

Mutacdes no gene GJB2 sdo responsaveis por cerca de 60% das
deficiéncias auditivas ndo-sindromicas recessivas. Dentre todas as mutagdes descritas, a
mutacdo 35delG (delecdo de uma guanina em uma seqléncia de seis guaninas na
posicdo 30 a 35 dos nucleotideos) é a mais comum em cerca de 60%-85% dos casos, e
tem sido encontrada, praticamente, em todas as populagdes estudadas. Essas incluem as

da Italia, Espanha,*** Reino Unido'®, Bélgica,**’ Estados Unidos,*** Israel,**® Franca,
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Tunisia,’® e, mais recentemente, as da Grécia,*®’ Libano,'®® Austria,'®® China,'"™

4% e da Palestina.l™®

Brasil,*** além das populacées do Ir

No Brasil, foi determinada a prevaléncia de 0,97% de portadores da
mutacdo 35delG, aproximadamente 1:103 heterozigotos, em um rastreamento realizado
em 620 neonatos, na regido de Campinas, SP."*® Em outro estudo realizado, em 62
pacientes com deficiéncia auditiva, mutacbes no gene GJB2 foram encontradas em
33,5% dos casos sendo que, somente a mutacdo 35delG foi identificada em 84,2% dos

alelos mutantes.!*®

A metodologia utilizada neste estudo, AS-PCR e seqlienciamento
automatico, foi semelhante as duas referéncias acima citadas, mas foi encontrada uma
variacdo na freqléncia dos alelos com a mutacdo 35delG. Este fato pode ser explicado
pela diferenca na amostra ou talvez pela composi¢do étnica da populagdo brasileira ser
altamente heterogénea, ocorrendo a miscigenacdo entre varios grupos étnicos,
principalmente, caucasoides e africanos, podendo ocorrer diferencas na prevaléncia, em
diferentes regides do Pais'*®. Ha a necessidade de um estudo multicéntrico no Brasil
para se determinar a real prevaléncia de mutagfes no gene GJB2, incluindo a mutagéo
35delG.

Apos a realizacdo da PCR alelo-especifico para 35delG nos pacientes do
estudo, em cinco deles a mutagéo 35delG foi identificada em somente um alelo, e em 31
pacientes a mutacdo ndo foi determinada. Quando nenhuma mutacgdo é encontrada no
gene GJB2 ou em pacientes com deficiéncia auditiva heterozigotos para 35delG,
mutacdes no gene GJB6, pela sua estreita relagdo (cerca de 76% de aminoacidos
idénticos) e local cromossémico proximo ao do gene GJB2, podem ser consideradas

como responsaveis por ocasionar deficiéncia auditiva nesses pacientes'®, devendo ser

pesquisada, conforme realizado neste estudo.



Esse fato é explicado pois, aléem da proximidade do local cromossoémico,
as proteinas Cx26 e Cx30 podem formar canais heterotipicos tendo, na cdclea, a mesma
distribuicdo celular. Sendo assim, as hipoteses fisiopatoldgicas, em relacdo as

deficiéncias auditivas associadas as Cx26 e Cx30, sdo semelhantes?®14®

, sugerindo a
existéncia de outra mutacdo numa regido ndo explorada do gene GJB2 ou a possivel
coexisténcia do gene GJB6, isto é, uma origem digénica da deficiéncia auditiva, que
poderia ser relacionada a uma suposta formacdo de conexons heteroméricos ou canais
heterotipicos.*® Essa suposicdo foi recentemente confirmada por estudos de
transferéncia celular, com marcadores permeaveis as jungdes comunicantes, que
demonstraram uma interrupgé@o do fluxo pela conexao intercelular. O retorno do fluxo
foi obtido pela oligomerizacdo das conexinas Cx26 e Cx30, especialmente, sugerindo
que ambas as conexinas formam conexons heteroméricos na orelha interna, com
particulares propriedades essenciais para a audi¢do. A perda da estrutura molecular
desses canais heterotipicos, por certas mutagdes, pode ser a base para a natureza da
deficiéncia auditiva ndo-sindrémica, em pacientes heterozigotos.!’”

Estudos recentes encontraram uma grande delecdo de 342 mil pares de
bases (342 Kb), proxima ao gene GJB6 [A(GJB6 - D13S1830)], sugerindo que essa
mutacdo pode causar deficiéncia auditiva ndo-sindrémica recessiva ou por uma delecéo
homozigota ou por uma penetrancia digénica da delecdo no gene GJB6 associada a uma
mutacio no gene GJB2 em trans, nos casos heterozigotos.***'® A maioria dos casos de
deficiéncia auditiva genética resulta de mutages em um Unico gene mas, cada vez mais,
um maior nimero de casos estdo sendo identificados como tendo dois genes

envolvidos.'™



Um estudo multicéntrico, realizado em nove paises, demonstrou que a
mutacdo A(GJB6-D13S1830) é mais freqliente na Franca, Espanha, Israel, Reino Unido
incluindo o Brasil, variando de 5,9% a 9,7% de todos os alelos estudados de pacientes
com DFNBL1, estando presente em cerca de 50% dos pacientes heterozigotos, na
Espanha**. No presente estudo, foi encontrada a prevaléncia de 3,0% da delec&o no
gene GJB6 em heterozigose com a mutacdo 35delG, sendo estes dados concordantes
com os da literatura.**3'%

O sequenciamento automatico permitiu a identificacdo da mutacdo V371
no outro alelo de um paciente heterozigoto para a mutacdo 35delG. Esta segunda
mutacdo encontrada no paciente envolve a conversdo do cédon 37 do aminoacido valina
para isoleucina (V371), que ocorre no primeiro dominio transmembranico (M1) da
proteina conexina 26, pela substituicdo de uma guanina por uma adenina na posic¢édo 109
dos nucleotideos.’”® Embora esta mutagéo tenha sido originalmente descrita como sendo
um polimorfismo, sem efeito patogénico, por ter sido encontrada em heterozigoze em
um individuo que ndo apresentava deficiéncia auditiva'’®, estudos recentes
comprovaram que a referida mutacdo esta desprovida de uma atividade funcional.®°*°
Esses dados sugerem que a mutacdo V37l causa deficiéncia auditiva e confirmam a
mais recente analise mutacional que identificou dois individuos com deficiéncia
sensorioneural, sendo um deles homozigoto para a mutacdo, enquanto o outro foi
identificado como heterozigoto composto, isto €, um alelo com a mutacdo V37l e o
outro alelo com a mutagéo patolégica mais comum, a 35delG,**? conforme encontrado
neste estudo.

De acordo com a literatura, as analises do gene GJB2 em pacientes com

deficiéncia auditiva freqlientemente demonstram heterozigoze, em aproximadamente



10% a 42% dos casos, & despeito de que a maioria das mutacdes é recessiva.**>!8182 N

presente estudo, encontrou-se freqiiéncia de 12,1% de casos-indice heterozigotos. A
diferenca, em relacdo a literatura, pode ser explicada pelo nimero pequeno da amostra
ou que ainda ndo ha um estudo multicéntrico que demonstre qual é a prevaléncia real de
heterozigotos em nosso Pais.

As mutac¢des mais comuns, no gene GJB2, podem ser determinadas pelos
testes baseados na PCR. Entretanto, as mutagcdes menos freqlientes sdo mais facilmente
detectadas pelo seqlienciamento direto. Esse fato ressalta a importancia de se investigar
outras mutacGes no gene GJB2, além da 35delG, e a mutacdo A(GJB6-D1351830), por
estas técnicas, conforme realizado neste estudo. Pela realizacdo da técnica SSCP, nédo
foi possivel estabelecer uma relacdo entre o padrdo de migracao alterado encontrado em
51,21% das amostras do grupo GDA e em 36,36% das amostras do grupo GF e os
resultados obtidos por ambas as técnicas da PCR e pelo sequenciamento direto.

A deteccdo de mutacdes no gene GJB2 pela técnica SSCP, de acordo
com a literatura, ndo é de facil execucdo e interpretacdo, é demorada e dificil de se
reproduzir novamente.'®® Diferentes condicdes de SSCP foram testadas neste estudo
(géis de poliacrilamida ndo-comerciais 7,5% e 10%, com instagel 30% e 50%,
temperatura ambiente de, aproximadamente, 21°C, com diferentes tempos e voltagens)
mas as amostras, em cada condicao testada, se apresentaram com padrdes de migracdo
diferentes. O gel que apresentou melhor padrdo para se identificar as bandas migrantes
foi gel de poliacrilamida 10%, instagel 50% e voltagem fixa de 180V. Mas, todas as
amostras que apresentaram migracao alterada no gel de poliacrilamida, sob as condi¢cfes
anteriormente referidas, ndo apresentaram mutacoes pela PCR alelo-especifico ou pelo

sequenciamento direto.



A analise por SSCP foi empregada como metodologia para triagem
inicial de mutacGes. Como verificado no presente estudo, todos os padrdes anémalos no
SSCP né&o corresponderam a alteragdes moleculares na sequiéncia nucleotidica. Isto é, 0s
padrdes de migracdo nao corresponderam as migragdes dos controles normais, apesar de
ndo haver qualquer mutacdo. Estes padrdes andémalos podem ser explicados devido
determinadas seqiiéncias nucleotidicas poderem originar mais de uma configuracao
estrutural, apesar de serem ainda desconhecidas as razdes que levam a estas possiveis
conformacdes. Também podem originar resultados duvidosos os parametros das
condicBes da corrida como voltagem, amperagem, poténcia, temperatura, ja& que a
temperatura da corrida e a densidade do gel podem, efetivamente, determinar a
conformacdo e o padrdo de migracdo das fitas simples. Um padrdo anémalo é
considerado confiavel e relevante quando ele se repete independente das condicGes da

corrida,*®*

0 que nao ocorreu no presente estudo. A eficacia da técnica SSCP é garantida
para fragmentos com até 200 pares de bases (>90%).'®* Varios métodos de SSCP foram
comparados para fragmentos de até 350 pares de bases, determinando-se que 95% das
mutaces foram detectadas pelo PhastSystem® e apenas 68% pelo gel de poliacrilamida

5%, com glicerol 10%,"®

métodos esses, ndo utilizados no presente estudo.

Pode-se considerar, portanto, que a triagem inicial de mutacGes no gene
GJB2 pela técnica SSCP, realizada no estudo, mostrou-se ndo sensivel. O tamanho
relativamente pequeno do gene GJB2 e por conter apenas um exon codificante, sugere a

triagem de mutacdes por PCR alelo-especifico seguido pelo seqiienciamento direto,

guando necessario, eliminando-se a analise prévia por SSCP.



De acordo com os resultados audiométricos, no presente estudo foram
encontrados no grupo GDA, 41,5% dos pacientes com deficiéncia auditiva de grau
profundo, 39,0% dos pacientes de grau grave e 19,5% com deficiéncia de grau
moderado, com predominio nas altas freqiiéncias (4000 - 8000 Hz), e os pacientes
homozigotos e heterozigotos para 35delG, predominando nos graus moderado-grave,
sendo esta variabilidade no padrdo concordante com os dados da literatura.’®® A
variabilidade nos graus da deficiéncia auditiva em pacientes homozigotos para 35delG é
grande. A maioria das deficiéncias autossdmicas recessivas tem bastante consisténcia
fenotipica, mesmo entre irméos, o que ndo é observado para o gene GJB2-35delG. 1sso
sugere a possibilidade de outros fatores modularem a expressédo do gene mutante.

Uma intrigante possibilidade é que pode haver um segundo gene
conexina que compartilha funcionalmente com o gene GJB2. E concebivel que uma
segunda proteina conexina possa atuar como um substituto sob certas condicdes. Talvez
existam genes modificadores em outros locais ou influéncias ambientais que ativam ou
inativam as regifes promotoras do gene. Como a proteina Cx26 estd envolvida na
homeostase ibnica da orelha interna, alguns destes pacientes podem ser capazes de
ouvir, por apresentarem uma moderada perda auditiva, sugerindo mecanismos
homeostaticos alternativos ou compensatorios. A perda da proteina Cx26 pode afetar,
adversamente, o desenvolvimento do sistema auditivo, resultando em variacGes no grau
de perda ou assimetria.'® Influéncias ambientais, tais como ruidos, drogas ototéxicas,
podem ser aditivos ou sinergistas com os defeitos causados por mutagdes no gene
GJB2, aumentando assim, a perda auditiva.'>*%

As avaliages clinicas dos pacientes deste estudo ndo sugerem que causas

ambientais sejam os maiores fatores, uma vez que se identificou um padrdo de



transmissdo autossémico recessivo nos casos com a mutacdo 35delG. Além disso, 0s
achados audioldgicos destes pacientes, por terem apresentado audiometria semelhante
aquela encontrada nos pacientes referidos na literatura com diagnéstico de deficiéncia
auditiva causada por mutacdo no gene GJB2, confirmam que o mesmo esta envolvido
na etiologia da deficiéncia auditiva dos mesmos.t18133142149-151

Em, aproximadamente, um ter¢o dos casos de deficiéncia auditiva, por
mutacdes no gene GJB2, encontra-se padrdo audiométrico de carater progressivo de
perda auditiva, contrariando os dois ter¢cos dos casos com o tipico padrdo nao-
progressivo. Isso significa que, uma crianga com perda moderada pode evoluir para
profunda e as terapias sdo muito diferentes entre esses dois tipos de graus de perda. As
familias que tém uma crianca com perda moderada-grave ou profunda se beneficiarao
pelas analises do gene GJB2.'%

A alta frequéncia da mutacao 35delG facilita o diagnéstico molecular e o
aconselhamento genético para 0s casos recessivos e esporadicos. Conforme realizado
neste estudo, a deteccdo de portadores nos parentes dos casos-indice e pais portadores
pode ser viavel, levando a prevencdo da doenca e reabilitacdo precoce das pessoas
deficientes. A identificacdo da mutagdo 35delG logo apds o nascimento, permitira as
familias a modificar o processo educacional da crianca deficiente auditiva.™™ As
pesquisas para mutacGes no gene GJB2 sdo importantes para o aconselhamento
genético. A mutacdo 35delG é facil para se detectar e o teste é viavel. Entretanto, uma
vez que, grande parte dos pacientes com a mutacdo 35delG sdo homozigotos, analises
mais abrangentes do gene GJB2 serdo necessarias, em uma grande proporcao dos casos,
para distinguir os portadores heterozigotos comuns (portadores sdos) daqueles pacientes

heterozigotos que apresentam a DFNB1. Essas analises e pesquisas mais abrangentes



[incluindo as andlises de toda a regido codificante, a regido promotora, a regido nédo-
codificante do gene e analises da mutacdo A(GJB6-D13S1830)] devem ser direcionadas
pelas caracteristicas clinicas da DFNB1.''8

A facilidade e os beneficios do rastreamento para mutacdes no gene
GJB2 deverdo tornd-lo uma importante questdo de salde publica, para que as
determinag6es do diagnostico precoce da deficiéncia auditiva sejam bem estabelecidas.
Os testes moleculares para o gene GJB2 ndo podem auxiliar todas as criancas com
deficiéncia e ndo deve ser razodvel esperar que tais testes substituam os ja existentes
programas de triagem. Se 0s programas de triagem, com as otoemissdes acusticas e
audiometria de tronco encefalico, devem incluir os testes moleculares para GJB2 é uma
outra questdo. O uso dos testes moleculares associados em conjunto com 0s testes
audioldgicos que nao permitiram um diagnostico, auxiliardo a definir um grupo no qual,
aproximadamente, 40% ndo responderdo ao uso de amplificadores e necessitardo de
intensivo e precoce tratamento fonoaudioldgico, sendo que, muitas dessas criangas serdo
candidatas ao implante de cdclea.'*>*%

O aconselhamento genético de familias com pais com audicdo normal e
uma unica crianca deficiente auditiva tem sido, até entdo, muito dificil devido a
inexisténcia de testes genéticos para identificar mutacdes especificas, principalmente
nos paises em desenvolvimento. Na maioria dos casos, dado o importante papel das
causas ambientais da deficiéncia auditiva pré-lingual, é dificil reconhecer se a
deficiéncia auditiva é de origem genética.® Ha necessidade de se informar sobre os
avancos genéticos para a populacédo geral e para a populacédo deficiente auditiva e de se
treinar profissionais para o aconselhamento genético com uma compreensdo da

lingiistica e diferencas culturais dos deficientes auditivos.™’



Os testes genéticos para a deficiéncia auditiva tém se tornado uma
realidade, pois tétm mudado o padrdo de avaliacdo dos pacientes com deficiéncia e
poderdo ser utilizados pelos médicos para propositos diagnosticos e como base para a
reabilitacdo.*®® Nos préximos anos, certamente, havera uma expanséo do papel dos
testes genéticos e o aconselhamento ndo se limitard aos resultados reprodutivos. O
tratamento, a reabilitacdo e o controle das decisGes serdo baseados em diagnosticos
genéticos precisos e especificos. Embora os testes possam ser confusos para 0s
profissionais médicos que ndo estdo habituados com 0s mesmos, em sua pratica diaria,
0S mesmos sdo uma importante parte dos cuidados médicos. Novas descobertas e
tecnologias expandirdo e aumentardo a complexidade destes testes e se tornard uma
responsabilidade dos otolaringologistas e pediatras se familiarizarem com as recentes
descobertas e incluirem, em seus protocolos de investigacao, os testes genéticos.'®

Esses dados suportam o uso futuro dos testes genéticos, tal como o PCR
alelo-especifico (AS-PCR), designado para identificar a mutacdo 35delG, pois
possibilita a deteccdo do portador e o diagnostico pré-natal, em grande propor¢do de
casos, e pode ser um valioso complemento aos rastreamentos audiométricos para
identificar neonatos com deficiéncia auditiva hereditaria, em diferentes populaces, por
ser simples, répido e de baixo custo.!’**®% O uso desse teste pode facilitar o
diagndstico e a habilitacdo precoces em uma substancial porcentagem de criancas
deficientes e, também, pode proporcionar aos pais valiosas informacGes em relacdo a

terapéutica e ao prognéstico.**

Embora o gendtipo, obtido apos o0s testes genéticos, ndo prediz o grau de
perda auditiva em uma especifica crianga, um significante nimero de criancas (30%-

57%) tera deficiéncia de grau profundo e outras (26%-30%) sdo esperadas terem grau



grave,*® conforme encontrado neste estudo. O conhecimento do genétipo permitira aos
médicos, fonoaudidlogos, educadores e médicos-geneticistas aconselharem os pais mais
apropriadamente. O aconselhamento genético de pais de pacientes com deficiéncia
auditiva esporédica permitir avaliar o risco de uma futura crianca poder ter deficiéncia

e 133,166,191 H : H : :
auditiva semelhante. As criancgas diagnosticadas antes dos seis meses de idade e
um bem-sucedido tratamento com amplificacdo, se possivel, terdo chances muito

maiores de desenvolver, normalmente, a fala e a linguagem.**

E importante fornecer informacdes precisas e definitivas sobre a atual
prevaléncia das mutacdes no gene GJB2; embora exista um consenso geral sobre a
prevaléncia dos casos autossdmicos recessivos documentados, a natureza dos casos
esporadicos é ainda controversa, o que torna dificil, portanto, o diagndstico e o

1 Pevido a facilidade do

aconselhamento genético da deficiéncia auditiva, nesses casos.
diagnostico molecular da DFNBL1 alguns profissionais, provavelmente, se confrontardo
com as questdes do diagndstico pré-natal. A discussédo ética deve levar em consideracdo
a existéncia da ampla variacdo dos graus de perda da deficiéncia auditiva por mutacdes
no gene GJB2, mesmo entre familias, e a boa qualidade de vida que as criangas com
deficiéncia pré-lingual podem ter com um adequado programa de educacao e auxilio a
audicdo (incluindo o implante coclear).™® Da mesma forma, a conscientizacdo da
populacédo sobre as causas da deficiéncia auditiva esta em relacdo direta com padrées de
experiéncia e com a formacao educacional, circunstancias essas que, por sua vez, estdo
relacionadas com a disponibilidade econdmica, localizacdo geografica e existéncia de
servicos médicos.>*"

A demora entre a suspeita e o diagnostico diminui irremediavelmente as

possibilidades de tratamento e reabilitacdo dessas criancas, pois se a intervencdo ndo



ocorrer precocemente havera prejuizo na area da comunicacdo com significante
morbidade, influenciando de maneira negativa a capacidade auditiva e o aprendizado,
em todas as suas formas tendo, portanto, consequiéncia nas atividades sociais e perdas
de oportunidades profissionais.>* Por outro lado, é surpreendente como alguns pais e até
mesmo alguns profissionais mostram relutdncia em aceitar a deficiéncia auditiva,
considerando-a de menor valor, traduzindo o amplo desconhecimento sobre a
importancia que tem a audic¢do para o desenvolvimento dos processos conceituais que
sustentam o pensamento do homem e, consequentemente, a fala.?

E imprescindivel que haja consideravel interesse em estabelecer a
prevaléncia e os tipos de mutacgdes que causam a deficiéncia auditiva ndo-sindromica no
Brasil, por parte de todos os profissionais que lidam com estes pacientes. Esta
informacdo podera fornecer o projeto de um simples, mas especifico e econdmico teste,
como o teste AS-PCR, para a deteccdo destas mutacdes, principalmente a 35delG, pela
sua maior prevaléncia, conforme realizado neste estudo. A identificagdo das causas
genéticas da deficiéncia auditiva é fundamental para permitir o aconselhamento
genético das familias afetadas e potencialmente importante para a implantacdo de um
programa de triagem neonatal genético em todo o Pais, o qual pode levar a
significativas reducBes em gastos médico-hospitalares e melhorias na satde publica,

proporcionando uma vida digna a todos os pacientes.



5 - CONCLUSC)ES“




1) Mutagdes no gene GJB2 séo responsaveis por, aproximadamente, um

quarto da deficiéncia auditiva sensorioneural ndo-sindrémica, na populagéo do estudo.

2) A deficiéncia auditiva nos pacientes com mutacGes no gene GJB2 é
pré-lingual, de grau moderado-grave a profundo, com predominio nas freqiiéncias

agudas.

3) A técnica SSCP ndo foi sensivel para deteccdo de mutacdes no gene

GJB2.

4) A reacdo PCR alelo-especifico (AS-PCR) é um método de fécil
execucdo para rastreamento da mutacdo mais comum do gene conexina 26, a mutagédo

35delG.

5) A investigagdo da mutacdo A(GJB6 - D13S1830) deve ser feita no

pacientes heterozigotos para o gene GJB2.

6) A auséncia de mutacbes, em ambos os alelos, no gene Cx26, nao
descarta a possibilidade de mutacdes em outros genes nos pacientes com deficiéncia

auditiva, o que sugere a necessidade de acompanhamento para estudos posteriores.

7) Ha necessidade da implantacdo de programas de prevencao e triagem
neonatal para diagndstico precoce de deficiéncia auditiva e sua etiologia genética, a fim

de reabilitacdo adequada e aconselhamento genético.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Sao José do Rio Preto,------- de............ de............

na qualidade de responsavel legal do(a) paciente---------=-=-=mmmmmmmmmmmmm oo
autorizo a participacdo no estudo "Analise molecular do gene conexina26 em pacientes
com deficiéncia auditiva sensorioneural ndo-sindrémica"”. Este estudo esta sob a
responsabilidade da Dr? Vania Belintani Piatto (FAMERP), CREMESP 66.642. Serdo
coletadas amostras de sangue de veia superficial do antebrago para a pesquisa de surdez
de causa desconhecida. Estou ciente dos riscos minimos que esta pesquisa pode trazer
que sdo: infeccdo leve no local da puncdo e pequeno acumulo de sangue (hematoma)
superficial. Também fui informado de que os resultados desta pesquisa serdo publicados
em revista cientifica da area médica resguardando o sigilo médico, ndo os utilizando
para outros fins. Para tanto, autorizo a divulgacao dos resultados. Fui esclarecido ainda,
sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e ndo mais
participar desta pesquisa. Também estou ciente dos beneficios que esta pesquisa pode

trazer para o diagndstico e prevencéo da deficiéncia auditiva.

Paciente ou Responsavel Legal Dr? Vania Belintani Piatto
RG .o, CREMESP 66.642
Fone (17) 2105700 R5859



APENDICE 2

DISCIPLINA DE OTORRINOLARINGOLOGIA E

SERVICO DE CIRURGIA DE CABECA E PESCOCO - FAMERP

Nome:

Idade: Sexo: Profissdo: Est. Civil:
Local Trabalho: Religido:

Endereco:

Queixa Principal:

Historico da Doenca Atual:

Revisdo dos Sistemas:

Historia Pregressa de:

Diabetes Tipo I: Hipertensdo Arterial:
Doenca Respiratoria: Tuberculose:

Cancer: Doenca Cardiovascular:
Exposicao a ruidos/gases: Outros:

Investigacdo dos fatores de risco para deficiéncia auditiva: pré-natais, neonatais, pés natais, historia
gestacional, tipo de parto, casamento consangiineo:

Uso de Medicacdes: presente: passado:

Sensibilidade a drogas:

Habitos Sociais:

Alcool: Tabagismo: Outros:

Histdria Familial:
Surdez: Céancer: Doenga Pulmonar:

Alergias: Hipertensdo Arterial: Doenga Cardiovascular:

Diabetes Tipo I: Tuberculose: Outros:



	Embora o genótipo, obtido após os testes genéticos, não prediz o grau de perda auditiva em uma específica criança, um significante número de crianças (30%-57%) terá deficiência de grau profundo e outras (26%-30%) são esperadas terem grau grave,133 conforme encontrado neste estudo. O conhecimento do genótipo permitirá aos médicos, fonoaudiólogos, educadores e médicos-geneticistas aconselharem os pais mais apropriadamente. O aconselhamento genético de pais de pacientes com deficiência auditiva esporádica permitirá avaliar o risco de uma futura criança poder ter deficiência auditiva semelhante.133,166,191 As crianças diagnosticadas antes dos seis meses de idade e um bem-sucedido tratamento com amplificação, se possível, terão chances muito maiores de desenvolver, normalmente, a fala e a linguagem.192 
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