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RESUMO

Estudos prévios tém demonstrado que a surdez € o mais fregliente e heterogéneo
defeito sensorial em seres humanos. A deficiéncia auditiva pré-lingual pode estar presente em
cerca de 4 a cada 1000 nascimentos no Brasil. A heranca autossdmica recessiva é responsavel
por 80% dos casos genéticos de surdez, sendo o loco DFNB1, onde estéo contidos os genes
GJB2 e GJB6, 0 mais importante loco e responsavel por 50% dos casos de surdez de heranca
recessiva. Mais de 100 mutacdes responsaveis por surdez foram descritas no gene da conexina
26, sendo a mutacdo 35delG a mais comum e de maior prevaléncia. Ja o gene da conexina 30
pode apresentar duas grandes delecdes, del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854),
associadas a deficiéncia auditiva. A fregéncia e o tipo das mutacfes no gene GJB2 e GJB6
parecem variar de acordo a origem da popul agdo estudada.

Com o objetivo de caracterizar os tipos e estimar a freqiéncia das mutages dos genes
das conexinas 26 e 30 estudamos uma amostra de 300 individuos com disturbios de audicéo
sem diagnéstico de sindrome conhecida. Triamos as mutagGes 35delG e 167delT no gene
GJB2 e a del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 por meio de técnicas
especificas e rastreamos outras mutagdes no gene GJB2 por meio da técnica de SSCP.
Também realizamos o sequienciamento da regido codificadora do gene GJB2 nas amostras
com padréo alterado no SSCP e para confirmar a presenca das mutacoes 35delG e 167del T.

A mutacdo 35delG no gene GJB2 foi a mutagdo mais freqlentemente detectada
(12,7% da amostra total), tendo sido identificada em 20,7% dos casos familiais e 6,7% dos
casos isolados de surdez. Entre os casos de heranca recessiva, a mutacdo 35delG estava
presente em 48%. Ja a delegcdo del(GJIB6-D13S1830) no gene GJB6 mostrou ser a segunda
mutacdo mais freqliente na nossa casuistica (1%). N&o identificamos nenhum portador da
del (GJB6-D13S1854) no gene GJB6.

Identificamos outras 18 alteracdes diferentes no gene GJB2, caracteristicas de grupos
populacionais diferentes. Nossos resultados, portanto, confirmam a heterogeneidade étnica da
nossa populacéo. Dentre essas alteracdes, 14 ja foram previamente descritas e 4 sG0 novas.
Entre as ateragdes ja descritas, 9 sdo sabidamente patogénicas: G71A (W24X), 176-
191del16, 235delC, G109A (V37l), 167delT, G380A (R127H), T269C (L90P), 509insA e
G551C (R184P) e 5 sdo consideradas polimorfismos sem efeito: - 15 T/C, G79A (V271),
A120C (A40A), G468A (G160S) e T101C (M34T). Dentre as ateragcbes ndo descritas,
G241C (L81V), A503G (K168R), A583G (M195V) e C/A 684, apenas a substituicdo A583G
foi considerada como potencia mente patogénica com base na andlise realizada pelo programa



Polyphen. Mais estudos sdo necessarios para elucidar o possivel papel patogénico dessa
mutacao.

Nossos resultados demonstraram provavel etiologia genética da surdez em 35% da
casuistica. As estimativas anteriores no Brasil, até 1998, eram menores (16%). Essa mudanca
pode ser devida a introducéo de testes moleculares de triagem para as mutacfes nos genes
GJB2 e GJB6 e ao melhor controle de algumas possiveis causas de surdez ambiental.

Nossos estudos indicam aimportancia de um protocolo minimo de triagem genética na
deficiéncia auditiva que deve incluir os testes de triagem das mutacGes 35delG no gere GJB2
e del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D1351854) no gene GJB6, juntamente com o teste de
triagem da mutacdo mitocondrial A1555G. Ja a triagem de outras mutagdes no gene GJB2 por
SSCP seguida do sequienciamento revelou-se trabalhosa e com pouco retorno na identificacéo

de variantes patogénicas.



ABSTRACT

Previous studies have demonstrated that deafness is the most frequent and
heterogeneous sensory defects in humans. Prelingual hearing loss may be present in about 4 in
1000 birthsin Brazil. Autosomal recessive inheritance accounts for 80% of genetically caused
deafness, with DFNB1, which harbors the genes GJB2 and GJB6, being the most important
locus and accounting for about 50% of AR cases. More than 100 mutations in the connexin 26
gene that lead to deafness have been described. Of these, the mutation 35delG is the most
common one. In the connexin 30 gene, two large deletions, del(GJB6-D13S1830) and
del (GJB6-D13S1854), associated to hearing impairment have been described. The frequency
and type of mutations in the GJB2 and GJB6 genes seem to vary according to the population
studied.

The aim of our study was to characterize types of mutations in the connexin 26 and 30
genes and estimate their frequencies in a sample of 300 probands with hearing loss, without
known syndromes. We screened the 35delG and 167del T mutations in the GIJB2 gene and the
del (GJB6-D1351830) and del (GJB6-D1351854) deletions in the GJB6 gene through specific
techniques. Other mutations in the GJB2 gene were also screened using the SSCP technique.
In addition, the coding region of GJB2 gene was sequenced when abnormal patterns were
found after SSCP analysis and also to confirm the presence of the 35delG and 167delT
mutations.

The 35delG in the GJB2 gene was the most frequently detected mutation (12,7% of
the total sample), being identified in 20,7% of the familial cases and in 6,7% of the isolated
cases of deafness. Among the recessive inherited cases, the frequency of the 35delG mutation
was 48%. Further, the del(GJB6-D13S1830) in the GJB6 gene was the second most frequent
mutation found in the total sample (1%). No case with del(GJB6-D13S1854) in the GJB6
gene was identified.

A further 18 different nucleotide changes were identified in the GIJB2 gene each one
characteristic of different population groups confirming the ethnic heterogeneity of our
sample. Of these alterations, 14 have previously been described and 4 were novel. Among the
described alterations, 9 are pathogenic: G71A (W24X), 176-191del16, 235delC, G109A
(V371), 167del T, G380A (R127H), T269C (L90P), 509insA and G551C (R184P) and 5 were
considered to be polymorphisms, without pathogenic effects. - 15 T/C, G79A (V271), A120C
(A40A), G468A (K168R) e T101C (M34T). Among the four novel aterations, G241C
(L81V), A503G (K168R), C/A 684 e A583G (M195V). Only the A583G substitution was



regarded as potentially pathogenic after analysis with the program Polyphen. More studies are
necessary to elucidate the potentially pathogenic effects of this mutation.

Our results indicate that genetic factors account for at least 35% of the etiology of
deafness in our sample. Previous estimates performed in Brazil before 1998 showed a smaller
contribution (16%). This difference is probably due to the more recent introduction of
molecular screening for mutations in the GJB2 and GJB6 genes and a reduction in the
contribution of environmental causes of deafness

Our studies indicate the importance of a minimum genetic screening protocol in
hearing loss which includes the screening tests for the 35delG mutation in the GJB2 gene and
del(GJB6-D13S1830) and del(GJB6-D13S1854) deletions in GJB6 gene, in addition to the
screening test for the mitochondrial mutation A1555G. The screening for other mutations in
the GJB2 gene with SSCP and sequencing revealed itself as laborious and of little benefit to

the identification of pathogenic variants.
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| - INTRODUCAO

1.1 - A Audicéo
Audicdo é o sentido responsavel por captar as informacdes sonoras que nos rodeiam.

Ela é essencia para o desenvolvimento da fala, da linguagem e da socializacdo. Sem a
audicdo o individuo tende a se afastar do seu meio e pode apresentar distUrbios emocionais e
de aprendizagem.

A orelha é 0 6rgdo que capta 0 som, transforma-o em estimul os nervosos gque enviados
ao nervo auditivo chegam ao cérebro. O aparelho auditivo humano esta dividido em trés
compartimentos distintos. a orelha externa, a orelhameédia e aorelhainterna (Figura 1).

—{E] L (1]
Figura 1 - Esquema representando o aparelho auditivo humano: orelha externa (E), orelha média (M) e orelha
interna (1). Figura modificada da pagina Promenade round the cochlea Home Page (Pujol e cal., 2006).

A orelha externa, formada pelo pavilhdo auditivo e pelo conduto auditivo externo,
coleta as ondas sonoras provenientes de uma grande area, concentrando-as no timpano, que
congtitui a fronteira entre a orelha externa e a orelha média. A orelha média € uma cavidade
cheia de ar escavada no 0sso temporal na qual residem os ossiculos martelo, bigorna e estribo
(Figura 2).

Devido ao acoplamento mecanico do impano e dos ossiculos, a energia de vibracéo
do timpano em resposta as ondas sonoras é conduzida por eles até a orelha interna. A orelha
interna corresponde a uma cavidade 6ssea onde estéo o0 aparelho vestibular, responsavel pelo
equilibrio, e a coclea, que converte os estimulos sonoros em sinais nervosos ou elétricos
(Petit, 1996). A coclea (Figuras 2 e 3) € um cana 0sseo-membranoso em forma de caracol,
dividido em trés dutos preenchidos por fluidos. a escala vestibular, a escala timpéanica e a
escala média ou duto coclear (Eckert, 1988; Carlson, 1998; Junqueira e Carneiro, 1999;
Willems, 2000; Pujol e col., 2006). Se imaginarmos a coclea desenrolada, sua base mais



alargada apresenta duas janelas. a oval e a redonda. Os trés tubos cocleares dispostos
paral e amente seriam, de cima para baixo: a escala vestibular, que se comunica com a orelha
média pelajanelaoval, a escala média ou duto coclear que contém o 6rgdo de Corti e aescala

timpéni ca que se comunica com a orelha média por meio dajanela redonda (Figura 3).

Figura 2 - Em (a) detalhe da orelha média, mostrando os ossiculos (martelo, bigorna e estribo), o timpano, a
janelaredonda e a tuba auditiva. Em (b) detalhe da orelha interna: vestibulo ou aparelho vestibular, citavo nervo
craniano, coclea e duto coclear (em rosa), que abriga o 6rgdo espird de Corti. Figura modificada da pagina
Promenade round the cochlea Home Page (Pujol e col., 2006).

Figura 3 - Seccdo transversal de um dos giros da coclea, mostrando sua divisdo em trés compartimentos
longitudinais: em azul, a escala vestibular e a escala timpanica; em rosa, a escala média ou duto coclear. Figura

modificada da pagina Promenade round the cochlea Home Page (Pujol e col., 2006).

A escala vestibular e a escala timpéanica comunicamse no apice da coclea e contém
fluido, com composicédo quimica semelhante a do plasma. Sua composic¢do idnica caracteriza-
se por uma alta concentracdo de Na' e baixa concentracio de K*. Ja a escala média ou duto

7



coclear (Figura 3) abriga o 6rgéo de Corti e é preenchida pela endolinfa. A endolinfa é um
fluido com alta concentracdo de K* e baixa de Na* ou sgja, com composicao ionica distinta da
perilinfa e semelhante a do citossol. A escala vestibular esta separada do duto coclear pela
membrana de Reissner, enquanto a escala timpéanica esta separada do duto coclear pela
membrana basilar, onde est4 situado o 6rgéo de Corti. A diferenca de composi¢do ibnica entre
os diferentes compartimentos da céclea gera o potencial endococlear, que é de fundamental
importancia para a transducdo do som. A manutencdo do potencial endococlear € realizada
pela estria vascular (Figura 3), um epitélio multiestratificado que participa na reciclagem de
potéssio dentro do érgdo de Corti, e que secreta a endolinfa (Petit, 1996; Junqueira e Carneiro,
1999; Pujol e col., 2006).

O 6rgdo de Corti é formado por células de sustentacdo e por células ciliadas sensoriais
(Figura 3). As células sensoriais séo chamadas de ciliadas, pois apresentam em sua superficie
apical dezenas dos chamados estereocilios, microvilosidades banhadas pela endolinfa e
sustentadas por feixes de actinag, dispostos em trés fileiras. Os estereocilios estdo conectados
entre s formando uma unidade, havendo um filamento delgado, denominado tip link ou
conexdo de topo, conectando o topo de um estereocilio mais curto ao da fileira adjacente,
mais longo.

As células ciliadas est@o situadas sobre a membrana basilar em toda a sua extensdo, e
sdo divididas em dois tipos, as células ciliadas externas e as células ciliadas internas (Figura
3). Sobre as células ciliadas ha uma membrana acelular, chamada de membrana tectéria. Os
estereocilios das células ciliadas externas ficam presos a membrana tectoria, enquanto as
células ciliadas internas apresentam seus estereocilios livres na endolinfa (Junqueira e
Carneiro, 1999).

As células ciliadas externas estdo dispostas em trés fileiras sobre a membrana basilar,
sd0 banhadas pela endolinfa no pélo apical e pelas células de sustentacdo no pélo basal.
Devido a sua caracteristica de eletromotilidade, as células ciliadas externas contribuem para
uma maior sensibilidade e discriminac&o das frequiéncias através da amplificagdo do som. As
células ciliadas externas provocam aumento na amplitude da vibragcdo da membrana tectoria,
amplificando assim a energia sonora, 0 que aumenta a estimulacdo das células ciliadas
internas.

As cédlulas ciliadas internas estdo dispostas em uma fileira Uinica na membrana basilar,
fixadas as células de suporte e desempenham a funcdo de transducdo do som em sinais
elétricos.

As células ciliadas internas e externas apresentam canais cationicos, especiamente na
porcao apica dos estereocilios, que sdo abertos por ocasido da vibracdo da membrana basilar,



quando os estereocilios sdo inclinados ao contactar a membrana tectéria. 1sso causa
deformacdo nos estereocilios, o que gera aumento da tensdo nos tip links que os conectam.
Esse aumento de tensdo € o gatilho para a abertura de canais i6nicos. Alguns autores supdem
gue esses canais estariam nas regifes basais dos estereocilios. Existe ainda uma teoria que
sustenta que 0 movimento do tufo ciliar esticaria a membrana dos cilios, e isso seria 0 motivo
da abertura dos canais cationicos (Nudelmann e col ., 1997).

Em resumo, 0 mecanismo de transducdo do som em impul sos el étricos consiste em um
processo de mecano-transducdo. Na orelha interna, a primeira estrutura a receber o som € a
janela oval, ja que o estribo se encontra apoiado nela. A vibracdo dajanela oval se transmite
pela perilinfa fazendo variar as posi¢oes relativas entre a membrana basilar e a membrana
tectoria. A alta concentracdo de potassio da endolinfa gera gradientes de concentracdo e de
potencial entre o exterior e o citoplasma das células ciliadas. A abertura dos canais permite a
entrada de fons K*, causando despolarizagdo da membrana das células ciliadas, que leva a
abertura de canais de Ca"™ dependentes de voltagem. O aumento de concentracdo desse ion no
citoplasma provoca a liberacdo de neurotransmissores nas sinapses de fibras nervosas
localizadas na base das células ciliadas internas e o padrdo de potenciais de acéo gerado €
entdo conduzido até o cérebro (Petit, 1996; Kalatzis e Petit, 1998; Pujol e col., 2006).

|.2 - A deficiéncia auditiva
A surdez € o defeito sensorial que mais afeta a capacidade de comunicagéo e de maior

incidéncia nos seres humanos, podendo ser causada por fatores ambientais, genéticos ou por
uma combinacdo de ambos. A definicdo do termo surdez utilizada nesse estudo foi a de
qualquer déficit ou comprometimento auditivo independente do tipo ou grau. Dessa, maneira,
0s termos perda ou deficiéncia auditiva e surdez seréo usados como sinénimos, do mesmo
modo que tém sido utilizados na maioria dos trabalhos de genética.

Dentre as anomalias congénitas, a surdez esta presente numa frequiéncia que varia,
dependendo da amostra e da regido estudada, de 1 a 7 em cada 1000 recém nascidos. Além
disso, muitas outras criancas iréo manifestar deficiéncia auditiva apés o nascimento, mas
antes de adquirirem a linguagem, e outras, apresentaréo déficits progressivos até a ssgunda
década de vida (Russo, 2000). Finalmente, mais de 60% das pessoas com mais de 70 anos
apresentam perda auditiva em grau suficiente para que sgja necess&ario algum tipo de
intervencdo para que continuem a se comunicar (Kaatzis e Petit, 1998). No Brasil, foi
estimado que a cada mil nascimentos, cerca de quatro criancas apresentam perda auditiva de

grave a profunda, freqiiéncia trés a quatro vezes maior que nos paises desenvolvidos, isso



provavelmente devido a umamaior contribuicéo dos fatores ambientais em nosso pais (Braga,
1998).

O desenvolvimento do aparelho auditivo e seu funcionamento normal dependem da
acdo de varios genes. Fatores ambientais também atuam tanto no desenvolvimento do
aparelho auditivo quanto no seu funcionamento. Agressbes ambientais, como exposicao
excessiva a ruidos, patdégenos, drogas, assim como mutagdes em genes, isoladamente ou em
interacdo, podem levar a perda da audicdo. No Brasil foi estimado, na década de noventa, que
as causas hereditarias contribuem com cerca de 16% dos casos de deficiéncia auditiva, valor
gue pode chegar a 60% em paises desenvolvidos. Em nosso pais, doencas como a rubéola
materna e a meningite eram as mais frequentes causas de surdez (Braga, 1998).

Além de serem classificadas em fungdo da etiologia, as perdas auditivas podem ser
classificadas segundo a manifestacdo clinica, alateralidade, aidade de manifestacdo, a origem

do defeito, as freguiéncias atingidas, a gravidade da perda e a evolucéo.

Quanto a manifestacdo clinica, a surdez pode ser classificada em sindrémica quando
surge acompanhada por outras deficiéncias e sinais clinicos, e ndo-sindrdomica quando aparece
isoladamente. Quanto a lateralidade sdo denominadas de bilaterais as perdas que afetam as

duas orelhas e unilaterais as que afetam apenas uma orelha.

Quanto a idade de manifestacdo, a surdez pode ser pré-lingual quando se manifesta
antes ou durante o aprendizado da linguagem ou poés-lingual quando a deficiéncia ocorre
depois que a pessoa domina a linguagem.

Apesar de certa divergéncia sobre como classificar as perdas auditivas quanto ao grau,
a maioria dos autores utiliza a classificagdo sugerida por Davis e Silverman (1970). Essa
classificagdo utiliza a média de limiares em dB obtidas em trés freqléncias (500, 1000 e
2000Hz) paradeterminar o limiar da perda. Dessa maneira, a audicéo € considerada normal se
o limiar for até 20dB. Ocorre perda auditiva leve entre 21 a 40 dB, perda auditiva moderada
de 41 a 70dB, perda auditivagrave (severa) de 71 a 90 dB e perda auditiva profunda acima de
91dB.

Quanto a origem do defeito, a surdez pode ser classificada como condutiva,
neurossensorial ou mista. Utiliza-se geralmente o termo neurossensorial em oposicdo ao
termo deficiéncia auditiva condutiva, isto é, significando a auséncia de problemas na captacao
e conducdo de som. Esse termo genérico pode incluir comprometimentos que resultam de
problemas nas células ciliadas externas, das células ciliadas internas, do nervo auditivo e do
tronco cerebral e cérebro.
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Considerando-se sua evolucdo, a deficiéncia auditiva pode ser chamada de estacionéria
ou progressiva. Uma perda € estacionéria quando ela ndo se altera com o tempo. Quando se
apresenta primeiramente leve, tornando-se progressivamente mais grave e evolui para outras

freqliéncias, caracteriza-se entdo a surdez progressiva.

1.3 - A deficiéncia auditiva hereditaria

A surdez € uma das doencas mais geneticamente heterogéneas que se tem
conhecimento. Diferentes mutagdes no mesmo gene podem originar quadros clinicos
distintos, alguns sindrémicos outros nédo, & vezes com diferentes padrées de heranca. Além
disso, perdas auditivas com caracteristicas clinicas idénticas podem ser causadas por
mutacOes em diferentes locos. Assim, torna-se dificil estabelecer correlagdes entre os achados
clinicos e as mutagdes em locos especificos.

Apesar de existirem mais de 400 doencas ou sindromes que incluem a surdez como
um de seus sinais clinicos, 70% dos casos de surdez hereditéria sdo ndo-sindromicos (Keats e
Berlin, 1999; Lefebvre e Van de Water, 2000). Algumas das principais sindromes que
apresentam surdez como um de seus Sinais mais caracteristicos sdo a sindrome de
Waardenburg (defeitos de pigmentacdo e hipertelorismo), a sindrome de Treacher-Collins
(com anormalidades craniofaciais), a sindrome de Usher (com retinite pigmentosa), a
sindrome de Prended (com bdcio), a sindrome de Alport (com problemas renais) e a sindrome
branguio-oto-rena (com defeitos craniofaciais e problemas renais).

Os diferentes locos ou regides candidatas a conterem um ou mais genes responsavels
pelas formas de surdez ndo-sindrémica sdo chamados DFN (do inglés DeaFNess) e
numerados segundo a ordem de descoberta. Os locos que provavelmente contém genes de
surdez autossomica dominante sdo denominados DFNA, os locos de surdez autossomica
recessiva sdo chamados de DFNB e os locos que estdo no cromossomo X sdo designados por
DFN. Apenas dois locos até 0 momento foram identificados como modificadores e nomeados
como DFNM1 e DFNM2. Ja o unico loco mapeado no cromossomo Y foi designado com a
siglaDFNY (Van Camp e Smith, 2006).

Cerca de 80% dos casos de deficiéncias auditivas hereditarias n&o-sindromicas
apresentam heranca autossomica recessiva (Van Camp e col., 1997; Zanchetta e col., 2000;
Rabionet e col., 2000). Em sua maioria, as perdas auditivas de heranca recessiva s&o
neurossensoriais, estacionarias, de graves a profundas, de manifestacdo pré-lingua e
geralmente atingem todas as frequéncias (Campbell e col., 1997; Keats e Berlin, 1999). Até o
momento, ja foram mapeados 48 locos autossdOmicos responsaveis por surdez recessiva e,

desses, 21 tiveram os seus genes identificados (Van Camp e Smith, 2006). Apesar do grande
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nimero de locos mapeados, 0 DFNB1 € sem davida o mais importante, ja que mais de 50%
dos casos de surdez ndo-sindrémica autossdmica recessiva estéo relacionados a ele (Gasparini
ecol., 1997).

Ja as deficiéncias auditivas ndo-sindrbmicas de heranca autossdbmica dominante
representam 10% a 20% dos casos de surdez. Na sua maioria elas se caracterizam por serem
pos-linguais (manifestacdo geralmente na segunda a terceira década de vida), progressivas e
neurossensoriais (Petit 1996; Van Camp e col., 1997; Van Laer e col., 1999 e Zanchetta e col.,
2000). Quarenta e seis locos ja foram mapeados, dos quais 24 genes ja foram identificados
(Van Camp e Smith, 2006). Até o momento ndo se observou um loco que estgja mais
freglientemente associado a surdez ndo-sindrémica de heranca autossdmi ca dominante, porém
0 loco com maior nimero de familias descritas (19) € o DFNA9, onde se localiza o gene
COCH (do inglés coagulation factor C homology) (Robertson e col., 1998; Fransen e col.,
1999; Kok e col., 1999).

A deficiéncia auditiva ligada ao cromossomo X esta presente em 2% a 3% dos casos
de surdez (Van Camp e col., 1997; Berry e col., 2000; Lefebvre e Van de Water, 2000). Séo
cinco os locos mapeados neste cromossomo e dois genes identificados, sendo que o loco mais
freqlientemente associado aos casos de surdez ligada ao cromossomo X é o DFN3, onde
reside o gene POU3F4 que codifica um fator de transcricéo (Willems e col., 2000; Van Camp
e Smith, 2006).

Mais raramente a deficiéncia auditiva também pode apresentar heranca mitocondrial,
podendo estar presente em cerca de 2% dos casos de surdez (McGuirt e Smith, 1999; Abreu-
Silva e cal., 2006). Até o momento dois genes e ato mutacdes ja foram descritas no DNA
mitocondrial (Van Camp e Smith, 2006). A surdez de herangca mitocondrial, geramente
apresenta idade de manifestacdo variavel e gravidade variavel. Algumas das mutacOes
mitocondriais principamente a chamada A1555G, foram relacionadas com a susceptilidade

aumentada a ototoxi cidade pel os aminoglicosideos.

|.4 - As conexinas e a surdez ndo-sindrdmica de heranca autossomica recessiva

O primeiro loco descrito como responsavel por surdez ndo-sindrémica de heranca
autossdmca recessiva foi o0 DFNB1. Ele foi identificado por Guilford e col. em 1994 por
meio de estudos de ligacdo em duas familias consangliineas da Tunisia, que apresentavam
surdez profunda e pré-lingual.

O primeiro gene identificado no loco DFNB1 foi 0 GJB2, que codifica a conexina 26 e
esta localizado na regido cromossdmica 13g11-12 (Kelsell e cal., 1997; Zelante e col., 1997,
Kelley e col., 1998; Sundstrom e col., 1999). Além da conexina 26 (Cx26, gene GJB2), outro
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gene associado a etiologia da surdez ndo-sindrémica autossomica recessiva foi localizado
nessa mesma regiao cromossomica: 0 gene GJB6 que codifica a conexina 30 (Grifa e col.,
1999).

As conexinas fazem parte de uma familia de proteinas dos chamados canais de juncéo
do tipo gap também denominados de jungdes comunicantes intercelulares. Estdo presentes no
genoma humano os genes para mais de 20 tipos de conexinas, as quais sao divididas em trés
subfamilias de acordo com a similaridade da sequiéncia dos nucleotideos e aminoécidos: a, 3 e
?, sendo nomeadas com a sigla Cx e de acordo com 0 seu peso molecular, como por exemplo,
Cx26, Cx30 e Cx31 (Krutovskikh e Y amasaki, 2000; Marziano e col., 2003).

[.4.1 - Estrutura e funcao das conexinas

As conexinas sd0 proteinas transmembranicas que se hexamerizam para formar os
canais chamados de conexons. Os conexons, um de cada célula, se ainham no espaco
extracelular entre duas células adjacentes, por meio de ligacbes dissulfidicas, para formar os
canais de juncdo do tipo gap, responsaveis pela regulacdo da passagem de ions organicos e
peguenos metabdlitos entre as células da maioria dos tecidos animais. Cada conexon €
formado por seis proteinas conexinas dispostas radialmente ao redor de um poro central e
pode conter um Unico tipo de conexina se for homomeérico, ou vérios tipos de conexinas, se
for heteromérico. Quando dois conexons idénticos, um de cada célula, se unem, eles formam
um canal homotipico, enquanto que se o canal for formado por dois conexons diferentes €
chamado de heterotipico (Figura 4). Os canais de juncdo do tipo gap heteroméricos ou
heterotipicos fornecem as células e tecidos que os contém um mecanismo sensivel e eficiente
para regulacdo e controle da comunicacdo intercelular, podendo aumentar ou limitar a
passagem de uma diversidade de moléculas, ions e pequenos metabdlitos (Cottrel e Burt,
2005). Desse modo, as propriedades do canal de juncdo do tipo gap resultante serd definida
pel os constituintes dos seus conexons (Bruzzone e col., 2003; Chang e col., 2003).

Independemente do seu peso molecular, todas as conexinas possuem uma estrutura em
comum devido a similaridade entre as suas sequéncias primérias (Liu e col. 2000). As
conexinas possuem quatro regides hidrofdbicas que atravessam a membrana plasmética e que
correspondem aos dominios transmembranicos, ligados entre si por duas al¢as extracelulares e
uma aca citoplasmatica, com um grupo amino-terminal e outro carbOxi-terminal em suas
extremidades (Figura 5) (Bruzzone e col., 1996). Os dois dominios extracelulares sdo
importantes para a ancoragem que ocorre entre dois conexons bem como para a
compatibilidade entre eles, pois possuem residuos de cisteina conservados, que se ligam para
formar as pontes dissulfidicas. Os dominios transmembranicos formam os poros do canal gap,
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sendo importantes para a permeabilidade do canal. Devido ao caréter anfipatico do 3° dominio
transmembranico, acredita-se que ele contribua para o alinhamento do conexon durante a
formagdo do canal. Mutagdes que afetam a regulagdo das conexinas sdo mais comuns nos
dominios citoplasmaticos, uma vez que se tem observado que eles possuem papel
fundamental na regulacéo da atividade do canal de juncdo do tipo gap. As seqiiéncias de
aminoécidos sdo idénticas entre os diferentes tipos de conexinas em 50 a 80%, com 0s
dominios transmembranicos sendo os mais conservados (Chang e col., 2003).

heterotipico % % % homomérico

célula 1 célula 2

/N

Figura 4 - Representacdo esquemética dos conexons. As conexinas se agregam em grupo de seis para formar os

conexons, que podem ser homomeéricos quando formado pelo mesmo tipo de conexina ou heteroméricos se
formado por conexinas diferentes. O canal de jungdo do tipo gap se for formado por dois conexons idénticos &
chamado homoatipico; se for formado por dois conexons diferentes é heterotipico (Figura modificada da pagina
http://www.nature.com.../ v20/n4/thumbs/ng1298 319.gif ).

Extracelular

Membranas
M, M, M, Plasmuticn

Clitoplasma

CT

Figura 5 - Representacdo esquemdtica da organizagdo das conexinas. M1, M2, M3, e M4 - dominios
transmembranicos; E1 e E2 - al¢as extracelulares; CL - alcacitoplasmatica; NT - dominio amino-terminal eCT -
dominio carbéxi-terminal. (Figura modificadade Jun e cal., 2000).

O papel especifico das conexinas na homeostasia dos diferentes orgdos foi revelado

pela associacdo das mutagOes nos diversos tipos de conexinas a uma variedade de doencas
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genéticas (Tabela l). Diversos estudos evidenciaram a presenca das proteinas conexinas 26 e
30, codificadas pelos genes GJB2 e GJB6 respectivamente, na orelha interna, mais
especificamente na coclea (Kelsell e col., 1997; Grifae col., 1999, Lautermann e col., 1999).

Tabela | — Resumo dos genes das conexinas, loca de expressdo e doengas genéticas humanas associadas
(Tabelamodificadade Gerido e col., 2004).

Gene L ocal de expressdo Doencas genéticas (humanas) associadas OMIM
GJB7 (Cx25) ? ? -
GJB2 (Cx26)  coclea, pele, figado, placenta, surdez (DFNB1) 220290

glandulas mamérias surdez DFNA3) 601544
surdez com queratopaquidermia 124500
(KIDS) 602540
GJB6 (Cx30) Caclea, pele e cérebro surdez (DFNB1) 220290
surdez (DFNA3) 601544
GJB4 (Cx30.3) pele eritroqueratodermiavariabilis 133200
GJB3 (Cx31) placenta, pele surdez (DFNA?2) 600101
eritroqueratodermiavariabilis 133200
GJB5 (Cx31.1) pele ? -
GJEL (Cx31.3) ? ? -
GJCL1 (Cx31.9) ? ? -
GJB1 (Cx32) figado, oligodentrocitos, Doenca de Charcot-Marie Tooth 302800
céulas de Schwann
CX324 ? ? -
Cx36 neurénios ? -
GJA4 (Cx37) endotélio ? -
GJA5 (Cx40) coracdo, endotélio ? -
Cx40.1 ? ? -
GJAL (Cx43) coragao, olhos, cérebro, Displasiaoculodentodigital (ODDD) 164200
glandula adrenal, etc
GJA7 (Cx45) coragdo, musculo liso, ? -
neurénios
GJA3 (Cx46) olhos Catarata (CZP3) 601885
GJA12 (Cx47) Medula espinhal, cérebro ? -
GJA8 (Cx50) olhos Catarata (CZP1) 116200
GJA10 (Cx59) ? ? -
Cx62 ovarios ? -

Uma das funcBes dos canais de juncdo gap na céclea € de regular o transporte dos
ions, principalmente dos ions potéssio na endolinfa. Os canais fornecem um sistema Unico de
separacao, transferéncia e reciclagem dos ions, sendo responsaveils pela manutencéo dos altos
nivels de potassio na endolinfa, e, por conseguinte, do seu potencial endolinfatico, necessario
para a transducdo do som de impulsos sonoros para impulsos elétricos. Os estimul os sonoros
movimentam a membrana basilar e promovem a deflexo s estereocilios permitindo um
influxo dos ions potéssio da endolinfa para as células ciliadas. Dessa forma, as células ciliadas
ficam despolarizadas, com alta concentragcdo de potéssio intracelular. Para que nova excitacao
da célula sgja possivel, o potéssio tem que ser removido. Assim, 0s ions potassio saem das
células ciliadas em direcdo aos locais onde seus niveis estejam diminuidos. Uma vez que as

conexinas sao expressas nas células de suporte, nos fibracitos do ligamento espiral e no limbo
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espiral, acredita-se que os canais de juncdo do tipo gap sgam 0s responsaveis pela
transferéncia dos ions potassio em toda essa regido (Figura 6) (Engel-Y eger e col., 2002).

O estudo das mutacBes na conexina 26 nas diferentes formas de surdez tem levado a
reavalicdo do papel das juncdes do tipo gap na orelha interna, onde elas estdo sendo
associadas a varios aspectos da transmissdo do som (Rabionet e col., 2000; Bruzzone e col,
2003). Bruzzone e col ., (2003) demonstraram que as principais e mais fregientes mutagdes da
conexina 26 resultam em uma completa perda de funcéo por parte da proteina, o que levariaa
perda de capacidade de formacéo dos canais intercelulares, no caso os conexons. Lefebvre e
Van de Water (2000) afirmaram que a perda da conexina 26 nas juncbes gap levaria a
interrupcdo da reciclagem do potéssio nas células ciliadas e a concentracdo elevada de
potassio na endolinfa dos dutos cocleares, 0 que resultaria na intoxicacdo do 6rgdo de Corti

pelo potassio, conduzindo a perda da audicao.

Escala vestibular

neuronios
cocleares

Figura 6 - Representacdo esquemética da reciclagem dos ions potassio na céclea. O movimento da membrana
basilar promove a abertura dos canais de jungdo do tipo gap. Os ions de potassio saem das células ciliadas em
direcéo ao espaco extracelular no interior do 6rgdo de Corti, para serem liberados nos espacos onde estejam com
seus niveis diminuidos (Figura modificada da pagi na http://www.nchi.nlm.nih.gov/disease/ GIFS/ connexin.gif).

I.4.2- Osgenes GJB2 e GJB6 (loco DFNB1)

A proteina conexina 26 codificada pelo gene GJB2 possui 226 aminoacidos e peso
molecular aproximado de 26kDa. O gene possui dois exons, sendo que 0 exon 1 ndo €
codificador e apresenta uma regido promotora altamente conservada entre as diferentes
espécies (Figura7) (Kiang e col., 1997).

O gene GJB2 é pequeno, sendo que até agora mais de 100 mutacdes diferentes
localizadas na regido de cddigo ja foram descritas (Estivill e Gaparini, 2006). De todas as

mutagdes descritas, uma unica mutacdo, ¢.35delG ou 35delG, é responsavel pela maioria dos
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casos de surdez, com uma fregiiéncia similar as mutacGes mais frequientes associadas a fibrose
cistica (Kelley e col., 2000; Bruzzone e col., 2003). A 35delG se caracteriza pela delecdo de
uma base guanina (G) em uma seqiiéncia de seis guaninas, que resulta em uma mutagdo de

quadro de leitura e leva a formac&o de uma proteina truncada com apenas treze aminoécidos.

GIB2 ~54Eh
TEL 1} 1 N i
intron 1
- . L
Exon 1 Exon 2
RMNAmM ~25Eh
(TN | [ 0r-04kb
ORF~0,8Kb
3 UTR~13Kb

5'UTR  ORF 3} UTR
Figura 7 - Representacdo esquemética do gene GJB2 (Genbank BC017048). Na figura podemos observar os

doisexons, aregi& 5' ndo codificadoraque inclui o exon 1, aregido codificadora (em preto), ointron 1 ea
regido 3' UTR.

E interessante notar que a mutagdo 35delG resulta apenas em surdez ndo-sindrdmica e
parece ndo afetar outros tecidos. E possivel que outras conexinas possam substituir a Cx26
Nnos outros tecidos e asssm compensar a sua perda (Rothrock e col., 2003).

Kenneson e col. (2002), em uma revisdo dos principais tipos de mutacdes no gene
GJB2, indicaram que os diferentes tipos de a €l 0s recessivos para a surdez ndo sindrémicatém
efeitos variaveis. Em um estudo sobre a correlacéo entre gendtipo e fendtipo nas mutactes no
gene da conexina 26, Cryns e col. (2004) tentaram delinear um quadro clinico, relacionando o
tipo de mutacéo a gravidade da surdez, por meio das avaliacdes audiol gicas dos afetados. A
conclusdo que chegaram € a de que a gravidade da surdez € muito variavel, mesmo entre
individuos com as mesmas mutagcdes. Mesmo entre individuos homozigotos quanto a 35delG
ha consideravel variacéo na gravidade e na progressdo da perda auditiva (Cryns e col., 2004;
Marlin e col., 2005). Além disso, acredita-se que a expressividade variavel da surdez causada
por mutagOes no gene GJB2 resulta da participacdo de fatores ambientais e de outros fatores
genéticos (Rabionet e col., 2000; Park e col., 2000).

Varias mutacOes detectadas no gene GJB2 da conexina 26 parecem ser caracteristicas
de certos grupos populacionais, como a 35delG, comumentemente encontrada na popul agéo

caucasiana, principamente da Europa e dos EUA, a 167ddT (ou c.167delT) nos judeus
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askhenazi, a 235del C (ou ¢.235delC) nos asiaticos e a T427C (R143W) nos africanos (Brobby
e col., 1998; Lerer e col., 2000; Abe e col., 2000 e Liu e col., 2002).

A maioria dos aelos mutantes até agora descritos no gene GJB2 se comportam como
recessivos na surdez pré-lingual (Kenneson e col., 2002), no entanto, algumas mutacdes na
conexina 26 tém sido descritas como causa de surdez de heranca dominante, caracterizando o
loco DFNA3.

A mutacdo dominante C223T (ou R75W) do gene GJB2 esta localizada na juncéo
entre 0 primeiro e 0 segundo dominio transmembranico. Esses dois dominios possuem
sequéncias atamente conservadas entre as diferentes conexinas. Uma vez que a arginina esta
sempre presente nesse residuo, isso leva a hipétese de que essa posicdo deve possuir uma
importancia funcional na conexina (White, 2000). Outro exemplo de mutagéo dominante que
causa surdez ndo-sindrémica é a G132C (ou W44C). Isso porque a cisteina substituinte ira
interferir com a formac&o das pontes de dissulfeto entre as conexinas adjacentes, resultando
em um efeito dominante negativo (Denoyelle e col., 1998). Outras mutages como G131C
(W44S), G428A (R143Q) e G605T (C202F) também j& foram descritas como sendo
dominantes e diversas pesguisas tém sido realizadas com o intuito de se verificar o
mecanismo de acdo das mesmas.

A mutacdo T101C (ou M34T) foi primeiramente considerada como dominante, devido
ao fato de ter sido detectada em heterozigose em dois individuos pertencentes de uma mesma
familia que apresentava queratoderma palmoplantar e surdez de grau variado (Kelsell e col.,
1997). Posteriormente, White e col., (1998) por meio de experimentos funcionais in vitro
demonstraram que a proteina mutada exerce um efeito dominante negativo na conexina 26
selvagem quando sd0 co-expressas em odcitos de Xenopus laevis. No entanto, a existéncia de
individuos com audic¢éo normal, mas portadores da alteragcdo M34T em heterozigose indicam
gue essa mutagéo ndo deve funcionar como dominante no gene GJB2 in vivo (Kelley e cal.,
1998). Posteriormente, Griffith e col. (2000) relataram uma familia em que a surdez profunda
(DFNB1) co-segregava com o aelo 167delT do gene GJB2. No entanto, a surdez néo
segregava com o genotipo heterozigoto composto M34T/167del T que ocorria nos individuos
dessa familia. Feldmann e col. (2004), em um estudo com 7 casos familiais franceses,
relataram que essa mutacdo ndo segregava com surdez em 6 dos 7 casos. Além disso, nas
familias que possuiam membros com audiometrias normais, 8 eram heterozigotos para a
M34T e 5 heterozigotos compostos para a M34T e outra mutagéo do gene GJB2, o0 que levou
0S autores a sugerirem que variante ndo é fenotipicamente significativa para os humanos
e que a mesma € um polimorfismo sem efeito, freqliente na Franca. No entanto, Houseman e
col. (2001) ao estudarem um caso de surdez de freqiéncias médias e atas, encontraram o
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genétipo M34T/M34T associado a uma delecdo em homozigose de 10pb na regido 5 UTR.
Em uma populagdo controle composta por 630 individuos, eles identificaram 25 heterozigotos
para a mutacdo M34T, mas nenhum homozigoto. Dos alelos M34T detectados pertencentes a
esse grupo, 88% estavam em cis em relacdo a essa delegdo. Nesse trabalho eles levantaram a
hipétese de que a mutacdo M34T agiria como um alelo recessivo causando surdez em
homozigose, se acompanhada em cis por essa delecdo de 10pb.

Dentre os individuos com deficiéncia auditiva associada ao loco DFNB1, 10% a 50%
apresentam somente uma Unica mutagdo recessiva no gene da Cx26 (GJB2), frequiéncia essa
muito superior a esperada com base somente na frequéncia dos heterozigotos na populacéo
geral. O ato nimero de afetados portadores da mutacdo 35delG em heterozigose entre surdos
sugeria que o gene GJB2 poderia interagir com outros genes. Em um estudo realizado com
familias de ascendéncia judaica ashkenazi, que possuiam uma Unica mutacdo no gene GJB2
(35delG ou 167delT), foi encontrada também uma delecéo de pelo menos 140kb a5’ do gene
GJB2, que compreende parte do gene vizinho GJB6 e que se encontrava em trans em relacéo
as mutagcdes no GJB2 (Lerer e col., 2001). Os genes GJB2 e GJB6 estdo localizados na
mesma regido cromossdomica, DFNB1, distantes cerca de 35kb um do outro, e codificam
proteinas que apresentam 77% de identidade de sequéncia (Pallares-Ruiz e col., 2002).
DelecOes semelhantes a 5 do gene GJB2 e que comprometem parte do gene GJB6 foram
relatadas por Pallares-Ruiz e col. (2002) e Del Castillo e col. (2002), em individuos af etados
por surdez congénita e profunda e também portadores de apenas uma mutacdo no GJB2.
Pallares-Ruiz e col. (2002) descreveram uma delecdo em homozigose de pelo menos 150K b
em um individuo afetado por surdez profunda e congénita e em quatro familias, nas quais os
afetados eram heterozigotos para 35delG ou outra mutagdo de ponto. Logo, essa grande
delecdo era provavelmente a segunda mutacdo. Del Castillo e col. (2002) conseguiram
identificar e caracterizar melhor essa delecéo de 342Kb[D(GJB6-D13S1830)] presente em 22
dentre 33 individuos com apenas uma mutacdo no gene GJB2. Essa delecdo foi chamada de
del (GIB6-D13S1830) e revelou-se como a mutacdo mais fregliente entre afetados por surdez
pré-lingual na populagdo espanhola, depois da mutacdo 35delG. Mais recentemente o
isolamento e o sequenciamento do ponto de quebra da juncéo dessa delecdo revelou que o
segmento de DNA deletado tem 309kb e ndo 342kb, como havia sido descrito anteriormente
(Dé Cadtillo e coal., 2003). Ainda ndo foi elucidado se as delegbes descritas por esses trés
grupos de pesquisadores sdo exatamente a mesma mutacao.

Recentemente Del Castillo e col. (2005) caracterizaram uma outra grande delecéo de
232kb presente no gene GJB6, nomeada del (GJB6-D13S1854). Essa delecdo foi identificada

em trans em individuos surdos da populacéo espanhola que ja haviam sido caracterizados
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previamente como portadores de uma Unica mutacdo patogénica no gene GJB2. O estudo do
ponto de quebra dessa delecdo sugere que a sua origem é devida a uma recombinagéo
homdloga desigua entre duas seqiiéncias Alu, uma proxima situada no intron 2 do gene
GJB6 e outra distal situada no intron 4 do gene CRYL1 (Figura 8). O gene CRYL1 codifica
uma proteina denominada de cristalina, que € expressa no cristaino de mamiferos. Na
del (GJB6-D13S1830), esse gene é totalmente deletado (Figura 8).

Esses trabal hos sugerem que o DFNB1 é um loco complexo, ja que contém dois genes,
0 GJB2 e 0 GJB6, ambos associados a deficiéncia auditiva. A presenca de duas mutacfes em
genes diferentes levando a deficiéncia auditiva sugere que os produtos desses genes de
conexinas interagem entre si, formando conexons heteroméricos e/ou heterotipicos, como foi
sugerido pelo trabalho de Marziano e col. (2003) que demonstraram a co-localizacdo celular
dessas duas proteinas. Uma outra hipétese é a existéncia em cis de um elemento regul atério
responsavel pela ativacdo da expressdo do gene GJB2 na orelha interna. Na presenca dessas
delecOes esse elemento seria removido e a sua auséncia levaria a aterages na expressao do
gene GJB2 (Common e col., 2005; Del Castillo e cal., 2005).

O gene GJB6 da conexina 30 que codifica uma proteina com 261 aminoécidos foi
clonado pela primeira vez por Grifa e col. (1999). Diferentes bancos de dados (Genbank,
Ensembl, UniGene) e a maioria dos estudos genéticos relacionados as alteracbes no gene
GJB6 que causam surdez ndo-sindrémica de heranca autossdmica recessiva utilizam como
referéncia o cDNA obtido de cérebro humano, onde a forma expressa do gene GJB6 contém 3
exons, sendo apenas o Ultimo exon codificante. Na figura 8, podemos observar um esquema
da estrutura do gene GJB6, bem como a posicédo relativa das mutagdes del (GJB6-D13S1830)
e del(GJB6-D13S1854). Ao contrario do gene GJB2, até o momento nenhuma mutacéo de
ponto no gene GJB6 foi associada a surdez recessiva hdo-sindromica.

Estudos diversos ja demonstraram a expressao da proteina conexina 30 na céclea de
camundongos, sendo que a conexina do camundongo e a conexina humana possuem 93% de
homologia (Grifa e col., 1999, Lautermann e col., 1999). Recentemente, Essenfelder e col.
(2005), por meio da andlise em diferentes bancos de dados, identificaram trés clones
diferentes do gene GJB6 da conexina 30, dois provenientes de cDNA de cérebro humano
(BCO038934 e AJO05585) e um proveniente de cDNa de glandula tiredide (AK075247). As
analises desses trés clones demonstraram que esse gene pode possuir até 6 exons, sendo que
apenas o0 exon 6 é codificante (Figura 9). A presenca dos outros 5 exons nao codificantes vai
depender de onde as suas isoformas serdo expressas. Nesse mesmo estudo foi realizada a
analise da expressdo da conexina 30 nos queratinécitos humanos, mais especificamente em
bulbos capilares, sendo constatada a presenca de trés transcritos diferentes. Esses resultados
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demonstram gue a estrutura do gene GJB6 é mais complexa do que a de outras conexinas ja
descritas e que mais estudos de expressdo SA0 Necessarios para esclarecer 0 panorama
completo de splicing do gene GJB6 que parece estar também relacionado ao uso de

promotores alternativos.
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Figura 8 — Representacdo esquemédtica da regido do loco DFNB1 onde esta contido 0 gene GIB6. A posicéo dos
marcadores genéticos D1351830, D13S1854 e D13S175 estdo indicados nas barras verticas, a extensdo das duas
delectes estdo identificadas pelas barras horizontais; em azul temos a del (GJB6-D13S1830) e em vermelho, a
del(GJB6-D13S1854). E possivel observar a estrutura do gene GJB6 (Genbank BC038934), aregido 3 UTR que
contém os dois exons ndo codificantes, aregido codificadora (em preto) earegido 3' UTR (Figuramodificadade
Del Castillo e col., 2005).

|. 5 - Os principais tipos de mutagfes nas conexinas encontr adas em amostras de
deficientes auditivos

A 35delG, de todas as mutagdes que tém sido descritas no gene GJB2 da conexina 26,
€ a mais freqlientemente associada a surdez de heranca autossdmica recessiva. Essa mutagéo
foi encontrada em 70% dos casos de surdez decorrentes de mutagbes no loco DFNB1, quando
os afetados sdo caucasianos, principalmente dos Estados Unidos e da regido mediterrénea da
Europa (Gasparini e col., 2000) e é aparentemente mais rara nas populacGes de origem
asi@tica e africana

A mutacéo 35delG foi primeiramente identificada por Zelante e col. em 1997, em
pacientes afetados por surdez autossdmica recessiva ndo sindrémica pertencentes a familias
da Espanha, Itdlia e Israel. Carrasquillo e col. (1997) detectaram a mutacdo 35delG como
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sendo a segunda mutagdo presente em dois pacientes surdos ndo sindrdmicos de um vilarejo
da regido da Baixa Galiléia. Ja Denoyelle e col., também em 1997, em um estudo com
familias caucasianas com surdez, verificaram a presenca da mutacdo 35delG em 62 alelos

mutantes pertencentes a 39 familias das 65 estudadas.
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Figura 9- Representacdo esquemética dos trés diferentes clonesidentificados e seus respectivos exons e do gene
GJB6. Naestrutura do gene GJB6 podemos observar aregido 5' ndo codificadora formada pelos cinco primeiros
€X0ns e Seus respectivos introns e parte do exon 6, a regiéo codificadora formada pelo exon 6 e aregido 3 UTR
(Figuramodificada de Essenfelder e col., 2005). A presencados exons de 1 a5 depende do local de expressao.

Rabionet e col. (2000) estudando o gene GJB2 em 576 casos de surdez familiais e
esporadicos da Itdlia e da Espanha, relataram uma freqiiéncia da mutacdo 35del G em 88% dos
alelos mutados do gene GJB2 nos pacientes italianos e em 55% dos casos espanhdis.

Na Turquia, Tekin e col. (2001) em um estudo com 11 grandes familias de afetados
por surdez, encontrou que em 7 delas (64%) a causa era a mutagdo 35delG. Na populacéo
surda iraniana, as mutagdes no gene GJB2 foram responsavels pela surdez em 11% dos casos
familiais, sendo a mutacdo 35del G identificada em homozigose em 44% dos propositos e em
33,3% em heterozigose associada a outras mutagdes (Ngjmabadi e col., 2002). Em outras
populacdes, como as da Republica Theca e da Hungria, essa mutacdo foi responsavel por
82,8% e 52%, dos casos de surdez familiais, respectivamente (Toth e col., 2004).

Em uma amostra composta por 183 individuos com surdez no Suddo a mutacdo
35delG apareceu em homozigose em apenas 5 afetados, enquanto que nesse mesmo estudo,
mas com uma amostra formada por 406 afetados por surdez do Quénia, ela ndo foi
identificada (Gasmelssed e col., 2004). Esses dados sugerem que a frequéncia da mutacéo
35del G nas popul agdes africanas € menor do que nas caucasianas.

Oliveira e col. (2002) realizaram um estudo com 62 pacientes brasileiros surdos da
regido de Campinas. Caracterizaram a mutacdo 35del G como a responsavel pela surdez em 10
casos (16,1%).
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Alvarez e col. (2003) descreveram dois casos de surdez em individuos homozigotos
para a 35delG, cujos pais biolégicos ndo eram portadores da mutacdo. Um estudo de
segregacdo de marcadores genéticos polimérficos mostrou dissomia uniparental materna
(UPD) do cromossomo 13, causando homozigose para essa mutagéo. Esses dois pacientes
representam a primeira descricdo de UPD do cromossomo 13 com um fenétipo anormal e o
primeiro caso de UPD resultando em surdez ndo sindrémica. Ja Shalev e Hujirat (2004)
descreveram o primeiro caso de uma mutacdo “de novo” no gene GJB2 da conexina 26
levando a surdez. O paciente era portador das mutacfes 35delG e C551G (R184P), sendo seu
pai portador da mutacdo 35delG e a mée ndo era portadora de nenhuma das duas mutagcoes em
questdo. A andlise de segregacdo com marcadores polimorficos confirmou a presenca da
contribuic&o biparental.

A mutacdo 167del T, comumentemente identificada na populagéo judia askhenazi, foi
responsavel por 70% dos casos de surdez estudados na populacdo de Israel (Lerer e cal.,
2000). Sobe e col. (2000) sequienciando a regido de cédigo do gene GJB2 em 75 pacientes
surdos de Israel, encontraram que 39% desses casos eram devidos a mutagcdes no gene GJB2,
sendo a maioria devidos as mutagtes 35delG e 167del T.

A mutacdo 235del C também parece ser especifica para um grupo populacional, nesse
caso para os orientais, ndo tendo sido detectada em outras populagdes. Abe e col. (2000)
caracterizaram a mutacdo 235delC como sendo responsavel por 73% dos casos de surdez
recessiva na populacdo japonesa, enquanto que na populacéo chinesa ela foi identificada por
Liu e col. (2002) em 81% dos casos de surdez familial. A mutagéo 35delG néo foi detectada
em nenhum desses pacientes.

Brobby e col. (1998), em um estudo realizado com 21 individuos afetados por surdez
pertencentes a 11 familias de um vilarejo da Republica de Ghana (Africa), identificaram a
mutacdo R143W (ou T427C) em homozigose. Posteriormente, Hamelmann e col. (2001), em
uma amostra composta por 365 individuos surdos, caracterizaram essa mesma mutacdo como
sendo a mais frequiente na Republica de Ghana. Encontraram a proporcéo de 90% da mutagéo
R143W entre todas as mutacdes no gene GJB2, tendo ela sido detectada em homozigose em
51 propositos.

Na tabela Il podemos observar um resumo das diferentes variantes no gene GJB2
encontradas em individuos surdos de diversos paises. Uma lista de todas as variantes do gene
da conexina 26, patogénicas ou ndo, podem ser encontradas na pagina The Connexin-deafness
Homepage (Estivill e Gasparini, 2006).

Assim como as mutagbes no gene GJB2, as frequéncias das mutagbes del(GJIB6-
D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) do gene GJB6 parece variar nos diferentes grupos
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populacionais. Alguns trabalhos tém sido realizados a fim de verificar as suas frequéncias em
grupos étnicos distintos.

Del Castillo e cal. (2003), em um estudo multicéntrico, determinaram que a frequéncia
da mutacdo del(GJB6-D13S1830) entre individuos heterozigotos com uma Unica mutacéo
detectada no gene GJB2 (provenientes da Espanha, Franca, Bélgica. Reino Unido, Isragl,
EUA, Brasil e Austrdlia) variou de 7% a 71%. No Brasil, a del(GJB6-D13S1830) foi
encontrada em apenas um individuo dos nove pacientes surdos previamente caracterizados
como portadores de um alelo recessivo para o gene GJB2 (Del Cadtillo e coal., 2003). Em um
estudo recente na Republica Tcheca, com 13 afetados por surdez inespecifica, Seeman e col.
(2005) identificaram apenas um heterozigoto para a del(GJB6-D13S1830) do gene GJB6 em
combinagdo com a mutagdo 35delG. Outros estudos tém demonstrado que a del(GJBG6-
D13S1830) ndo é frequente nas populacbes austriaca, chinesa, turca, iraniana, siberiana e
italiana (Uyguner e col., 2003; Roux e col., 2004; Najmabadi e col., 2005).

Ja a del(GJB6-D13S1854) se mostrou até 0 momento restrita a poucas popul agdes, se
comparada a del(GJB6-D13S1830). Em um estudo com individuos afetados heterozigotos
para mutacdes no gene GJB2 foi verificada a freqliéncia para a mutacéo del (GJB6-D13S1854)
de 25,5% na Espanha, 22,2% no Reino Unido e 1,9% no norte da Itdlia. No Brasil, nesse
mesmo estudo, foi detectada uma freqiéncia de 6,3% para a del(GJB6-D13S1854), mas 0s
estudos sobre essa delecdo sdo poucos, uma vez que ela foi descrita em julho de 2005 (Del
Cadtillo e cal., 2005).

|. 6 - A frequéncia das mutagdes nos genes das conexinas 26 e 30 nas diferentes
populacdes de ouvintes

O tipo e a fregiiéncia das mutacbes do gene GJB2 que codifica a conexina 26 parece
variar em funcdo da composicéo étnica da populacdo estudada. Nas diversas populacdes
normais européias pesquisadas, foi encontrada uma alta freqiéncia de portadores
heterozigotos em relacdo a mutacdo 35del G, enquanto que em popul agdes de origem oriental,
como a japonesa, a chinesa e a taiwanesa, ndo foi encontrada essa mutacdo com uma
freqiéncia significativa (Kudo e col., 2000; Liu e col., 2002, Wang e col., 2002).

Na populacéo brasileira, a freqliéncia de heterozigotos para a mutacdo 35delG foi
estimada em 1% em uma amostra de recém nascidos da regido de Campinas composta
predominantemente de individuos brancos (Sartorato e col., 2000). Recentemente Oliveira e
col. (2004), em um estudo com a populagéo brasileira, observaram uma freguiéncia de 2% de
heterozigotos em uma amostra composta por 100 individuos brancos normais, tendo

encontrado apenas um portador da 35delG na amostra formada por 100 afro-brasileiros
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proveni entes da cidade de Salvador, Bahia. Nesse mesmo estudo eles ndo detectaram nenhum

portador da mutacéo 35del G dentre 107 brasileiros descendentes de japoneses.

Tabela Il - Resumo das variantes presentes na conexina 26 em diversos paises. Variantes marcadas com (*) sdo consideradas

ndo patogénicas e as demais consideradas patogénicas. As variantes marcadas com o sina () sfo aguelas que ainda ndo

foram compiladas na pagina: The Connexin-deafness Homepage (Estivill e Gasparini, 2006).

PAIS VARIANTES PRESENTES NO GENE DA CONEXINA 26

REFERENCIAS

Augrdlia 35delG, W24X, M34T*, 135S, V37, 167deT, C53R", W77R, L90P,
333-334delAA, T123N ¥, R127C", R143W, R184W

delE118, R184P
Austria 35delG, W24X, A88S, L90P, delE120, V1531*

IVSL+1G® A, 35delG, 120T, M34T* 167del T, R75W", V84L, L90P,
314del 14, R143Q, G160S*, M163V ™,

Bélgica (com Itdia e |VSL+1G® A, 35delG, W24X, V37I, 167del T, W77R, L90OP, V95M,

Espanha) 313del 14", delE120, R143W, E147K, R184P,

Brasil 35delG, V271*, V371, VI5M, delE120

Corda 350elG, 176-191del 16, S85P, 299-300del2”, R143W, 1203T*

China 35delG, V371, 235delC, 299-300del AT,

Edovéquia 35delG, W24X, V371, L90P, R127H, V153I*

Espanha (e 1tdia) M1V, G12V, 35delG, 35insG, S19T, W24X, M34T*, V37l, E47X,

167delT, Y65X, W77R, F83L*, L90P, 312del14, 333-334delAA,
E114X", ddlE120, R127H, R143W, A149T, P173R, R184

Estados Unidos Brancos
IVS1+1G® A, L10P", 31del14, 35delG, K15T, R32C, M34T*,
WA44C, EA7X, 167del T, P7T0A ™, P70S", 182M, V84A™, V84M™, L90P,
269insT, V95M, H100Y, 299-300delAT, 312del14, V271+E114G,
delE120, R143W, E147K, R184Q+, K224Q

Hispénicos

35delG, R32C, V37I, E47X, K122, R143W, Y 152X, N206S
Negros

35delG, R143W

Asidticos

35delG, V371, 235delC, V27I+E114G, 408insA”

Judeus-A shkenazi
35delG, 167dd T
Finlandia 35delG, M34T*, V37l
Franca 35delG, W24X, R32H, V37I, A40E, E47X, 167delT, Q57X, W77R,

235delC, L90OP, 269insT, V95M, 313del14’, 333-334delAA,
delE120, S139N, R184P, C211X*

IVSI+1G® A, 35delG, W24X, W44X, EA47X, Q57X, C64X,
312del 14, delE120, R143W, R184P, N206S

Franca -3170G® A, 35delG, 312del14, 333-334delAA, 509insA, P175T
Franca (Corsega) 35delG

Ghana 35insG, L79P, R143W,V178A, R184Q, A197S, 1203K, L214P,
Grécia 35delG, R127H, R184P, K224Q"

Dahl ecol. (2001)

Denoyelle e col. (1997)
Frei e col. (2002)
Janecke e col. (2002)

Cryns e col. (2002)

Cliveira e cal. (2002)
Park e col. (2000)
Liu ecal. (2002)
Minarik e col. (2003)

Rabionet e col. (2000)

Pandya e col. (2003)

Morell e col. (1998)
Lopponen e coal. (2003)

Feldmann e col. (2004)

Roux e col. (2004)

Denoyelle e col. (1998)
Lucotte e col. (2001)

Hamelmann e cal.
(2001)

Antoniadi e col. (2000)

25



PAIS VARIANTES PRESENTES NO GENE DA CONEXINA 26 REFERENCIAS

Hungria 31del14, 35delG, S17Y*, S19T, W24X, R32C, M34T*, V37, E47X, Toth e col. (2004)
167delT, G59V *, 235delC, L90P, 313del14, R127H, A149T"

india 35delG, W24X, R143W Maheshwari e col.
(2003)
Itédlia (Sicilia) 35delG, 167delT Salvindli e col. (2003)
Itdia IVS1+1G® A, 31del14, 35delG, M 34T, Q47X, 167del T, L9OP Orzan e col. (1999)
delE118, R184P
35delG, E47X, 167del T, L90P, 314del14, delE120, R184R, Murgia e col (1999)
35delG, 120T, E47X, 167delT, L9OP, VO5M, 284ins/dup’, D159V*, Gualandi e col. (2002)
R184P, delE120
IVS1+1G® A, 35delG, 167del T, L90P, R184P Mesolella e col. (2004)
Ird 35del G, W24X Najmabadi e col. (2002)
Ira (Curdos) IVS1+1G® A, 35delG, R32H, delE120, R127H, R184P, Mahdieh e col. (2004)
Israel (Judeus) 35delG, 51del12insA, 167del T, Sobe e cal. (2000)
Japé&o V371, G45E, 176-191del 16, 235delC, Y 136X, , Ohtsuka e cal. (2003)
T86R", 299-300del AT, R143W, 605ins46 Yan e col. (2003)
Jordania 35delG Medlej-Hashim e col.
(2002)
Libano 35delG Denoyelle e col. (1997)
Marrocos 35delG Lench e col. (1998)
Nova Zelandia 31del 38, 35dd G Denoyelle e col. (1997)
Palestina 35delG, 167del T, T229C", 235delC Shahin e cal. (2002)
Pol6nia IVS1+1G® A, 35delG, M34T*, Q47X, 313del14, R184P Wiszniewsk e col.
(2001)
Quénia 3426G® A" Gasmelseed e col.
(2003)
Reino Unido 35delG, 167delT Parker e col. (2000)
Rissa 35delG Zinchenko e col. (2003)
Suddo 35delG, 3318-34C® T, 3697G® A" Gasmelseed e col.
(2003)
Suica 35delG, M34T, V371, 167del T, 313del 14", delE120, Gurtler e col. (2003)
Taiwan 235delC, 299-300delAT, R184Q Wang e col. (2002)
Tailandia W24X, M34L*, 235delC Kudo e col. (2001)
Tunisia 35delG, E47X Ben Arab e col. (2000)
Turquia 35del G, W24X, 235delC, Q80R, delE120, R127H, Uyguner e col. (2003)

Identificada pela primeira vez por Zelante e col. (1997), a frequéncia da mutacéo
167delT em heterozigose entre judeus ashkenazi normais encontrada nesse estudo foi de 4%.
Em outras populacdes a mutacdo 167delT é rara e ndo tem sido detectada (Morell e col.,
1998; Sobe e cal.,1999; Sobe e col., 2000). Em um estudo com a populacéo branca normal de
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Nova lorque, Fitzgerald e col. (2004) detectaram uma freqliéncia de 0,24% de heterozigotos
paraamutacdo 167delT.

Ja a mutacdo 235delC, até o momento, sO foi identificada em populagdes asidticas,
especialmente entre japoneses, chineses e coreanos, com uma freqléncia de portadores
estimadaem 1% (Yan ecol., 2003; Li e cal., 2003).

Na Tabela Il podemos observar as frequéncias das mutagdoes 35delG, 167delT e
235del C encontradas em diversas popul ages de individuos ouvintes.

Diferentes estudos tém tentado explicar a alta freqUiéncia das principais mutagdes no
gene GJB2 e mais especificamente da mutacdo 35delG nas diversas populacbes com as
hipbteses de hot spot mutacional ou de efeito de um ancestral fundador em comum. Como
essas mutagdes parecem caracteristicas de certos grupos populacionais e ndo sao freqlientes
em todas as populacdes, a hipotese de um fundador € mais plausivel do que a de um hot spot
mutacional (Bruzzone e col., 2003; Yan e col., 2003; Snoeckx e col., 2005a). Nance e col.
(2000) sugeriram que a alta frequiéncia das mutagdes no loco DFNB1 estaria rel acionada com
0 casamento preferencial entre surdos, uma vez que esses grupos se segregaram durante os
séculos XVIII e X1X devido a aquisicdo da linguagem dos sinais e a introducdo de centros
educacionais especificos para a popul acdo surda.

Além disso, a alta fregiiéncia de portadores das mutacfes recessivas do gene GJB2 na
populagdo sugere que possa existir uma vantagem seletiva dos heterozigotos, que
compensaria um possivel efeito da surdez no valor adaptativo dos afetados. Ao estudar uma
familia de surdos, na qual a mutacdo T427C (R143W) foi identificada em homozigose entre
os afetados, Meyer e col. (2002) verificaram que a epiderme era significantemente mais
espessa entre os individuos heterozigotos ou homozigotos para essa mutacdo em relacéo aos
individuos da mesma familia que ndo a possuiam. Eles também observaram que, embora o
volume de suor fosse similar entre esses individuos, as concentracdes de sodio e cloro
presentes eram maiores entre 0s homozigotos para essa mutagdo do gque nos outros grupos. E
importante lembrar que a conexina 26 é expressa hdo somente na orelha interna, mas também
na epiderme embrionéria, palmoplantar, nas glandulas sudoriparas e outros tecidos. Foi
sugerido que alteracdo, R143W, era compativel com a producdo de um meio
osmoticamente desfavoravel para a colonizagdo de microorganismos e que estaria associado a
um mecanismo de protecdo da pele contra a invasdo de patdgenos, traumas e picadas de
insetos. Dois outros estudos sugerem a vantagem seletiva dos portadores heterozigotos das
mutacdes recessivas do gene GJB2. Em um desses trabalhos, realizado por Tran Van Nhieu e
col. (2003), foi avaliada a eficiéncia da disseminacéo da bactéria Shigella flexneri, por meio
de estudos funcionais in vitro, em culturas de células Hel.a que expressavam a conexina 26
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selvagem e a conexina 26 com mutagdes recessivas responsaveis por surdez. Apos
multiplicacdo dessa bactéria nas culturas e posterior incubacdo, €les observaram que o0 nimero
de células infectadas nas culturas Hel.a que expressavam a conexina 26 associada a mutagdes
recessivas era significativamente menor em relacdo ao nimero de células infectadas nas
culturas HelL.a que expressavam a conexina 26 selvagem. Eles também observaram que o
nimero de células infectadas era reduzido se fossem adicionados bloqueadores das juncdes
gap nas culturas que expressavam a conexina 26 selvagem. Esses resultados sugeriram a
evidéncia de que a Shigella flexneri induz a abertura dos canais de juncéo do tipo gap, por
meio de uma série de eventos sinadizadores, para facilitar a sua invaséo na célula e
conseguientemente a sua disseminacdo. Ja no estudo de Commom e col. (2004) foi estudada a
viabilidade in vitro de linhagens celulares de queratinécitos e fibroblastos humanos com
mutacfes que causam surdez ndo-sindrdmica nos genes GJB2 e GJB6. Nesse trabalho foi
verificado o niumero de células mortas em culturas de células que expressavam tanto as
conexinas 26 e 30 selvagens, quanto as conexinas 26 e 30 associadas as mutacBes
responsaveis por surdez ndo-sindromica. Apos 48 horas de incubagdo, foi verificado que o
nimero de células mortas nas culturas que expressavam as conexinas selvagens era
significativamente maior em relacdo as culturas que expressavam as conexinas 26 e 30
mutadas. Desse modo, 0s heterozigotos para as mutagdes recessivas nos genes das conexinas
26 e 30 poderiam ter uma vantagem seletiva em relacéo aos portadores das conexinas 26 e 30

selvagens, relacionada com a maior sobrevivéncia celular.

Tabeda Il - FreqUéncia de portadores heterozigotos das mutactes 167delT, 235delC e 35delG em vérias
populacBes de ouvintes (Tabelamodificada de Van Laer e cal., 2001).

Populacéo n° deindividuos 167del T 235delC 35delG  Referéncias
EUROPA

Austria 110 - - 0,9% Janecke e col. (2002)
Austrialoriental 120 - - 1,7% Frei e col. (2002)
Austria/ocidental 672 - - 0,9% Loffler e col. (2001)
Audtrig/oeste 672 - - 0,9% Loffler e col. (2001)
Alemanha 71 - - 4,2% Zoll e cal. (2003)
Alemanha 200 - - 2% Gasparini e col. (2000)
Bélgica 190 - - 0,5% Gasparini e col. (2000)
Bélgica 360 - - 2,5% Storm e col. (1999)
Bulgéria 157 - - 0,64% Gasparini e col. (2000)
Dinamarca 9% - - 2,1% Gasparini e col. (2000)
Esténia 113 - - 4,4% Gasparini e col. (2000)
Edovénia 182 - - 0,5% Gasparini e col. (2000)
Espanha 200 - - 2,5% Gasparini e col. (2000)
Espanha 130 - - 2,3% Estivill e col. (1998)
Finlandia/norte 313 - - 1,3% Lopponen e cal. (2003)
Franca 6293 - - 1,53% Roux e col. (2004)
Franca/llha de Cdrsega 328 - - 3,35% Lucotte e Pinna (2003)
Franca 512 - - 2,73% Lucotte e col. (2001)
Franca/Paris 200 - - 0,5% Garparini e col. (2000)
Franca Bretanha % - - 2,5% Garparini e col. (2000)
Franca 63 0% 0% 0% Denoyelle e col. (1997)
Grécia 400 - - 3% Gasparini e col. (2000)
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Populacdo

Grécia/Atenas
Hungria/nordeste
Holanda

Itdlia/Sardenha

Itdia

Itdia/Milao

Madta

Noruega

Polénia

Pol 6nia/judeus-ashkenazi)
Portugal/Lisboa
Republica Tcheca
Republica Tchecal Praga
Reino Unido/ Manchester
Turquia

Turquia

Turquia/l stambul

Paises Turcos

ASIA

Ardbia
Azerbaijdo

China

China
Coréia/Norte e Sul
{ndia

Ird

Israel (judeus ashkenazi)
Irague (judeus)
Jap&o

Japdo

Jap&o

Kazaguistéo
Libano

Oman

Paegtina
Republicado 1émen
(judeus)
Republica de Altai
Tailandia

AFRICA
Egito
Egito
Tunisia

AUSTRALIA
Austrédia

AMERICA

Judeus ashkenazi Nova
lorque/EUA

EUA (oeste)
Brancos'EUA
BrancosEUA
Brancos'EUA
Brancos'EUA
NegrosEUA
NegrosEUA
Asiéticos/indianos,
japoneses e coreanos
Judeus ashkenazi/EUA
Brasil

Brasil - Brancos

Brasil - Negros

Brasil - Asidticos

n° deindividuos

395 -
500 -
89 -
116 -
255 -
150 -
144 -
190 -
150 -
551 -
179

206 -
195 -
119 -
429 -
674 0%
150 -
136 -

EEB8La88EE838085 8

130 -

&

95 -

1000 -

1012 3,96%

314 -
173 -
100 -

% -
560 -
173 -
190 -

52 -

551 -
620(neonatos) -
100 -
100 -
107 -

167delT

235delC

35delG

35%
2,7%
0%
3,4%
31%
4,0%
2,8%
0,5%
3%
1,4%
2,2%
3,4%
2,05%
0%
117%
1,78%
2,7%
0%

1,7%
0%

0%
0%
1,2%
0,2%
0,9%
0%
0%
0%
0%
2,3%
0%
0%
0%

0%
0%

0%
4,1%
1,3%

1%

0,69%

8,6%
0,6%
1%
2%
25%
0%
0%
0%

0,7%
0,97%
2%
1%
0%

Referéncias

Antoniadi e col. (1999)
Toth e col. (2004)
Gasparini e col. (2000)
Gasparini e col. (2000)
Gasparini e col. (2000)
Edtivill e col. (1998)
Gasparini e col. (2000)
Gasparini e col. (2000)
Wiszniewski e col. (2001)
Morel e col. (1998)
Gasparini e col. (2000)
Seeman e cal. (2004)
Gasparini e col. (2000)
Gasparini e col. (2000)
Uyguner e col. (2003)
Tekin e col. (2001)
Gasparini e col. (2000)
Tekin e col. (2003)

Gasparini e col. (2000)
Tekin e col. (2001)
Xiao e col.(2004)

Liu e cal. (2002)

Park e col. (2000)
RamShankar e col. (2003)
Najmabadi e col. (2002)
Sobe e cal. (1999)
Gasparini e col. (2000)
Abe e col. (2000)

Fuse e col. (1999)

Kudo e col. (2000)
Tekin e col. (2001)
Mustapha e col. (2001)
Simsek e col. (2001)
Shahin e col. (2002)
Gasparini e col. (2000)

Posukh e col. (2005)

Wattanasirichaigoon e col.

(2004)

Gasparini e col. (2000)
Tekin e col. (2001)
Onay e cal. (1998)

Dahl e col.(2001)

Dong e cal. (2001)

Lim e cal. (2003)
Morell e col. (1998)
Scott e col. (1998)
Kelley e col. (1998)
Green e col. (1999)
Morell e col. (1998)
Gasparini e col. (2000)
Morell e col. (1998)

Morell e col. (1998)
Sartorato e col. (2000)
Oliveirae col. (2004)
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1 - OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi caracterizar os tipos e estimar a freqliéncia das mutagoes
dos genes das conexinas 26 e 30 em uma casuistica de 300 individuos com disturbios de
audicdo da populacéo brasileira.

Com esse estudo pretendemos avaliar a importancia das mutages dos genes das
conexinas 26 e 30 como causa de deficiéncia auditiva na nossa populacéo e verificar a
validade de se adotarem testes moleculares para sua deteccéo entre os individuos com surdez
como uma prética rotineira. Com isso, pretendemos estabelecer os mais eficazes critérios de

selecéo de pacientes para a aplicacéo dos testes moleculares.
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Il - CASUISTICA E METODOS

111.1 - Pacientes

Nossa amostra foi constituida por 300 propositos portadores de distUrbios auditivos
que procuraram aconselhamento genético no Laboratério de Genética Humana do
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sd0 Paulo (LGH — IBUSP). Os pacientes foram encaminhados principalmente pela
instituicdo DERDIC — Divisao de Educacdo e Reabilitacdo de Disturbios da Comunicacéo da
Pontifica Universidade Catdlica de Sao Paulo. Esta instituicdo compreende uma divisdo de
ensino, uma divisdo clinica e um conjunto de pessoas associadas ao Programa de Orientacao
Ocupacional e Ensino - POOE. Parte dos individuos encaminhados pela DERDIC foram
examinados na sede dessa instituicdo. Outros pacientes foram encaminhados pelo Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, pelo CEPRO — Centro
de Ensino Profissionalizante Rotary do Colégio Rio Branco e pelo Departamento de Biologia
Celular Genética da Universidade Estadual de Maringa do estado do Paran&d. Foram excluidos
dessa casuistica somente os individuos diagnosticados como portadores de sindromes
conhecidas que incluem surdez como sinal.

Todas as pessoas portadoras de distUrbios de audicdo que compareceram para
aconselhamento genético, tanto no LGH — IBUSP quanto na DERDIC, foramentrevistadas e
preencheram o termo de consentimento formal para o exame e a utilizagcdo dos dados para
pesquisa. Na entrevista foi investigada a existéncia de fatores ambientais que poderiam ser
responsaveis pelo quadro, como contato com medicamentos ototdxicos, problemas na
gestacdo ou no parto e causas infecciosas. Copia da ficha de anamnese esta apresentada no
Anexo I.

O resumo das informacBes genéticas e clinicas sobre os propositos estudados
encontra-se no Anexo Il.

Por fata de informagdes clinicas ou geneadgicas, nem sempre foi possivel
caracterizar o tipo de surdez nos individuos da casuistica. Dos caracterizados, 59,7% dos
casos foram classificados como isolados e 0s 40,3% restantes, familiais. Dentre os individuos
em que foi possivel obter a idade de manifestacdo da deficiéncia auditiva, 75,3% dos
propdsitos apresentavam surdez pré-lingual e 24,7% apresentavam surdez pos-lingual. Apenas
2% dos individuos apresentaram surdez unilateral, enquanto que o restante apresentou surdez
bilateral. Nos casos em que foi possivel avaliar se a perda auditiva evoluiu, foi observado que
59,8% dos propdsitos tinham surdez estacionéria e 40,2% apresentavam surdez progressiva.

Quanto ao limiar de audicdo, os critérios utilizados para classificar a perda auditiva foram os
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de Davis e Silverman (1970). Desse modo, 58,8% dos casos foram classificados como
apresentando perda profunda, 19,3% como perda grave, 18,9% como perda moderada e em
3,0% dos casos a perda era leve. Observamos também que 72,3% dos casos eram de
deficiéncia auditiva neurossensorial, 2,7% dos casos eram de perda mista e em 1% a perda foi
condutiva. Nos casos restantes, cerca de 24% da amostra, ndo foi esclarecida com certeza a
localizac&o do comprometimento auditivo.

Dentre os pacientes nos quais foi possivel classificar o grupo énico por meio do
fendtipo (66% do total), 61,9% foram caracterizados como brancos, 32,1% como pardos,
4,8% como negros e 1,2% como orientais. No restante da amostra ndo foi possivel
caracterizar os pacientes devido afalta dessa informag&o nas fichas de avaliagdo mais antigas.

Estudamos também uma amostra controle constituida por 100 individuos ouvintes.
Essa amostra foi formada por colegas do Instituto de Biociéncias, moradores do Conjunto
Residencial da Universidade de Sdo Paulo — CRUSP e doadores de sangue da Fundacéo Pré-
Sangue Hemocentro de S&o Paulo. Todos os que concordaram em participar do estudo foram
entrevistados quanto a existéncia de deficientes auditivos na familia e também assinaram o
termo de esclarecimento livre e esclarecido. Os individuos foram classificados como brancos,
pardos e negros, o que permitiu a divisdo posterior da amostra em um grupo constituido por
50 individuos classificados como brancos e um grupo constituido por 50 individuos
classificados como pardos ou negros.

[11.2 - Métodos

[11.2.1 - Extracdo de DNA e estimativa de concentracao

A maior parte das amostras de DNA foi obtida a partir de linfécitos de sangue
periférico, seguindo a rotina do Laboratério de Genética Humana, utilizando-se da técnica de
extracdo de DNA de fenol/cloroférmio. Em algumas amostras, o DNA foi extraido por meio
do GFX Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham). Apds a quantificacdo do DNA,
feita em espectrofotdometro HITACHI — U-2000 SPECTROPHOTOMETER, foi preparada
uma dluicdo em é&gua de cerca de 60 ng/pl de DNA. A concentragdo ap6s a diluicéo foi
estimada por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8% por comparacdo a massa das

bandas do padréo de peso molecular ? DNA/HindllI (Invitrogen).

[11.2.2 - Triagem da mutacéo 35delG no gene da conexina 26
A deteccdo da mutacdo 35delG foi realizada por meio de reacbes de PCR aeo-

especificas. Foram utilizados dois pares de primers, um que amplifica o aelo normal e outro
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gue amplifica somente o aelo mutado. As reactes de PCR seguem o protocolo descrito por
Scott e col. (1998) (Tabela 1V). Os produtos da PCR obtidos foram visualizados em gel de
agarose 2% apos coloragdo com brometo de etideo. Foram utilizadas como controle amostras
de DNA de individuos ja previamente identificados como heterozigotos quanto a mutacdo
35delG. Um individuo que tem seu DNA amplificado somente na reacdo NOR é considerado
normal. Individuos heterozigotos quanto a mutacdo 35delG tém o DNA amplificado em
ambas as reacbes. Individuos que tém o DNA amplificado somente na reacdo MUT s&o
homozigotos para a mutacdo 35del G (Figura 10). Esse teste de triagem ja havia sido realizado
na maior parte da amostra pelos colegas Dra. Maria Cristina Célia Braga e o doutorando
Ronaldo Serafim Abreu-Silva.

TabdalV - Primers delo-especificos e comum com as condigdes de amplificacdo para pesquisa da mutacéo
35delG.

primers a el o-especificos e comum n° de Temperatura
ciclos  dehibridacéo
ReacB NOR  NOR5 TTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGAG 3 30 60°

COM 5 GAAGTAGTGATCGTAGCACACGTTCTTGCA 3

Reacdo MUT  MUT 5 TTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGAT 3 30 60°
COM 5 GAAGTAGTGATCGTAGCACACGTTCTTGCA 3

Reacdo"MOR"
pimers Nore Com o

—-— e -
Reagdo "MUT" " AR "N
primers Mute Gam | L,

e P
L s T

PM1 2 3 4 5 67T 8 9
Figura 10 - Gel de agarose a 2% mostrando o resultado da PCR alelo-especifica para a detec¢do da mutacéo
35delG. Nos pogos da linha superior, estéo os produtos da PCR dos alelos normais; nos pocos da linha inferior
estéo os produtos da PCR dos aelos mutados. O padrdo de peso molecular utilizado foi o DNA do fago FX174
digerido com a enzima Haelll (Invitrogen). No pogo 1 temos o controle heterozigoto com a mutagdo 35del G;
nos pocos de 2 a4 e 7 a 9 temos os produtos de individuos homozigotos com aelo normal do gene GJB2,
enquanto que nos pogos 5 e 6 temaos os produtos de individuos heterozigotos com a mutagdo 35delG (15481 e
15863).
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[11.2.3 - Triagem da mutacéo 167delT no gene da conexina 26

Para a deteccéo da mutagéo 167del T foram utilizados os primers 1F e 3R (Tabela V,
p.39) que amplificam um fragmento de 425 pb que contém a mutagdo 167delT. Para a
realizacdo da PCR, em um volume final de reacdo de 50ni, contendo 100ng de DNA total,
foram utilizados 10 pmoles dos primers 1F e 3R, 1U de Taq polimerase, 1,5mM de MgCl,,
20mM TRIS pH = 8.4, 50mM KCI e 30mM de cada dNTP. As condi¢des da amplificacdo
foram as seguintes. desnaturacao inicial 95°C por 1 min, 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por
1 min, hibridagéo a 60°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1min e 30s e extensdo final a 72°C
por 5 min. A digestéo enzimética com Pstl, do produto obtido da PCR, foi realizada com 10
unidades da enzima e o produto foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e
visualizado apds coloracdo por impregnacdo com nitrato de prata, conforme descrito por
Santos e col. (1993). A digestdo com enzima origina quatro fragmentos de restricéo
(150pb, 138pb, 69pb e 68pb) em material de individuos que ndo apresentam a mutacao e trés
fragmentos (219pb, 138pb e 68pb) no caso dos que apresentam a mutacdo em homozigose,
uma vez que essa delecdo faz com que se perca um sitio de restricdo (Zelante e col., 1997).
Heterozigotos com esta mutacado iréo apresentar fragmentos de 219pb, 150pb, 138pb, 69pb e
68pb (Figura 11).
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Figura 11 - Gd de poliacrilamida a 6% com os produtos da PCR digeridos com a enzima de restricao Pstl (para
identificacdo da mutacdo 167delT) e corado com nitrato de prata. O padréo de peso molecular utilizado foi o
DNA do fago FX174 digerido com a enzima Haelll (Invitrogen). Nos pogos de 1 a 5 e 7 temos as bandas de
68pb, 69pb, 150 pb e 138pb, caracteristicas dos normais. Jano pogo 6 (15080) é possivel visualizar as bandas de
68pb, 69pb, 150 pb, 138pb e 219pb que indicam que esse individuo possui amutagdo 167del T em heterozigose.

[11.2.4 - Triagem da del(GJB6-D1351830)
Para a deteccéo da delecéo de 309Kb do GJB6 foi utilizado um protocolo sugerido
pelo Dr. Filipe Moreno, que faz parte da equipe que descreveu esta delecéo (Del Castillo e
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col., 2002). Foram utilizados dois pares de primers, um par que amplifica umaregido do gene
da -globina como banda controle para verificar se a PCR esta funcionando (primers sense 5’
— TGC CCA CCC CCC AAG TAG AG —3 e anti-sense5 — TTT CGG TTT CAT TCA
TTT TCC CTA TT- 3') e um outro par que amplifica apenas o DNA naregido de juncéo dos
pontos de quebra dadelecdo (primerssense5 — TTT AGG GCA TGA TTG GGG TGA TTT
—3 eanti-sense 5 — CAC CAT TGC GTA GCC TTA ACCATT TT — 3'). Para um volume
final de reacdo de 15ni, contendo 60ng de DNA total, foram utilizados 1 pmol de cada
primer, 0,5U de Taq polimerase, 1,5mM de MgCl,, 20mM TRIS pH = 8.4, 50mM KCI e
0,3mM de cada dNTP. As condigbes da amplificacdo foram as seguintes. um ciclo de
desnaturacdo a 95°C por 5 min, 5 ciclos touchdown de desnaturagdo a 96°C por 15s,
hibridacdo a 68°C por 15s para o primeiro ciclo com reducdo de 1°C por ciclo e extenséo a
72°C por 30s, 25 ciclos de desnaturagéo a 96°C por 15s, hibridacdo a 62°C por 15s, extensdo a
72°C por 30s e extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos da PCR obtidos foram
visualizados em gel de agarose a 2% apés coloracdo com brometo de etideo. Foram utilizadas
como controle amostras de DNA de individuos ja previamente identificados como
heterozigotos quanto a del(GJB6-D13S1830). Heterozigotos ou homozigotos quanto a
delecdo terdo duas bandas amplificadas, uma delas é a controle e a outra é referente a
amplificacdo da regido de juncdo dos pontos de quebra da delecdo (460pb). Ja individuos
homozigotos sem a delecéo terdo apenas a banda controle amplificada (360pb) (Figura 12).

PM 1 2 3 4 5§ 6 7 & 9 10111213

Figura 12 - Gel de agarose a 2% com os produtos da PCR do teste da delecéo del (GIB6-D13S1830). O padréo
de peso molecular utilizado foi 0o DNA do fago FX174 digerido com a enzimaHaelll (Invitrogen). Nos pogos de
1 a 12 pode ser visuaizada apenas a banda controle de amplificacdo (360pb) de individuos que ndo sdo
portadores da delecdo. Ja no pogco 13 € possivel visuadlizar duas bandas, a banda controle e a banda
correspondente a amplificagdo daregido do ponto de quebra da delegfo (individuo 16000).

111.2,5 - Triagem da del(GJB6-D1351854)

A deteccdo da delecdo de 232Kb do gene GJB6 foi realizada por meio de um
protocolo modificado do trabalho de Del Castillo e col., 2005. Foram utilizados dois pares de

primers, um par que amplifica a regido do exon 1 do gene GJB6 como banda controle para
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verificar se a PCR esta funcionando (primers sense5 — CGT CTT TGG GGG TGT TGC TT
—3 eanti-sense 5 — CAT GAA GAG GGC GTA CAA GTT AGA A —3'), e um outro par
que amplifica apenas 0 DNA na regido de juncdo dos pontos de quebra da delecdo (orimers
sense5 — TCA TAG TGA AGA ACT CGA TGC TGT TT — 3’ eanti-sense 5’ — CAG CGG
CTACCCTAGTTGTGG T — 3'). Paraum volume final de reacéo de 25ni, contendo 60ng
de DNA total, foram utilizados 0,3 pmoles de cada primer, 0,5U de Taq polimerase, 1,5mM
de MgCl,, 20mM TRIS pH = 8.4, 50mM KCI e 0,3mM de cada dNTP. As condicbes da
amplificagdo foram as seguintes. um ciclo de desnaturacdo a 94°C por 4 min, 14 ciclos
touchdown de desnaturacdo a 94°C por 30s, hibridagdo a 69°C por 40s para o0 primeiro ciclo
com reducéo de 0,5°C por ciclo e extensdo a 72°C por 1min, 25 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 30s, hibridacdo a 62°C por 40s, extensao a 72°C por 1min e extensdo final a 72°C por 10
min. Os produtos da PCR obtidos foram visualizados em gel de agarose 2% ap0s coloracéo
com brometo de etideo. Foram utilizadas como cortrole amostras de DNA de individuos ja
previamente identificados como heterozigotos quanto a del(GJB6-D13S1854), enviadas pelo
Dr. Felipe Moreno. Individuos heterozigotos com a delecéo terdo duas bandas amplificadas,
uma delas é a controle de 333pb e a outra corresponde a amplificacdo da regido contendo os
pontos de quebra da delecdo (564pb). Homozigotos para a delecéo terdo apenas a banda
correspondente a regido dos pontos de quebra da del(GJB6-D13S1854). Ja individuos
homozigotos sem a delecéo ter&o apenas a banda controle do exon 1 do gene GJB6 (Figura
13).
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Figura 13- Gel de agarose a 2% com os produtos da PCR da delecéo del (GIB6-D13S1854). O padréo de peso
molecular utilizado foi o de 50pb (Invitrogen). Nos pocos de 1 a 7 pode ser visualizada apenas abanda controle
(333ph), logo esses individuos ndo sdo portadores da delecéo. Ja no poco 8 € possivel visualizar duas bandas, a
banda de controle de 333pb e a banda correspondente a amplificacdo da regido do ponto de quebra da delegdo
indicando que esse i ndividuo € heterozigoto.

111.2.6 - Pesquisa de outras mutagdes no gene da conexina 26
A triagem das demais mutacdes no gene GJB2 foi realizada por SSCP (Sngle Strand

Conformational Polymorphism) também conhecida como SSCA (Sngle Strand
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Conformational Analysis). O protocolo utilizado para a amplificacdo do gene GJB2 foi
sugerido pelo Prof. Dr. Sidney Batista dos Santos da Universidade Federal do Para. Foram
utilizados os primers 1F e 2R para amplificar um fragmento de 780 pb que abrange toda a
regido de codigo do gene da conexina 26. Em seguida foi realizado um segundo PCR a partir
desse produto amplificado para dar origem a dois fragmentos. um de 425pb com os primers
1F e 3R e um segundo fragmento de 422pb com os primers; 4F e 2R (Tabela V). Para um
volume final de reacdo de 50ni., contendo 100ng de DNA total, foram utilizados 10 pmoles
de cada primer, 1U de Taq polimerase, 1,5mM de MgCl ,, 20mM TRIS pH = 8.4, 50mM KCI
e 30mM de cada dNTP. As condi¢des da amplificacdo dos dois fragmentos foram as mesmas
descritas para a triagem da mutacdo 167delT. Os produtos obtidos foram analisados em
eletroforese vertical en gl MDE™ (Bio Whittaker Molecular Applications) na concentracso
de 27,5%, preparado de acordo com instrucbes do fabricante. A corrida de eletroforese foi
realizada por um periodo de 20 horas em uma poténcia de 7 WATTS. Apds a eletroforese os
resultados foram visualizados por meio de coloracdo dos géis com nitrato de prata (Bassam e
col., 1991) e fotografados com filme Typopaque TR-DO 18 (Typon) (Figuras 14 e 15).

Os 100 individuos pertencentes a amostra controle também tiveram seus produtos de
PCR analisados por meio datécnica de SSCP.

TabelaV - Primers utilizados para a amplificagdo do gene GJB2. Os primers 1F e 2R foram utilizados para
amplificar um fragmento de 780pb. Em seguida, foi realizada uma segunda reacéo de PCR para amplificar dois
fragmentos, o primeiro com 425pb com osprimers 1F e 3R e 0 segundo, de 422pb, com osprimers 4F e 2R.

Primers
Fragmento de 780 pb IF-5 GTGTTGTGT GCATTCGTICTTT TC- 3
2R—-5 CCT CAT CCCTCT CATGCT GTCTA 3
1° Fragmento (425pb)  1F—5 GTG TTG TGT GCA TTCGTC TTT TC- 3
3R—5 ACCTTCTGGGTT TTGATCTCCTC?J
2Fragmento (422pb)  4F— 5 GGA AGT TCA TCA AGG GGG AGA TA 3
2R—-5 CCTCATCCCTCTCATGCTGTCTAZ

- e o e e e e e

n 2 3 4 5 B ¥ 8 89

Figura 14 - Resultado de SSCP do 1° fragmento do gene GJB2: gel vertical de MDE ap6s coloracéo com nitrato
de prata. As amostras 2 a5, 7 e 9 apresentam padr&o normal, enquanto que as amostras 1, 6 e 8 apresentam
padrdes alterados.
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Os fragmentos que exibiram padrdes alterados identificados por meio de SSCP foram

submetidos ao seguienciamento do DNA para aidentificagdo da mutacao.

TRl R

AR R R

1 2 3 4 o (i T 8

Figura 15 - Resultado de SSCP do 2° fragmento do gene GJB2: gel vertical de MDE ap6s coloragéo com nitrato

de prata. As amostras de 1 a 7 apresentam padrdo normal, enquanto que a amostra 8 apresenta padréo alterado
de migrag&o.

[11.2.7 - Sequienciamento do gene GJB2
O seguenciamento do DNA foi utilizado para confirmar a presenca das mutacdes
167delT e 35delG em homozigose ou heterozigose detectadas nos testes de triagem e

identificar as outras possiveis mutacdes nos fragmentos amplificados que apresentaram
migracao alterada no SSCP (Figura 16).
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Figura 16 - Resultado do sequienciamento de uma fita com sentido do DNA na regi&o da mutacéo 35delG. Em
(a) temos seqiiéncia de um individuo normal, que ndo apresenta a mutagdo 35delG e (b) seqliéncia de um

individuo que apresenta a mutagéo 35delG em homozigose. A setaindica a posicdo da mutacdo 35delG.

A amplificacdo da regido de codigo do gene GJB2 foi realizada de acordo com o
descrito no item 111.2.6. Apds amplificacdo, o produto da PCR foi purificado utilizando o Kit
in Concert (Gibco-BRL) e quantificado em gel de agarose 2%, utilizando como padréo o low
DNA mass ladder (Invitrogen). Foram utilizados 60-100 ng de DNA e o Kit DYEnamic Et

terminator reagent premix para o sequenciamento no MegaBace 1000 (Amersham).
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Nos individuos heterozigotos com a mutacdo 35delG tentou-se identificar a segunda
mutacdo sequenciando-se o material de familiares que ndo apresentavam a 35delG. Quando
ndo havia familiares disponiveis para estudo, foi realizada a clonagem para a separacdo das
seguéncias oriundas do dois alelos.

Cada alteracdo encontrada foi visualizada em pelo menos duas sequéncias. fitas com
sentido e antisentido do mesmo individuo ou uma fita em pelo menos dois individuos da
mesma familia.

[11.2.8 - Clonagem

Nos individuos com a mutacdo 35delG em heterozigose nos quais ndo foi possivel
identificar a segunda mutagcdo por meio do seqiienciamento direto do DNA, foi realizada a
clonagem dos produtos da PCR do fragmento de 425pb obtidos com os primers 1F e 3R
(Tabela V) em plasmideos. A clonagem foi realizada por meio dos kits: TOPO TA Cloning
(Invitrogen) e pGEM-T Easy Vectors Systems | (Promega), de acordo a metodologia
especificada pel os fabricantes. Apds obtengdo das col 6nias de bactérias transformadas com os
plasmideos recombinantes, elas foram submetidas a uma reacéo de PCR com os primers 1F e
3R para o primeiro fragmento ou com os primers 4F e 2R para obtencdo do segundo
fragmento (Tabela V). As condicdes da PCR foram as mesmas descritas para o
sequenciamento do gene GJB2. O produto obtido da PCR foi ent&o purificado e submetido ao

seqlienciamento.

[11.2.9 - Estudos Complementares

Seguindo a rotina do Laboratério de Genética Humana, todos os propdsitos também
foram testados quanto a presenca da mutacdo A1555G no gene 12SrRNA do DNA
mitocondrial. Esse estudo foi realizado pelo auno de doutorado Ronaldo Serafim Abreu Silva
e parte das amostras fez parte da sua dissertacdo de mestrado: “Pesguisa de mutagOes
mitocondriais associadas a deficiéncia auditiva’ apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo
do Instituto de Biociéncias da Universidade de S0 Paulo em 2003.

O programa computacional Polyphen (http://www.polyphen.com) foi utilizado para
avaliar o potencial efeito das mutagdes encontradas no gene GJB2.
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V- RESULTADOS
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IV - RESULTADOS

IV.1 - Triagem das mutagdes 35delG e 167deT no gene GJB2 e del(GJB6-

D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6

O resumo dos resultados dos testes de deteccdo das mutagdes 35delG e 167delT no
gene GJB2 e del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 encontra-se na
Tabela V.

Apenas em 28 casos, dentre os 38 identificados para essas mutacdes, foi possivel
classificar o grupo étnico dos pacientes. Desses 28 casos, 22 eram brancos, 5 eram pardos e 1
eraoriental, mas o pai era descendente de europeu. Um desses propositos (16748) eraabino e
foi identificado como portador homozigoto da mutagdo c.1121delT no gene MATP
relacionado ao albinismo Oculo-cutaneo (Lezirovitz e col., 2005). No entanto, os demais

membros da familia desse propésito foram caracterizados como pardos.

Tabela VI - Resultados parciais obtidos ap6s os testes de triagem das mutacdes 35del G e 167del T no gene GJB2
e das delegdes del (GIB6-D13S1830) e del(GIB6-D13S1854) no gene GJB6. ? significa que a segunda mutacdo
nao foi identificada por esses métodos.

M utacles n° de propdsitos n° de propdasitosidentificados/n® total de
identificadas identificados/casuistica total propoésitosidentificados com alter acdes
35del G/35del G 22/300 (7,5%) 22/38 (57,9%)
35delG/? 11/300 (3,699 11/38 (28,9%)
35del G/del (GIB6-D1351830) 3/300 (1,0%) 3/38(7,8%)
35delG/167del T 1/300 (0,3%0) 1/38(2,7%)
167deT/? 1/300 (0,3%) 1/38(2,7%)
del (GJB6-D13S1854) 0/300 0/38
Total 38/300 (12,7%) 38

Dentre os 22 homozigotos com a mutagéo 35del G, cinco eram casos isolados, sendo os
demais 17 casos familiais de surdez. Entre os 15 individuos heterozigotos com a mutacéo
35del G, 8 casos eram familiais e 7 casos eram isolados. Assim, dentre o total de 37 propdsitos
identificados com mutacédo, 25 (ou 67,6%) foram caracterizados como casos familiais e
12 (ou 32,4%) como isolados.

A mutacdo 167delT do gene GJB2 foi identificada em dois individuos. Em um dos
casos, a mutagcdo 167del T foi identificada em uma proposita (16354) com a mutacéo 35delG.
Esse caso era familia e os resultados dos estudos realizados com outros membros da familia
podem ser visualizados na Figura 17.

No segundo caso (15080) a mutacéo 167del T também foi encontrada em heterozigose.
Esse caso era isolado. Foi realizada a clonagem seguida do segiienciamento do exon 2 do
gene GJB2 para andlise do outro alelo. Apds sequenciamento do produto clonado ndo foi

43



identificada nenhuma ateracdo nessa propoOsita. Nesse caso, ndo se pode afirmar com
seguranca que a surdez € mesmo devida a essa mutagdo. Além disso, a proposita é filha de
primos em primeiro grau, 0 gue nos faria supor que a mutagao gue causasse surdez estaria em
homozigose.

Nos dois casos identificados de portadores da mutagdo 167del T, os individuos foram

caracterizados como brancos, tendo sido relatado em ambos a origem judaica.

I
O——1]
1 2
35del G/ + 167delT/ +

o

/ 1 2 3

35del G/ 35del G/ +/+
167delT 167delT

Figura 17 - Heredograma da familia 16354 com as mutagOes detectadas. A setaindica o propésito. O sind “+”

significa que o seqiienciamento revel ou resultado normal.

A delecdo del (GJB6-D13S1830) foi identificada em 3 dos 300 propdsitos estudados, o
que corresponde a 1% da casuistica total. Esses trés individuos (15362V, 16000 e 16728M)
identificados pertencem ao grupo dos 15 heterozigotos com a mutacdo 35delG. Desses,
apenas um caso é familial (15362V), sendo os outros dois casos isolados (16000 e 16728M).
Nesses dois casos 0s propositos foram identificados como brancos.

A del(GJB6-D13S1854) de 232Kb, descrita recentemente por Del Castillo e col.
(2005) foi triada no material dos 300 propdsitos da nossa casuistica (exceto no propdsito
17036, em que a del(GJB6-D13S1854) foi triada em seus pais, dado que havia acabado o
material). A del(GJB6-D13S1854) ndo foi identificada em nenhum dos individuos da
casuistica.

Em resumo, os testes genéticos de triagem para deteccdo de mutagdes 35delG e
167delT no gene GJB2 e del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6

permitiram o diagnodstico molecular em 12,7% de toda a casuistica estudada.

V.2 - Sequenciamento para identificacdo da segunda mutacdo nos heter ozigotos
gquanto a mutacéo 35delG

Uma vez que dentre os 15 heterozigotos com 35delG, trés tém a mutacéo del(GJIB6-
D13S1830) e um tem a 167del T, restou-nos identificar a segunda mutacdo em 11 casos. Em
alguns desses 11 heterozigotos, foi possivel a pesquisa da segunda mutagdo recessiva em seu
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outro alelo por meio do sequienciamento da regido de codigo do exon 2 do gene GJB2 do
paciente ou de seus familiares em seis casos: 15481, 15513, 16495, 17241, 15201 e 15863.

IV.2.1- Familia 15481 (Figura 18)

No caso 15481, o sequenciamento do exon 2 do gene GJB2 da conexina 26 do
propésito e de seus familiares revelou a mutacdo patogénica T269C (L90P) (Figura 18). A
mutacdo T269C foi detectada em heterozigose no propdsito (IV-6) e nos individuos V-2 e
IV-7. A surdez decorre, portanto, da presenca das mutacdes 35delG e T269C, que confirmam
0 mecanismo de heranga autossomico recessivo. Os familiares estudados bem como os
gendtipos identificados podem ser visualizados no heredograma da Figura 18.

a) TGG CcC AC TAG G AG CGC TG
b) *
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Figura 18 - a) resultado do sequienciamento de uma fita antisentido do DNA de um individuo normal, que ndo
apresenta a mutagdo T269C. b) resultado do seqiienciamento de uma fita antisentido nairmé do propésito 15481
(IV-2) que apresenta a mutagdo T269C em heterozigose. A seta indica a posicdo da mutagdo T269C. c)
heredograma da familia 15481. A seta indica o proposito. Por meio do seqlienciamento foi verificado o genétipo
de aguns dos familiares desse proposito. O sinal “+" significa que o seqlienciamento revelou resultado normal.

IV.2.2 - Familia 15513 (Figura 19)

No propdsito 15513C, o sequenciamento do gene GJB2 identificou as mutacdes
T101C (M34T) e 509insA em trans em relacdo a mutacdo 35delG. Essa duas mutactes
T101C e 509insA estdo provavelmente em cis. Detectamos que essas trés mutagdes também
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estdo presentes no individuo 1l-1, que também apresenta deficiéncia auditiva. Nenhuma
dessas mutagdes foi detectada no individuo 11-2, enquanto que no individuo I1-3 foram
detectadas em heterozigose as mutaces T101C e 509insA. A mutacdo 509insA € com certeza
patogénica, enquanto que o efeito da mutacdo T101C € muito discutido na literatura. No
entanto, podemos concluir que a surdez apresentada pelos individuos 11-1 e I1-4 é devida a
presenca das mutaces 35del G e 509insA e 0 mecanismo de heranga, portanto, é autossdmico
recessivo. O resultado do seguienciamento, bem como os familiares estudados e os genétipos

identificados podem ser visualizados na Figura 19.
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Figura 19 - a) resultado do seqlienciamento de uma fita com sentido do DNA de um individuo normal, que ndo
apresenta a mutacdo 509insA. b) resultado seqlienciamento de uma fita com sentido do propésito 15513C que
apresenta a mutacdo 509insA em heterozigose. ¢) resultado do seqiienciamento de uma fita antisentido do DNA
de um individuo normal, que ndo apresenta a mutagdo T101C (M 34T). d) resultado do seqiienciamento de uma
fita antisentido do proposito 15513C que apresenta a mutacdo T101C em heterozigose. As setas indicam a
posicdo das mutaches. A mutagcdo 509insA e T101C estdo em cis e essas duas mutagOes estdo em transem
relacdo a mutagdo 35del G. €) heredogramada familia 15513. A setaindica o propdsito. O sinal “+” significaque
0 seqlienciamento revel ou resultado normal.
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IV.2.3 - Familia 16495 (Figura 20)

Para identificar a segunda mutacdo no propdsito 16495, seqlienciamos o exon 2 do
gene da conexina 26 nos seus pais. O sequenciamento do DNA do pai do propésito (I-1)
detectou a mutacdo G71A (W24X) em heterozigose, sabidamente patogénica, enquanto que
em sua mae (l1-2) o seqienciamento confirmou a presenca em heterozigose da mutagéo
35delG. Desse modo, podemos concluir que o quadro clinico de surdez resulta das mutactes
35delG e G71A e 0 mecanismo de heranca fica confirmado como autossdmico recessivo

(Figura 20). Esse era um caso isolado de surdez.

a GoAAAGATCTGGE CTCACC G O

I
1 2
W24X/+ 353delGi+
o

T oGAAA GATC TEGC‘TC TCACC G

35del GIW24X

/

Figura 20 - a) resultado do seqlienciamento de uma fita com sentido do DNA de um individuo normal, que ndo

apresentaa mutagcdo G71A. b) resultado do seqlienciamento de uma fita com sentido do pai (I-1) que apresenta a
mutacdo G71A em heterozigose. A setaindica a posicdo da mutacdo G71A c) heredograma da familia 16495. A

setaindicao propdsito. O sinal “+” significa que o seqiienciamento revel ou resultado normal.

IV.2.4 - Familia 17241 (Figura 21)

Sequienciamos 0 exon 2 do gene GJB2 nos pais do proposito 17241. O propésito era
caso isolado. O seqUenciamento do DNA da mée (I-2) confirmou a presenca da mutagéo
35delG em heterozigose. Ja o seqlienciamento do DNA do seu pai (I-1) revelou a mutacéo
G109A (V37I), patogénica, em heterozigose (Figura 21). Portanto, podemos concluir que a
surdez presente nesse individuo decorre da presenca dessas duas mutacoes, 35delG e V371,

herdadas de sua mée e de seu pai, respectivamente.

V.25 - Familia 15201 (Figura 22)

O sequienciamento do exon 2 do gene GJB2 da conexina 26 do pai do proposito 15201
ndo revelou nenhuma alteracdo. Os familiares estudados bem como os gendtipos identificados
podem ser visualizados no heredograma da Figura 22. Desse modo, ndo se pode afirmar com
seguranca se a surdez apresentada por esse propésito é devida a presenca da mutagao 35delG.
Nesse caso, a surdez erafamilial.
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Figura 21 - @) resultado do sequienciamento de uma fita com sentido do DNA de um individuo normal, que n&o

apresenta a mutacdo G109A. b) resultado do seqiienciamento de uma fita com sentido do pai (11-1) que apresenta
a mutacdo G109A em heterozigose. A seta indica a posicdo da mutacdo GLO9A. c) heredograma da familia
17241. A setaindicao propésito. O sina “+” significa que o seqiienciamento revelou resultado normal.

I 1O
1 2
+/+ 35del G/+

TR

35delG/+ 35delGH+ 35delGi+ +/+

Figura 22 - Heredograma da familia 15201. A seta indica o propésito. Por meio do seqlienciamento do exon 2
do gene GJB2 da conexina 26 foi verificado o gendtipo dos demais familiares desse propésito. O sinal “+”

significa que o seqiienciamento revelou resultado normal.

IV.2.6 - Familia 15863

A andlise do sequenciamento do DNA do pai do propésito (15863W) ndo detectou
nenhuma alteracdo nessa regido do gene GJB2, enquanto que na sua mae (15863M) o
sequenciamento confirmou a presenca em heterozigose da mutacdo 35delG. O propdsito era
caso isolado. Como o sequienciamento do DNA dos pais desse propdsito ndo identificou
nenhuma outra alteracéo nessa regido, além da mutacdo 35del G, ndo podemos concluir se essa
mutacdo € responsavel pelo quadro clinico de surdez.

Nos cinco casos seguintes (14401, 15115, 16140, 16941 e 17229), as mutacOes foram

estudadas por meio da clonagem seguida do seqlienciamento.

IV.2.7 - Familia 14401 (Figura 23)
A clonagemseguida do seqlienciamento do exon2 do gene daconexina 26 do proposito

14401R identificou a mutacdo 235delC como sendo a segunda mutagdo presente nesse
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individuo, o que leva a conclusdo que a surdez € devida a presenca dessas duas mutacdes no
gene GJB2 e o mecanismo de heranca fica confirmado como autossdmico recessivo. A surdez
era familial. O resultado do seqienciamento do DNA, apés a clonagem, evidenciando a

mutacdo 235del C pode ser visualizado na Figura 23.
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Figura 23 - a) resultado do seqlienciamento de uma fita com sentido do DNA de um individuo normal, que ndo
apresenta a mutacdo 235delC. b) resultado do seqiienciamento de uma fita com sentido de um dos alelos do
proposito 14401R, apds a clonagem do primeiro fragmento, com a mutacéo 235delC. A setaindica a posicéo da
mutacdo. ¢) Heredograma da familia 14401. A setaindicao propésito. O individuo I11-1 tem retardo mental, mas

ndo surdez.

IV.2.8 - Familia 15115 (Figura 24)

A clonagem seguida do seqlienciamento do exon 2 do gene GJB2 revelou no proposito
15115V uma delecdo de 16 pb denominada de 176-191del16 (Figura 24). A andlise do
material genético de alguns individuos da familia desse propésito (Figura 24c) indicou que a
mutacdo 176-191del 16 estava também presente em heterozigose na sua avo ndo afetada (11-3),
na sua mée (111-4) e nasuatia (I11-6). O propésito herdou a mutacéo 35delG do seu pai (111-3),
gue a apresenta em homozigose.

Por meio da clonagem seguida de seqiienciamento do DNA foi encontrada na méae do
propdsito, além da mutacdo 176-191del16, uma segunda mutacdo denominada 235delC.
Tanto a mutacdo 176-191del 16, quanto a 235delC sdo patogénicas e comuns em popul agoes
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asiaticas e essa familia tém origem japonesa. Em resumo, a anadlise dos individuos dessa
familiaindicou a presenca de 3 mutacdes distintas, 35del G, 176-191del 16 e 235del C.

a) c 46 CcCC A GG ECTOGECALAL GAALCCGTOGT GCT 4&CCG

b)
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1764416 235440 135340

Figura 24 - a) resultado do seqiienciamento de uma fita com sentido do DNA de um individuo normal, que néo
apresentaa mutacéo 176-191del 16. b) resultado do seqgiienciamento de uma fita com sentido de um dos alelos do
propésito 15115V com a mutagdo 176-191del16. A barra horizontal e a seta indicam a posicéo da mutacdo no
seqlienciamento do individuo normal e no propdsito, respectivamente. ¢) Heredograma da familia 15115. A seta
indica o propdsito. Por meio do segiienciamento do exon 2 do gene GJB2 da conexina 26 foi verificado o
gendtipo de aguns dos familiares dessa familia. O sina “+” significa que o seglienciamento revelou resultado

normal.

IV.2.9 — Pacientes 16140, 16941 e 17229

A clonagem seguida do sequienciamento do exon 2 do gene GJB2 da conexina 26 nos
propositos 16140, 16941 e 17229 nao revelou nenhuma outra ateracdo, além da mutacdo
35del G nesses individuos.

Em resumo, dentre os 16 heterozigotos previamente triados para as mutacoes 35delG e
167del T do gene GJB2, em 10 nés identificamos uma segunda mutacdo. Dentre os 16, em 3
estava presente a mutacdo del(GJB6-D13S1830) do gene GJB6 e um era heterozigoto
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composto para as mutagoes 35delG e 167delT em heterozigose. MutacOes diferentes (G71A,
G109A, 176-191del 16, 235delC, T269C e 509insA) foram encontradas em 6 individuos. Ja
nos 6 restantes (15080, 15201, 15863, 16140, 16941 e 17229) ndo foi detectada nenhuma
outra alteracdo. Nao podemos afirmar com seguranca se esses propdsitos nao possuem mesmo
uma segunda alteracéo no gene GJB2, uma vez que as regides ndo traduzidas ndo foram

seqlienciadas.

V.3. - Andlise de SSCP

Na analise por meio de SSCP do primeiro fragmento no gene GJB2, em 14 amostras
detectamos um tipo de padréo de migracéo diferente do padréo apresentado pelos controles. O
sequienciamento do DNA de alguns desses propésitos réo identificou nenhuma alteragdo no
exon 2 do gene GJB2. A andlise por SSCP do primeiro e do segundo fragmento foi realizada
também em uma amostra controle constituida por 100 individuos ouvintes, dos quais 50
foram classificados como brancos e 50 como pardos ou negros. Tanto na amostra controle
formada pelos 50 individuos brancos quanto na formada pelos 50 individuos pardos ou
negros, detectamos 0 mesmo padréo de migragéo alterado no SSCP no primeiro fragmento,
tendo sido esse padrdo visudlizado em um total de 12/100 amostras (Figura 25). O
sequenciamento de algumas dessas amostras controle com padréo de migracdo alterado néo
revelou nenhuma ateracdo, o que nos levou a conclusdo que esse padréo de migracdo pode

ocorrer com frequiéncia em individuos normais, ndo devendo ter nenhum significado.

uE;EHauuug;;mqu_

o

1 2 3 4 & &6 7T & 2 1011 12 13 14 15 16

Figura 25 - Resultado da analise de SSCP do primeiro fragmento. Nos pogos 1 a4, 13 e 16 estdo amostras do
produto da PCR com padréo de migragéo normal; nos pogos 5 a 12 estdo amostras de aguns individuos do grupo
controle com padréo de migracdo considerado aterado e nos pogos 14 e 15 temos amostras do produto da PCR
de dois propositos, da nossa casuistica, com padrdo de migracdo também considerado dterado. O

seqlienciamento dos fragmentos que apresentaram esse tipo de migracdo ndo revelou nenhuma alteracao.

Em relacéo ao primeiro fragmento do exon 2 do gene GJB2, aém dos propositos com
as mutacOes previamente detectadas (35delG e 167delT), foram encontrados mais 17

propésitos com alteragdes reais de migracdo. Ja em relacdo ap segundo fragmento foram
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identificados 8 individuos com ateracbes de migracdo no SSCP. Um dos propositos
(15513M) em que foi identificada ateracdo de migracdo no SSCP no segundo fragmento
pertence afamilia 15513, ja descrita anteriormente, pois € casado com a proposita ll-4 (Figura
19, p.46).

Desse total de 25 propésitos, todos tiveram seus produtos de PCR, tanto do primeiro
quanto do segundo fragmento do exon 2 do gene GJB2, seqienciados. A relacdo dos
propésitos em que foi detectada alteracéo de migracdo no SSCP e as respectivas ateracdes

identificadas no sequienciamento estdo relacionadas na Tabela V.

Tabea VIl - Resultado do seguienciamento das 25 amostras com migragéo aterada no SSCP no primeiro e no
segundo fragmento. Em vermelho temos as mutactes patogénicas, em azul as ndo patogénicas e em preto as
variantes ainda ndo descritas.

Paciente Proteina Nucleotideo Gendtipo Referéncia
14960 V271 79GR A heterozigoto Kelley e col. (1998)
M34T 101T® C heterozigoto Kelsdl e col. (1997)
15117L M195V 583A® G heterozigoto ndo descrita
15280 M34T 101T® C heterozigoto Kelsdl ecoal. (1997)
15513M A684C (3'UTR) 684 A® C heterozigoto ndo descrita
15572 R184P 551 &®C homozigoto Denoyelle e col. (1997)
15818 G160S 468 G® A heterozigoto Scott e col. (1998)
15854 V271 79 A heterozigoto Kelley e cal (1998)
15974 V271 79GR A heterozigoto Kelley e col (1998)
16020 R127H 380 G® A heterozigoto Estivill e col. (1998)
16416 M34T 101 T®C heterozigoto Kelsdl ecal. (1997)
16508 R127H 380 G® A heterozigoto Estivill e col. (1998)
16534 V271 79GR A heterozigoto Kelley e col (1998)
16557 A40A 120A® C heterozigoto Estivil e Gasparini (2006)
16586 K168R 503A® G heterozigoto ndo descrita
16647 M34T 101 T®C heterozigoto Kelsdl ecoal. (1997)
16684 L81V 241 ® C heterozigoto ndo descrita
16703C -15C® T (intron) -15C® T heterozigoto Estivill e Gasparini (2006)
16751 -15C® T (intron) -15C®T heterozigoto Estivil e Gasparini (2006)
16758 M34T 101 T® C heterozigoto Kelsdl ecoal. (1997)
16775 -15C® T (intron) -15C®T heterozigoto Estivill e Gasparini (2006)
16933 V271 79 A heterozigoto Kelley e cal (1998)
17016 M34T 101 T®C homozigoto Kelsall e col. (1997)
17146 K168R 503A® G heterozigoto ndo descrita
17179 M34T 101 T®C heterozigoto Kelsdl ecal. (1997)
17225 x| 79 A heterozigoto Kelley e cal. (1998)

Dentre os 25 propositos foram identificadas, ao todo, 11 alteracdes diferentes: C/T -
15, G79A (V271), T101C (M34T), A120C (A40A), G241C (L81V), G380A (R127H),
G468A (G160S), A503G (K168R), G551C (R184P), A583G (M195V) e C/A 684. Dessas
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ateragdes, sete (C/T -15, G79A, T101C, A120C, G380A, G468A e G551C) ja foram
descritas na The Connexin-deafness homepage (Estivill e Gasparini, 2006). Somente a

mutacdo G551C (R184P) é certamente patogénica. Apesar de estar na lista das patogénicas,

amutacdo G380A (R127H) jafoi descrita como sendo um polimorfismo sem efeito (Estivill

e Gasparini, 2006). Em nossas tabelas (V11 e VIII) nés a classificamos como patogénica. As

demais alteracOes ndo sdo consideradas patogéni cas.

Tabda VIl - Resultados obtidos apds os testes de triagem das mutactes 35delG e 167del T do gene GJB2 e
del (GJB6-D13S1830) e del(GJIB6-D13S1854) do gene GJB6, da andlise por SSCP e do seqlienciamento do
exon 2 do gene GJB2. O sina “+" significa que o seqiienciamento revel ou resultado normal .

M utactes n° de propoésitosidentificados/ n° de propoésitosidentificados/
encontradas n°total de propositosda n° de propositosidentificados com
casuistica alteracBesnoloco DFNB1
Patogénicas
35delG/35del G 22/300 (7,5%) 22/63 (35,1%)
35del G/+ 5/300 (1,7%) 5/63 (7,9%)
35del G/del GIB6(D13S1830) 3/300 (1,0%) 3/63 (4,7%)
G380A/+ 2/300 (0,8%) 2/63 (3,1%)
35delG/G71A 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
35del G/G109A 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
35delG/167del T 1/300 (0,3%) 1/63 (1,6%)
35delG/176-191del 16 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
35del G/235delC 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
35del G/T269C 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
35del G/509insA+T101C 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
GbB51C/G5B51C 1/300(0,3%) 1/63(1,6%)
167del T/+ 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
Total parcial 41/300 (13,7%) 41/63 (65,2%)
N&o patogénicas
T101C/+ 5/300 (1,7%) 5/63 (7,9%)
G79A/+ 5/300 (1,7%) 5/63 (7,9%)
- 15 T/C (intron)/+ 3/300(1,0%) 3/63 (4,7%)
T101C/T101C 1/300 (0,3%) 1/63 (1,6%%)
T101C/G79A 1/300 (0,3%) 1/63 (1,6%%)
A120C/+ 1/300 (0,3%) 1/63 (1,6%)
A478G/ + 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
Total parcial 17/300 (5,6%) 17/63 (26,9%)
N&o descritas
A503G/+ 2/300 (0,8%) 2/63(3,1%)
G241C/+ 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
AB583G/+ 1/300 (0,3%) 1/63(1,6%)
C684T (I UTR)/+ 1/300 (0,3%) 1/63 (1,6%)
Total parcial 5/300 (1,7%) 5/63(7,9%)
Total 63/300 (21%) 63/63 (100%)

Dentre as 4 ateracbes ndo descritas, o resultado da andlise do programa PolyPhen que

avalia a probabilidade da variante ser ou ndo patogénica, indicou apenas a substituicdo

A583G (M195V) como uma provavel mutacdo patogénica. Essa mutacdo foi identificada em

heterozigose apenas no propésito 151771 e a surdez apresentada por esse individuo € um caso
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isolado na familia. As demais trés substituicdes foram consideradas pelo programa como
sendo provavel mente benignas.

Todas as quatro variantes ndo descritas foram detectadas em heterozigose e apenas a
mutacdo A503G foi identificada em dois propdsitos distintos (16586 e 17146), também em
heterozigose. Nesses dois casos, 0 prop0sito era caso isolado.

Em resumo, a triagem das mutagdes 35delG, 167delT no gene GJB2 e del(GJBG6-
D13S1830) e del (GIB6-D13S1854) no gene GJB6, a andlise por SSCP e o sequienciamento do
exon 2 do gene GJB2, permitiram que identificassemos, dentre o total de 300 propdésitos que
formam a nossa casuistica, 63 (21%) individuos surdos com variantes no loco DFNB1. Na
tabela V11l haarelacdo de todas alteracdes identificadas.

Se considerarmos apenas as mutagdes conhecidamente patogénicas, temos um total de
41 propositos que representam 13,7% da casuistica total ou 65,1% do total de 63 amostras em
gue foram encontradas variantes genéticas nos genes GJB2 e GJB6. Dentre esses 41
individuos, em 33 (23 homozigotos e 10 heterozigotos compostos) foi possivel concluir que o
quadro clinico de surdez era devido a presenca dessas mutacGes. Em 8 casos néo foi possivel
ter certeza se as mutacdes eram a causa de surdez. A mutagdo 35delG foi a mutacdo
predominante, pois foi identificada em 37 propésitos do total de 41, seguida da del(GJB6-
D13S1830) identificada em heterozigose com a 35delG em 3 individuos. Ja as mutacdes
167del T, 235delC e G380A foram identificadas, cada uma, em dois propdsitos diferentes. As

demais mutagdes foram identificadas apenas uma vez na casuistica total.



V - DISCUSSAO
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V - DISCUSSAO

V.1 - Triagem das mutacdes 35delG e 167delT no gene GJB2 e del(GJB6-
D1351830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6

Diversos estudos em diferentes populaces tém descrito a prevaléncia das principais
variantes nos genes GJB2 e GJB6 em individuos com deficiéncia auditiva. A maioria deles
tem como foco principa o0s casos de surdez de heranca autossOmica recessiva,
preliminarmente selecionados. Todos esses estudos tém demonstrado que a mutagéo 35delG
do gene GJB2 € a variante mais comumentemente identificada entre os individuos que
apresentam surdez ndo-sindrémica autossdmica recessiva.

A mutagdo 35delG tem se mostrado muito freqliiente em diversos grupos
populacionais, possuindo uma frequiéncia nas popul agdes de surdos que pode variar de 28% a
63% dentre os casos de heranca autossomica recessiva e de 10% a 33% dentre 0s casos
isolados (Denoyelle e col., 1997; Kelley e col., 1998; Gualandi e col., 2002; Seeman e col.,
2004; Marlin e col., 2005). No presente estudo identificamos a mutagcdo 35delG em 12,7% do
total de 300 individuos com deficiéncia auditiva analisados ndo selecionados pelo mecanismo
de heranca (isolados e familiais). Dentre os 63 individuos em que foram identificadas
alteracdes no loco DFNB1, a mutacéo 35delG foi identificada em 58,7% dos casos. JA dentre
0s casos previamente identificados como de heranca recessiva, ela estava presente em 48%
dos casos. Dentre o total de casos isolados, a mutagcéo 35delG foi detectada em 6,7% dos
propésitos e obviamente ndo teria sido identificada se selecionassemos apenas 0S casos
familiais.

Nossos dados confirmam que a mutagdo 35delG presente no loco DFNB1 € uma das
mais importantes mutagdes relacionadas a surdez n&o-sindrdmica autossdmica recessiva na
nossa populacdo. E importante lembrar que nas populagdes de origem asiética e africana,
raramente a mutacéo 35del G é encontrada e que o0s propositos aqui avaliados resultam de uma
amostra heterogénea etnicamente, fato comum na popul acéo brasileira. Porém, ha predominio
de individuos com origem européia ha nossa casuistica, uma vez que a maioria é formada por
brancos, o que provavel mente explica a ata prevaléncia da 35del G como causa de surdez.

Outro dado interessante, ainda em relacdo a mutacdo 35delG, é a ocorréncia de
familias que mostram surdez de heranca “pseudo-dominante”’. Esse tipo de heranca pode
ocorrer quando mutagdes recessivas em um mesmo gene entram diversas vezes em uma
genealogia, sem que haja consanguinidade. Essa excecdo para o modelo classico da
transmissdo tipica de um traco recessivo ocorre como conseqiiéncia da alta freqliéncia de

portadores de mutagdes no gene GJB2 e do casamento preferencial entre surdos (Wilcox e
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col., 1999; Pampanos e col., 2000; Gualandi e col., 2002). Na nossa casuistica identificamos
dois exemplos de casos de surdez familial que foram primeiramente identificados como
possivelmente dominantes nos quais posteriormente a mutacdo 35delG foi detectada em
homozigose ou associada a outras mutacbes no gene GJB2 (Familia 14604/Figura 26 e
Familia 15115/Figura 24, p.50).
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Figura 26 - Heredograma da familia 14604. Nessa familia a heranca € aparentemente dominante, mas a detecgéo
da 35del G sugere que a heranca é recessiva e que a mutacgdo deve ter entrado na familia também pelo individuo
I-1oul-2.

Varios estudos tém demonstrado que os pacientes que apresentam a mutacdo 35delG
exibem surdez que pode variar de grave a profunda (Cohn e col., 1999; Wilcox e col., 2000;
Cryns e col., 2004, Marlin e col., 2005). Os resultados dotidos nesse estudo reforcam esses
achados, pois na maioria dos propositos onde a mutacdo 35delG foi identificada em
homozigose tiveram grau da perda auditiva também variando de grave a profundo. No
entanto, em dois dos propdsitos (16278 e 16748/Anexo 2, p.97 e p.100, respectivamente) a
perda auditiva foi classificada como moderada. Outro fato que chama a atencdo em nossa
casuistica é a presenca de um membro na familia do propésito 16748 (16748A) que apesar de
apresentar a mutacao 35delG em homozigose, ndo manifesta deficiéncia auditiva (Lezirovitz e
col., 2005). Esse individuo atualmente tem quatro anos de idade, 0 que ndo exclui a
possibilidade de ainda vir a manifestar perda auditiva. Além desse individuo, o propdsito
15370 (Anexo 2, p.95), que também é fomozigoto para a 35delG, veio a manifestar surdez
apos a aquisicdo da fala. Os estudos que relacionam o quadro clinico da surdez em pacientes
que possuem essa mutacao relatam que 0s mesmos apresentam geralmente surdez pré-lingual .
De gualquer modo, é comum em varias doencas hereditarias variacdes de quadro clinico entre
individuos que possuem as mesmas mutagoes. Essas variacOes poderiam estar relacionadas

com alteragcdes na regido promotora do gene, acdo de genes adicionais (como por exemplo, 0
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gene GJB6) e/ou genes modificadores e fatores ambientais. Ja entre os heterozigotos
compostos para a mutagéo 35delG, o grau da perda auditiva varia de acordo com o tipo da
segunda mutacdo presente, uma vez gque a patogenicidade dessas mutacdes depende de varios
fatores, entre os quais a natureza da substituicdo e conseqiientemente a posi¢cao da mutacéo na
proteina. Cryns e col. (2004), ao tentarem relacionar o fenétipo da surdez com o gendtipo em
relacéo as diferentes mutacGes do gene GJB2, relataram que ndo existe diferenca clinica
significativa entre os homozigotos com a 35delG e os heterozigotos compostos com 0s
seguintes gendtipos. 35delG/G71A, 35delG/G139T, 35delG/167delT, 35delG/G283A,
35del G/313del 14, 35delG/C427T, 35delG/G439A. Nos nossos casos de 35delG/G71A e
35delG/167del T a perda era grave.

A mutagdo 167delT, comumentemente detectada na populagdo judaica, afeta a
primeira alca extracelular e assim como a 35delG, leva a formagdo de uma proteina truncada
e, portanto ndo funcional. A triagem da mutacéo 167del T em nossa casuistica identificou duas
propdsitas com essa mutacdo em heterozigose, cujo grau da perda auditiva variou de
moderado a grave (15080/p.43 e 16354/Figura 17, p.44). Esses resultados reforcam os estudos
gue associam a mutacdo 167delT com um quadro clinico de surdez que varia de grave a
profundo (Cryns e col., 2004; Marlin e col., 2005; Snoeckx e col., 2005b).

A delecdo del(GIB6-D13S1830) de 309kb do gene GJB6 foi identificada em trés
individuos, dentre os 15 heterozigotos com 35delG ou com mutacdo em gpenas um aelo, o
que fez dessa delecdo a segunda mutacdo mais freqlientemente detectada em nossa casuistica.
Em outro estudo realizado no Brasil, porém com uma amostra formada por apenas 33 surdos
da regido sudeste, Piatto e col., (2004) detectaram a del (GJB6-D13S1830) em dois dos nove
afetados que apresentaram mutagdes no gene GJB2 em um de seus alelos. A del(GJB6-
D13S1830), em nosso estudo, ndo foi detectada em nenhum dos demais propdsitos além dos
que tinham a mutacéo 35delG em heterozigose. Quanto a del(GJB6-D13S1854), ela ndo foi
identificada em nenhum dos 300 propdsitos da nossa casuistica, 0 que indica que ela ndo deve
ser causa importante de surdez na nossa populagdo. No entanto, no estudo multicéntrico
realizado por Del Castillo e col. (2005), foi relatada a ocorréncia dessa delecéo no grupo dos
pacientes brasileiros, em apenas um dos 16 heterozigotos previamente identificados com uma
mutacdo no gene GJB2. A perda auditiva nos individuos que possuem essas delecfes é
descrita como variando de moderada a profunda (Bolz e col., 2004; Feldmann e col., 2004,
Dalamon e col., 2005, Del Cadtillo e col., 2005; Marlin e col., 2005). Em dois dos trés
propositos (15362V e 16000/Anexo 2, p.94 e 98, respctivamente) com a del(GJB6-

D13S1830) identificados em nosso estudo, a perda auditiva foi considerada mais grave do que
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os demais com a surdez relacionada com a presenca das outras mutagtes no gene GJB2, o que
também foi visto em outros estudos da literatura (Feldmann e col., 2004; Roux e col., 2004).

A heranca digénica, devida a mutagfes presentes nos genes GJB2 e GJB6 em nossa
casuistica, reforca a hipotese de Del Cadtillo e col. (2002) de que o DFNB1 € um loco
complexo. Além disso, a presenca de alteracfes em alel os pertencentes a dois genes diferentes
levando a0 quadro clinico de surdez, reforca as hipGteses de que as conexinas 26 e 30
interagem entre s formando conexons heteroméricos e/ou canais de juncdo do tipo gap
heterotipicos ou que a presenca dessa delecdo no gene GJB6 removeria algum elemento
regulatério no gene GJB2, afetando assim a sua expressdo. (Marziano e col., 2003; Commom
e col., 2005). A hipdtese de que a delecéo no gene GJB6 remove algum elemento regulatério
no gene GJB2, afetando assim sua expressao nos parece mais plausivel. Entretanto, outros
estudos devem realizados para elucidar de que maneira esses genes estariam interagindo nos

individuos portadores de alteragdes nos genes GJB2 e GJB6 de modo a causar a surdez .

V.2 - Andlise de SSCP e seqlenciamento do gene GJB2 (outras mutagdes no gene

GJB2)

Além da mutacéo 35delG e 167del T, identificamos outras 17 alteragdes diferentes no
gene GJB2. Dentre essas ateracdes, 13 ja foram previamente descritas e 4 sdo ateracdes
novas (Estivill e Gasparini, 2006). Entre as alteractes ja descritas, 8 sdo patogénicas. G71A
(W24X), 176-191del 16, 235delC, G109A (V37l), G380A (R127H), T269C (L90P), 509insA
e G551C (R184P) e 5 sdo consideradas polimorfismos sem efeito: T/C -15, G79A (V271),
A120C (A40A), G468A (G160S) e T101C (M34T).

A mutacdo G71A ou W24X, esté localizada no primeiro dominio trasmembréanico da
proteina conexina 26 e se caracteriza pela substituicdo do aminoéacido triptofano na posicdo 24
por um codon de parada prematuro, levando a formacdo de uma proteina truncada e
consequientemente ndo funcional. Essa mutacdo foi descrita primeiramente por Kelsell e col.
em 1997 em duas familias consangliineas paquistanesas. Posteriormente outros estudos
identificaram mutacdo na populacdo de surdos especiamente da regido do sudeste da
Asia, do Ird, da Republica Tcheca e da Grécia (Kudo e col., 2001; Najmabadi e col., 2002;
Pampanos e col., 2002). Na India, Maheshwari e col. (2003) identificaram essa mutagio em
13,3% da populacéo surda estudada, 0 que sugere que essa mutacdo € comum na populacdo
desse pais. Essa mutacdo também foi identificada em 50% dos individuos surdos da
populacéo cigana hispano-romana e em 22,2% dos casos de surdez na populacéo cigana
eslovaca (Minarik e col., 2003; Alvarez e col., 2005). A mutacdo G71A foi identificada em
heterozigose, com a 35delG, em apenas um dos nossos propdsitos, cuja perda auditiva foi
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classificada como grave (Familia 16495/Figura 20, p.47). Nédo foi possivel identificar a
origem desse propésito, mas ele foi caracterizado como sendo branco.

As mutagdes 176-191del16 e 235delC também levam a formacdo de uma proteina
truncada e, portanto ndo funcional, mas nesses casos, iSso ocorre por ateracdo do quadro de
leitura. A variante 176-191del16 esta localizada na regido correspondente a primeira aca
extracelular. JA a mutacdo 235delC esté localizada no segundo dominio transmembrénico da
proteina conexina. As mutacfes 176-191del16 e 235delC s foram descritas em popul acdes
asidticas, sendo a variante 235delC considerada como a principal mutacdo na populacdo
asiatica, com “status’ comparavel ao da mutacdo 35delG na populacdo caucasiana. Ja a
mutacdo 176-191del 16 foi descrita primeiramente por Kudo e col. em 2000, sendo detectada
somente na populagdo japonesa. Essas duas variantes foram identificadas em heterozigose
com a mutacdo 35delG, em dois propositos distintos, sendo que a perda auditiva foi
caracterizada como profunda (Familia 14401/Figura 23, p. 49 e Familia 15115/Figura 24, p.
50). Nas duas familias foi possivel confirmar a origem japonesa.

Varios estudos tém indicado a existéncia de fendtipos menos graves de surdez
relacionados com certas variantes, especiamente com as mutacdes G109A (ou V37I) e
G380A (ou R127H) (Bruzzone e col., 2003; Oguchi e col., 2005). Entretanto, esses achados
sdo contraditérios quando comparados aos resultados dos estudos funcionais que demonstram
completa perda da atividade dos canais formados por proteinas que contém essas variantes
(D’ Andrea e col., 2002, Bruzzone e col., 2003, Snoeckx e col., 2005b). A mutacio G109A foi
inicialmente identificada como um polimorfismo sem efeito, mas o fato do residuo 37 que
corresponde a uma valina ser altamente conservado entre as conexinas e a existéncia de
individuos surdos que apresentam essa variante em homozigose ou em heterozigose com
outras mutacBes no gene GJB2 indicaram que a mesma poderia ser uma mutacdo patogénica
(Kelley ecol., 1998; Abe e cal., 2000; Rabionet e cal., 2000; Marlin e col., 2001). Em estudos
populacionais com individuos normais, essa mutagdo ndo foi detectada na Alemanha, Itdlia,
Espanha, Grécia, Israel e Ghana. No entanto, ela foi detectada com uma alta frequéncia em
heterozigose na populagdo norma do Japdo, tendo sido caracterizada como a segunda
mutacdo mais frequiente entre surdos japoneses (Abe e col., 2000, Kudo e col., 2000; Ohtsuka
e col., 2003; Oguchi e coal., 2005). O unico propdsito identificado com a mutacéo G109A (ou
V371) em heterozigose com a mutacdo 35delG apresentou perda auditiva leve, o que coincide
com as descricdes prévias do quadro clinico de surdez com essa mutagdo (Familia
17241/Figura 21, p.48). Tanto a isoleucina (que é o aminoécido que substitui a valina nessa
mutacdo) quanto a valina sdo aminoacidos apolares, cujas propriedades fisico-quimicas sdo
muitos semelhantes, o que pode talvez justificar o quadro clinico de surdez leve apresentado
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pelos pacientes com essa variante. O paciente tem origem japonesa. Ja a variante G380A ou
R127H é considerada tanto um polimorfismo sem efeito por alguns autores (Marlin e col.,
2001; Thonnissen e col., 2002) quanto uma mutagdo patogénica por outros (Estivill e col.,
1998; D’ Andrea e col., 2002; Wang e col., 2002). Ela leva & substituicdo de uma arginina por
uma histidina, ambos com caracteristicas polares, no residuo 127, localizado na aca
citoplasmética. Toth e col. (2004), emum estudo familial, identificaram a mutacdo G380A em
homozigose segregando com surdez profunda. Posteriormente, estudos funcionais
evidenciaram que as conexinas gue contém essa mutagdo possuem menor eficiéncia quando
comparadas com as selvagens (Palmada e col., 2005). No entanto, em um estudo realizado por
Roux e col. (2004) com familias que possuiam individuos afetados por surdez néo-
sindrémica, foram identificados dois individuos com audicdo normal, mas portadores
homozigotos da mutagcdo G380A. De qualquer modo, essa variante foi identificada em
heterozigose em dois propésitos diferentes (16020 e 16508/Anexo 2, p.95 e 98,
respectivamente) da nossa casuistica, sem que uma segunda mutacdo fosse detectada, o que
nao nos permite concluir se a surdez apresentada por esses individuos pode ser devida a
presenca da mutacdo G380A. A surdez foi classificada como grave no propésito 16020. No
propésito 16508 o grau da perda auditiva foi descrito como profundo na orelha direita e a
audiometria era normal na orelha esquerda.

A mutagdo T269C ou L90P, descrita em 1999 por Murgia e col., também esta
relacionada com um fenétipo de surdez mais brando, que pode variar de leve a moderado.
Essa mutacdo esta localizada no segundo dominio transmembranico da proteina e a
substituicdo do aminoacido leucina por uma prolina no residuo 90 resulta na formagéo de
canais de juncdo do tipo gap ndo funcionais. (Thonnissen e col., 2002; Bruzzone e col., 2003;
Tekin e col., 2003; Snoeckx e col., 2005b) A mutacdo T269C néo é freqlientemente detectada
na populacdo normal, o que faz com que ela sgja considerada provavelmente uma mutacéo
deletéria (Roux e col., 2004; Marlin e col., 2005). Em um estudo com individuos afetados por
surdez recessiva da Austria, Janecke e col. (2002) encontraram uma fregiiéncia de 9,8% paraa
mutacdo T269C, tendo sido considerada a segunda mutagdo mais fregliente nessa populagéo
apos a mutacdo 35del G. O unico propdsito onde essa variante foi identificada em heterozigose
com a mutacdo 35delG possui perda auditiva leve na orelha esquerda e moderada na orelha
direita, 0 que vem a confirmar essa tendéncia de fen6tipos mais leves (Familia 15481/Figura
18, p.45).

Denoyelle e col. descreveram a variante 509insA pela primeira vez em 1999 em um
estudo familial com individuos surdos da Franca. Essa variante, que afeta a segunda alca
extracelular, é caracterizada pela insercdo de uma adenina no residuo 509, o que dtera o
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quadro de leitura e leva a formacdo de uma proteina truncada. Na nossa casuistica, essa
mutacdo foi detectada em heterozigose em dois individuos afetados por surdez profunda de
uma mesma familia, em combinac&o com a mutacdo 35delG (Familia 15513/Figura 19, p.46).
Esses dois propositos apresentaram a variante T101C (ou M34T) em cis com a variante
509insA. Apesar da variante T101C ser considerada atualmente como um polimorfismo sem
efeito, ela ja foi identificada em homozigose associada a uma delecdo de 10pb na regido
5 UTR (também em homozigose) em individuos surdos (Houseman e col., 2001). No entanto,
nao podemos relacionar com certeza a presenca dessa variante com a surdez apresentada por
esse propadsito, pois 0 mais provavel é que a surdez decorra da presenca das mutacdes 35del G
e 509insA.

Finamente, outra mutacdo patogénica identificada em nossa casuistica foi a C551G
(ou R184P). Essa mutacdo foi detectada em homozigose em um Unico propdsito. Ndo foi
possivel caracterizar a surdez devido a falta de informagfes. Essa mutacdo foi descrita por
Denoyelle e cal. (1999) associada com outra mutacéo do gene GJB2, em um individuo que
possuia surdez variando de moderada a grave. A mutacdo C551G afeta o residuo 184,
localizado na segunda alca extracelular, o qual € totalmente conservado entre as conexinas e
se caracteriza pela substitui¢do de uma arginina, que € um aminoécido polar, por uma prolina,
que € um aminoacido ndo polar. Essa substituicéo afeta a formagdo do conexon, levando a
uma degradacdo mais rgpida do mesmo (Denoyelle e col., 1999).

Outras variantes ja descritas consideradas como néo patogénicas foram identificadas
nos propdsitos da hossa casuistica em heterozigose, com excecdo da T101C que foi detectada
em homozigose em um dos propésitos analisados.

O polimorfismo C/T -15 estalocalizado naregido 5’ nao traduzida no intron 1 do gene
da conexina 26. Esse polimorfismo foi descrito pela primeira vez por Zariwaa (Estivill e
Gaparini, 2006). Sdo poucos os dados sobre a sua freqiéncia na populacdo em geral. Essa
variante ndo patogénica foi identificada em heterozigose em dois propésitos da nossa
casuistica, no irmdo afetado de um dos propdsitos (16703C/Anexo 2, p.100) e em um
individuo néo afetado (16910JAnexo 2, p.101).

Outro polimorfismo sem efeito que foi detectado em heterozigose em seis dos
propositos foi 0 G79A (ou V271), onde uma adenina é substituida por uma guanina no residuo
79. Essa substituicdo ocorre na regido do primeiro dominio transmembréanico da conexina 26
e levaatroca do aminoécido valina por umaisoleucina. Tanto a valina quanto aisoleucina sdo
aminoacidos ndo polares. A ateracdo V27! foi descritapelaprimeiravez por Kelley e col. em
1998. Na populagéo chinesa ela foi detectada tanto em individuos controles quanto afetados,
tendo sido estabelecida uma fregiiéncia de 30% para esse alelo entre os controles normais (Li
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e col., 2003). Foi observada uma frequéncia de 52% desse alelo em heterozigose na popul acdo
japonesa ouvinte (Kudo e col., 2000). Em um estudo realizado entre 430 surdos do Paquistéo
esse polimorfismo foi detectado em heterozigose em apenas um individuo (Santos e coal.,
2005). Nossos achados sugerem que esse polimorfismo deve ser comum também em nossa
populacéo. Dentre os pacientes em que foi possivel verificar o grupo étnico, 3 eram brancos e
2 eram pardos.

A mutacdo A120C ou A40A, também considerada um polimorfismo sem efeito,
descrita por Rabionet (Estivill e Gaparini, 2006), foi detectada em heterozigose em apenas um
paciente. Ela se caracteriza pela substituicdo de uma citosina por uma adenina na regido da
primeira alca extracelular da proteina e ndo acarreta substitui¢do de aminoécido.

A variante A468G (G160S) foi descrita por Scott e col. (1998) como sendo um
polimorfismo sem efeito, com uma freqliéncia de 2% na populacdo norma estudada. A
mutacdo A468G se caracteriza pela substituicdo de uma serina por uma glicina, no residuo
160 na segunda alca extracelular. Essa variante foi detectada em heterozigose em um anico
propodsito da nossa casuistica.

A variante T101C ou M34T, detectada em 7 propdsitos da nossa casuistica, tem se
mostrado como sendo uma variante freqlente tanto na populacdo ouvinte quanto na de surdos
(Tabela IX). Ela exibe um histérico controvertido, pois em estudos in vitro ela resulta em
incapacidade de formar canais de juncdo do tipo gap funcionais. No entanto, o fato dessa
variante ja ter sido identificada em trans com outras variantes patogénicas no gene GJB2 em
individuos ndo afetados por surdez, reforca a hipétese dela ser apenas um polimorfismo
freqliente na populacdo, mas sem efeito (Grifftith e col., 2000; Feldmann e col.,2004). Em
nossa amostra, a variante T101C foi detectada em heterozigose em um dos propésitos
(14960/Anexo 2, p.87), com surdez de grau moderado, associada a outra variante também ndo
patogénica, G79A. A variante G79A sozinha é tida como ndo patogénica, mas em cis com a
variante sem efeito A341G (E114G) foi descrita por Pandya e col. (2001) como sendo uma
mutacdo recessiva e patogénica. O fato de termos detectado as duas variantes T101C e G79A
n&o nos permite afirmar que a surdez, nesse caso, decorra da presenca dessas duas mutagoes.
Em outro propdsito (17016/Anexo 2, p.102) a mutacdo T101C foi detectada em homozigose.
No entanto, airma (17016U) desse propdésito que também é afetada por surdez, apresenta essa
variante em heterozigose, 0 que nos permite concluir que essa mutacdo ndo esta segregando
com a surdez nessa familia. Nos outros 4 propoésitos (15280 16416, 16647 e 16758/Anexo 2,
p.90, 97, 99 e 101, respectivamente) variante foi detectada em heterozigose e nenhuma
outra alteracdo foi identificada. Em nenhum caso da nossa casuistica pode se afirmar com
certeza que a surdez foi devida a essa mutagdo. 1sso tudo nos leva a acreditar que o potencial
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patogénico da mutacdo T101C permanece em aberto. Alguns estudos tém demonstrado que os
efeitos clinicos dessa mutacdo T101C podem depender da atividade de autros genes e/ou da
CO-Segregacdo com outras mutagdes provenientes da regido ndo codificadora do gene GJB2
(Zoll e col., 2003). Novos trabalhos devem ser readlizados para poder fornecer um
aconselhamento genético seguro para os individuos afetados por surdez portadores dessa

alteracdo, bem como para os seus familiares.

Tabela | X - Prevaléncia dos portadores e heterozigotos compostos da ateracdo T101C (M34T) em populagles
normais e entre surdos, em diversas areas geograficas (Tabela modificada de Kenneson e cal., 2002).

Pais Populagdo de ouvintes Populagdo de surdos Referéncia
M34T/+ M 34T /outr os M 34T/+ M 34T/outros
Franca 0/88 0/88 Denoyelle e cal. (1999)
3/128 0/128 -- -- Green e col. (1999)
1116 0/116 3/96 1/96 Martin e col. (2001)
2/116 0/116 - - Feldmann e col. (2004)
81/3517 0/3517 5/159 -- Roux e col. (2004)
Jap3o 0/96 0/96 0/35 0/35 Abe e col. (2000)
0/63 0/63 0/39 0/39 Kudo e coal. (2000)
Coréia 0/100 0/100 0/147 0/147 Park e col. (2000)
Reino Unido e 25/630 0/630 7/173 3/173 Housemann e col. (2001)
Irlanda
0/40 0/40 - - Kelsell e col (2000)
0/210 0/210 Mueller e col. (1999)
Estados Unidos -- -- 1/52 1/52 Green e col. (1999)
3/96 0/96 -- -- Kelley e col. (1998)
1/30 3/30 Kenna e col. (2000)
1/100 0/1200 -- -- Scott e cal. (1998)
Finlandia 26/313 -- - - Lopponen e cal. (2003)
Brasil -- -- 4/300 2/300 presente estudo

Em nossa amostra detectamos 4 substituicoes ndo descritas: G241C (L81V), A503G
(K168R), C/A 684 e A583G (M195V). A variante G241C esta localizada no segundo dominio
transmembrénico e faz com que uma leucina sga substituida por uma valina, ambos
aminoécidos ndo polares, o que nos leva a acreditar que provavelmente se trata de uma
variante ndo patogénica. Ja a variante A503G, foi identificada em heterozigose em dois
propésitos. Resulta em uma lisina sendo substituida por uma treonina no residuo 168,
localizado na segunda alca extracelular. A lisina é um aminoacido ndo polar, enquanto que a
treonina € neutra. Essas propriedades fisico-quimicas e o resultado da andlise do programa
PolyPhen indicam que ela ndo deve ter efeito. Acreditamos que se trata também de uma

variante ndo patogénica. Por estar localizada na regido 3'UTR e portanto ndo acarretar
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substituicdo de ami noacido, a variante C/A 684 também ndo deve ser patogénica. O estudo
realizado com o grupo controle formado por 100 individuos ouvintes (50 brancos e 50 afro-
descendentes) com a técnica de SSCP ndo identificou nenhuma dessas trés variantes. Futuros
estudos funcionais e mais estudos populacionais devem ser realizados para confirmar a
natureza ndo patogénica dessas variantes.

A Unica nova variante encontrada em nosso estudo gque o programa Polyphen indicou
como sendo uma provavel mutagdo patogénica foi a A583G. Ela esta localizada no quarto
dominio transmembranico e leva a substituicdo de uma metionina por uma valina no residuo
195. Apesar de ambos os aminoécidos serem apolares, a metionina possui enxofre em sua
composicdo, 0 que leva a sugerir que esse aminoacido possa estar relacionado com a
formacao de pontes dissulfidicas, necessérias para que dois conexons de células adjacentes se
unam no espaco extracelular, paraformar o canal de jungdo do tipo gap. O fato dessa mutagéo
ter sido detectada em heterozigose no proposito 15177L sem outra mutagdo no gene GJB2
(Anexo 2, p.88), ndo nos permite relaciona-la com certeza com a surdez apresentada. O caso
era isolado na familia e ndo temos atualmente amostra dos pais. Estudos adicionais com
populacbes de ouvintes devem ser realizados com o intuito de se verificar o possivel papel
patogénico dessa mutacao.

Como ja foi dito anteriormente, entre os individuos que apresentam surdez néo-
sindrdmica de heranca autossdmica recessiva, existe uma alta proporcdo (10% a 50%) de
pessoas surdas que apresentam uma Unica mutacdo patogénica no gene GJB2 (Del Castillo e
col., 2003 e 2005). Em nosso estudo nés identificamos 37 individuos com a mutacéo 35del G
no gene GJB2, sendo 22 homozigotos e 15 heterozigotos. Dentre os 15 heterozigotos, em 8
(53,3%) individuos ndo foi identificada uma segunda mutacdo no gene GJB2. A freqiiéncia
desses individuos na casuistica, de 8/300, € muita alta para ser atribuida somente ao acaso,
dado que a freguiéncia de heterozigotos na nossa populacdo é de 1% (Sartorato e col., 2000).
Esses resultados podem ser atribuidos a limitagdes nas técnicas utilizadas para triagem das
mutacOes no gene ou a existéncia de mutagdes em outras regides do gene GJB2 que néo
foram estudadas (5’ UTR, exon 1, parte daregido 3' UTR e introns). Além disso, podem existir
outras mutagdes no loco DFNBL, fora do gene GJB2, ou mesmo em outro loco determinante
de surdez que podem estar interagindo com o gene GJB2 para causar a surdez, de modo
analogo aos que podem estar ocorrendo com as delegdes del(GJIB6-D13S1830) e del (GJIB6-
D1351854) no gene GJB6.

Finalmente, os resultados obtidos em nosso estudo atestam a importancia da triagem
de mutacOes mais freqlientes nos genes GJB2 (35delG e 167delT) e GIB6 em nosso meio
(12,7% da casuistica total). A naioria dos trabalhos de triagem de mutactes no gene GJB2
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realizam uma pré-selecdo quanto aos individuos que seréo estudados. Nosso objetivo era
estudar mutacBes em uma amostra de individuos afetados por surdez ndo selecionados. O
resultado foi, de certo modo, surpreendente porque em alguns casos onde foi identificada a
mutacdo 35delG, os propositos ndo apresentavam um quadro clinico de surdez compativel
com o geralmente descrito na literatura em relacdo a esse genétipo (surdez pré-lingual,
estacionéria e profunda) ou a histéria familial ndo sugeria heranca recessiva. Por ser a surdez
uma doenca genética extremamente heterogénea, sem correlagbes precisas entre 0 gendtipo e
o fendtipo, e 0 mecanismo de heranca aparente nem sempre ser confirmado na anadlise
molecular, a triagem dessas mutactes freqlentes torna-se praticamente mandatéria em todos
0s casos de surdez ndo-sindromica, tanto isolados como familiais.

Foi notédvel em nosso estudo a diversidade de mutagdes detectadas na casuistica, apos
a andlise de SSCP. Ao todo nés identificamos 20 alteracBes diferentes, incluindo del(GJB6-
D13S1830) no gene GJB6. Apesar de ja existirem estudos em relacdo as variantes detectadas
no gene GJB2 no Brasil, 0 nimero e a diversidade de variantes detectadas nesses estudos e 0
nimero de individuos analisados foram menores quando comparados com 0S NOSSOS
resultados (Tabela ll, p.25). Outro dado interessante é que a maioria dessas variantes até entéo
ndo tinha sido identificada no Brasil. Em nosso estudo identificamos 4 novas variantes no
gene GJB2, sendo somente uma delas potencialmente patogénica. Apesar da nossa amostra
ser em sua maioria formada por brancos, a diversidade das mutactes identificadas nesse
estudo retrata a heterogeneidade étnica da nossa populacdo, uma vez que as mutagdes sao
caracteristicas de grupos populacionais diferentes.

Em resumo, a freqiéncia da mutacdo 35delG no gene GJB2 observada em nosso
estudo aparentemente justifica a triagem dessa mutacdo em todos os individuos surdos,
independente do histérico clinico ou familial. Ja em relacdo a mutacdo 167delT do gene
GJB2, sua triagem estaria mais indicada entre os individuos cuja ascendéncia judaica fosse
relatada, uma vez que essa mutagdo se mostrou especifica a esse grupo populacional na nossa
amostra. Quanto as delegbes do gene GJB6, o fato da del (GIB6-D13S1830) ter sido a segunda
mutacdo mais frequentemente identificada justifica a sua triagem em nosso meio. Atual mente,
nosso laboratério tem trabalhado com um PCR multiplex descrito por Del Castillo e caol.
(2005), que permite que as duas delecles, del(GJIB6-D13S1830) e del(GJIB6-D13S1854),
possam ser pesquisadas juntas, o que também facilita a triagem da del (GJB6-D13S1854).

Por outro lado, a triagem de mutagbes realizada por SSCP ndo demonstrou uma
freqiiéncia significativa de variantes patogénicas no gene GJB2. Na pratica, o estudo do SSCP
seguido do sequienciamento permitiu detectar somente mais um caso (15572/Tabela VI, p.52)
de mutacdo patogénica (C551G) que explicaria a surdez no proposito com certeza. Revelou-se
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como uma estratégia mais produtiva o seqlienciamento direto do gene GJB2 somente nos
casos em que a mutagcdo 35delG foi detectada em heterozigose. Assim, concluimos que, do
ponto de vista da rotina de aconselhamento genético, o uso do SSCP é questionavel
principalmente em laboratério de prestacdo de servicos, gue ndo estdo comprometidos com a
pesquisa. Trata-se de uma técnica trabalhosa e que ofereceu poucos resultados praticos do
ponto de vista de aconselhamento genético das familias. Um protocolo de triagem constituido
pelos testes de deteccdo da 35delG no gene GJB2, del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-
D13S1854) no gene GJB6 e da mutacdo mitocondrial A1555G (Abreu-Silva e cal., 2006),
seguido do sequenciamento do gene GJB2 nos casos onde a 35delG é encontrada em
heterozigose € 0 que nos parece mais adequado no momento para atender a maioria dos casos
de solicitagdo de estudo genético na surdez.

Em 1998, Braga estimou que no Brasil as causas hereditarias contribuiam com 16%
dos casos de surdez. Na nossa casuistica, com a introducdo dos testes moleculares, o fator
genético contribuiu com certeza em 35,7% dos casos de surdez. Em paises desenvolvidos essa
freqiiéncia tem sido descrita como de 60% (Petit e col., 2001). Esse aumento significativo da
contribuicdo do fator genético, obtido com o nosso estudo, se deve em parte a aplicacdo dos
testes genéticos para deteccdo das mutagdes mais freqlientes nos genes GJB2 e GJB6. Além
disso, esses achados sugerem que pode ter havido recentemente reducdo do papel dos fatores
ambientais nos casos de surdez em nossa populacdo, o que provavelmente esta diretamente
relacionado com as campanhas nacionais de vacinacdo contra a rubéola e melhoria nos
cuidados a salide materna e infantil. Convém lembrar que o0s pacientes que compareceram ao
nosso servico de aconselhamento genético podem ter sido previamente triados quanto a
etiologia ambiental, de modo que a propor¢do de surdez genética pode estar superestimada.
De qualquer modo, nosso estudo permitiu a identificacdo de 12 (6,7%) casos isolados de
surdez com mutacdes que teriam sido considerados idiopédticos sem o auxilio dos testes
moleculares. Portanto, um acréscimo de no minimo 6,7% nos casos com diagnostico de

surdez genética ocorreu em decorréncia do diagnéstico molecular.
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VI - CONCLUSOES

Na nossa casuistica de 300 individuos deficientes auditivos ndo selecionados, a
mutacdo 35delG no gene GJB2 foi a mutacdo mais freglientemente detectada (12,7% da
amostra total), tendo sido identificada em 20,7% dos casos faniliais e 6,7% dos casos
isolados. Entre 0s casos de heranca recessiva, a mutacéo 35del G estava presente em 48%. Jaa
delecdo del(GJB6-D13S1830) no gene GJB6 mostrou-se ser a segunda mutagdo mais
freqliente na nossa casuistica (1%0).

Além da del(GJB6-D13S1830) no gene GJB6, identificamos 19 variantes no gene
GJB2 em nossa amostra. Dentre essas variantes, 10 sdo patogénicas. 35delG, G71A (W24X),
167del T, 176-191del 16, 235delC, G109A (V371), G380A (R127H), T269C (L90P), 509insA
e G551C (R184P), 5 s&o polimorfismos sem efeito: T/C - 15, G79A (V271), A120C (A40A),
G468A (G160S) e T101C (M34T), e 4 sdo variantes novas: G241C (L81V), A503G (K168R),
A583G (M195V) e C/A 684. A Unica nova variante encontrada em nosso estudo que o
programa Polyphen indicou como sendo uma provavel mutacdo patogénicafoi a A583G

O numero de variantes identificadas em nosso estudo e o fato de que algumas dessas
variantes sdo caracteristicas de diversos grupos populacionais confirmam a diversidade étnica
da nossa populagdo, embora a maioria da nossa casuistica tenha sido formada por individuos
classificados como brancos.

A triagem de mutacGes realizada por SSCP ndo demonstrou uma frequéncia
significativa de variantes patogénicas no gene GJB2, 0 que nos leva a conclusdo de que do
ponto de vista da rotina de aconselhamento genético, 0 uso do SSCP ndo € praticavel
principalmente em laboratério de prestacéo de servicos.

Nossos estudos indicaram a importancia de se estabelecer um protocolo minimo de
triagem genética na deficiéncia auditiva que deve incluir, portanto, os testes de triagem das
mutagdes 35delG no gene GJB2 e del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene
GJB6, juntamente com o teste de triagem da mutagdo mitocondrial A1555G. Nos casos de
deteccdo de mutacdo em heterozigose, 0 sequenciamento do gene GJB2 € recomendado para
identificac&o da segunda mutacéo.

Nossos resultados indicaram que fatores genéticos foram a causa de surdez em pelo
menos 35,7% da casuistica estudada. O aumento dessa propor¢cdo em relacdo a estudos
anteriores se deve possivelmente a realizagdo de testes moleculares de triagem das mutactes
mais frequientes nos genes GJB2 e GJB6 em portadores de deficiéncia auditiva, acompanhada

da melhoria das condic¢des de salide materna e infantil.
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Anexo 1— Cépiadaficha de anamnese utilizada na entrevista durante aconsel hamento genético dos pacientes.

ESTUDO GENETI CO- CLi NI CO DOS CASCS DE SURDEZ PARA USO EM ACONSELHAMENTO GENETI CO

DADCS PESSQAI S:

DATA - - - - CASO Ni ==
N8 Y R R R R R R
NASC, © - - - o e I DADE: = - - === - mm e SEXO M )  F()
NATURAL: - - - oo OCUPAGAQ, - = = = === mmmmmmmme e e e
ESCOLARI DADE; - - - - = = === == oo e

TELEFQONE: = - = = = = = = = = = = = = = = m = n e e o et o e o e e e e e e ea-

ORI GEM DO PACI ENTE: - = - = = = = = = = = = = = = m = m o e ot e ot ot oo e et et et et

MOTI VO DA CGONSULTA: - - = = = = = = = = = = = x = o e o m e o m o f o o f e e i i

HI STORI CO FAM LI AL:

CONSANGUI NIl DADE PARENTAL: () NAO ()SIM GRAU -----emmmmcmcaennn-
OUTROS CASOS DE SURDEZ NA FAM LI A: () NAO ()SIM

CASCS DE DOENCAS GENETI CAS NA FAM LI A: () NAO ()SIM

CONSULENTE JA TEVE ABORTOS: ( ) NAO ( )SIM
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HEREDOGRANA:

CARACTERI ZAGAO DO TI PO DE SURDEZ:

( ) BI LATERAL ( ) UNI LATERAL ()2
() ESTACI ONARI A () PROGRESSI VA
( )LEVE (25-40 DB) ( ) MODERADA (40- 65 DB)

( ) PROFUNDA (> 95 DB)
() CONDUTI VA () NEURCSSENSORI AL

ETIOLOG A: () CONGENI TA () PGs- NATAL

()7

( ) GRAVE (65-95 DB)

( YMSTA

| DADE DE INICI O

EPOCA EM QUE PERCEBERAM O PROBLEMA: - - - - - = = - - = = <« st ottt e me e

EPOCA EM QUE FO FEI TO O DI AGNOSTI CO DE SURDEZ:

( )ZumBi DO () TONTURA
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CGESTACAQ

() SEM | NTERCORRENCI AS () COM | NTERCORRENCI AS
( )FEZ PRE- NATAL | NFECQOES MATERNAS: () NAO ( )SIM

( )CW  ( )RUBEOLA  ( )TOXOPLASMOSE  ( )SIFILIS  ( )HERPES

() OUTRAS DOENGAS QU SI NTOMAS - - = = - = = == = o m s m o m s e e e e e o ee e ee oo e o
USO DE DROGAS PELA MAE: ( ) NAO ()SIM QUAI S?:

RAI O X NA GESTACAQO ( )NAO ()SIM

OBSERVAGOES: - - - - = s = e s e e e e e e e e eememememememeaeeeeeeaaa-

PERI ODO PERI NATAL:

() SEM | NTERCORRENCI AS () COM | NTERCORRENCI AS

PARTO. () NORMAL ( ) CESAREA MOTI VO = s e mmmmeeemeeeeeeaes
( ) FORCEPS

CRONOLOG A: () TERMD ( ) PRE- TERMOD () PCs- TERMD

PESO AO NASCER: - ------------- COVPRI MENTO AO NASCER: - - - === --==--===---=-
BOAS CONDI COES DE VI TALI DADE: ( )NAO ()SIM

( )ANOXI A () Ol ANCSE ( )ICTERICI A

()1 NCOVPATI BI LI DADE DE Rh ( ) FOTOTERAPI A () 1 NCUBADORA

( )FEBRE ALTA ( ) DEFEI TOS Fi SI COS

SAl U DO HOSPI TAL COM A MAE: ( )NAO ()SIM

OBSERVAGOES: - - - == === e e e e e e e ee e memememeaeaeeeeeaaaa-

85



DESENVOLVI MENTO NEUROPS| COVOTOR:
DNPM () NORVAL () COM ATRASO
BEBE ( )FIRME ( )MOLE

SUSTENTOU PESCOGO, - - = - == === - == - -~

SENTOU OOM APQI O, - == - === === === -

SENTOU SEM APOI O - === === === === -

ENGATI NHOU: - - = = = == = c e o mme e oo

PRI VEI RAS PALAVRAS: - - = - <« == =« = - - -

() ANTI BI OTI COS AM NOGLI COSI DEOS () USO DE OUTRAS DROGAS OTOTOXI CAS

( ) I NFECCOES DE OuvI DO ( ) DI ABETES MELI TO
( )MENING TE () SARAMPO () CAXUMBA
() MENI NGOENCEFALI TES ( )1 NFECGAO DAS VI AS AEREAS SUPERI ORES

() EXPCSI CAO CONSTANTE A RUI DOS

OUTRAS DOENGAS, | NTERNAGOES, ClIRURG AS: - - - - s e mm e e

H POTESE DI AGNOSTI CA:

( ) HEREDI TARI A ( YADQUIRIDA ( )?

( )1 SOLADA () SI NDROM CA ()?

PAI'S PRETENDEM TER MAI' S FI LHOS: ( ) NAO ()SIM

FI ZERAM () LAQUEADURA () VASECTOM A

DI AGNOSTI GO - == = = = == = = = mm e = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
OONDUTA: - - === = e se e eemccesceceecccaececanemccceecacascncaeccnaaaennan-s
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia damutacdo; “P” = presenca da mutagdo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranca autossdmicarecessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp| Seauéncia GJB2
1 |11336L - pré-lingual | profundo | profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR com sinais
idi opr_:’tti cocom
2 | 13806 - pré-lingual | profundo profundo | estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl sinais
3 | 14219 - pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
4 | 14401R - pré-lingual profundo profundo | estacion&ria - familial A P(+/-) A A A at nl 35del G/ 235delC AR
5 | 14428S - pés-lingual leve leve progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl nl/nl AD ouUMT
14428L - pés-lingual | moderado | moderado | progressiva neurossensorial familial A A A - - - - -
6 | 14604P - pré-lingual profundo profundo | estaciondria neurossensorial familial A P(+/+) A - - - - 35del G/35del G AR
14604E - pré-lingual profundo profundo | estacion&ria neurossensorial familial A P(+/+) A - - - 35del G/35del G
7 | 14960 - pré-lingual | moderado [ moderado - neurossensorial familial A A A A A at nl G79A/T101C AR
8 | 14993 - pré-lingual profundo profundo | progressiva neurossensorial isolado A A A A nl nl nl/nl idiopético
9 | 15015 - poés-lingual | moderado grave progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl AR/Cons com sinais
10 | 15041 - pés-lingual | moderado | moderado | progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl nl/nl ADouMT
11 | 15080 Br pré-lingual grave grave - neurossensorial isolado A A A A P(+/-) at nl 167del T/nl AR
12 | 15081 - pré-lingual profundo profundo | estacionéria neurossensorial familial A A A A A nl nl nl/nl AR
13 | 15082 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
14 | 150821 - pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
15 | 15091 - pré-lingual | moderado | profundo | progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
ototoxicos-
16 | 15092 - pés-lingual | profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl aminoglicosideos
17 | 15115vV| Or pré-lingual | profundo profundo | estaciondaria neurossensorial familial A P(+/-) A A at nl_ | 176del16/ 35delG
15115 Or pré-lingual profundo profundo | estacion&ria neurossensorial familial A A A - A - - |176del16/ 235delC
15115L| Or pré-lingual | profundo profundo | estaciondria neurossensorial familial A A A - A - - |176del 16/ 235delC|
15115Y| Or ouvinte na na na na na A A A - - - - 176del 16/ nl AR
15115E| Br pré-lingual | profundo profundo | estaciondria neurossensorial isolado A P(H\+) A - - - - 35del G/35del G
18 | 15115J Br pré-lingual profundo profundo | estacion&ria neurossensorial familial - P(+\+) A A A at nl 35del G/35del G
15115N| Or pré-lingual | profundo profundo | estaciondria|  neurossensorial familial - A - - - - - [176del16/235delC
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. AbreviagGes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutacéo; “P’ = presenca da mutacdo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT” = heranga mitocondrial; “Cons’ = consanguinidade.

N° |Registrd Grupo | ldadede Grau da perda Evolugao Tipo Histéria |DNAmML Conexinas Conclusio
€étnico |manifestacéo familiar (A1555G 35delG GJB6- | GJB6- 167delT 1° 20 Seqiiéncia GJB2
oD OE 1851830 1851854 SSCP | SSCP

15115T Or pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial familial - P(+/-) - - - - - |176del16/ 35delG AR

15115C| Or pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial - P(+/-) - - - - 35del G/235delC
19 | 15122 - pré-lingual | moderado grave estaciondria - isolado A A A A A nl nl - idiopético
20 | 15123 - pré-lingual profundo profundo progressiva - familial A P(+\+) A A A at nl 35del G/35del G AR
21 | 15137 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
22 | 15138 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

15138J - ouvinte na na na na na A P(+/-) A - - - - 35delG/nl

15138A - ouvinte na na na na na A P(+/-) A - - - 35delG/nl AR

15138D - ouvinte na na na na na A A A - - - ni/nl

15138B - ouvinte na na na na na A P(+/-) A - - - - 35delG/nl
23 | 15139 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
24 | 15140 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado P A A A A nl nl nl/nl MT

15140R - ouvinte na na na na na P A A A A nl nl -
25 | 15147 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl ni/nl idiopético
26 | 15148 - pés-lingual | profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl ambiental
27 | 15149 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
28 | 15150 - pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
29 | 15151 - pés-lingual leve moderado progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl ambiental
30 | 15164 - pré-lingual profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
31 | 15165 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
32 | 15166 Pd pés-lingual | profundo profundo estaciondria neurossensorial familia P A A A A nl nl -

15166J| Pd ouvinte na na na na na A - A - - - - - MT

15166P| Pd pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial P - - - A nl nl -

15166T Pd ouvinte na na na na na P - A - - - - -
33 [ 15177 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A nl nl ni/nl idiopético
34 | 15177L - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A nl at G583A/nl idiopético
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. AbreviagGes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;

“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)" = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.
N |Registrg 31;1[:28 m;gﬁi;ggéo G‘;;udga - Tipo ?a;ﬁuﬂgra e GJB6 | GJBG Conexmafo 2 — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2

35 | 15178 - pré-lingual grave grave - - isolado A A A A A nl nl nl/nl

15178l - ouvinte na na na na na A A - - - - AR

15178R - ouvinte na na na na na A A A - - - - -
36 | 15186 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl ambiental
37 | 15187 - pré-lingual grave grave progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
38 | 15188 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético

idi opr_:’tti cocom

39 | 15199 - pré-lingual grave grave estacionaria - isolado A A A A A nl nl nl/nl sinais
40 | 15200 - pés-lingual - - - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
41 | 15200V - pré-lingual profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl - ambiental
42 | 15201 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A P(+\-) A A A dt nl 35delG/nl

15201M - ouvinte na na na na na A A A A A nl nl ni/nl

15201G - ouvinte na na na na na - P(+\-) - - - at nl 35delG/nl AR

15201A - ouvinte na na na na na - P(+\-) - - - at nl 35del G/nl

15201B - pos-lingual | moderado | moderado - - familial P(+H\-) - at nl 35delG/nl

15201P - - - - - - na A - - - - - -
43 | 15212 - pés-lingual | moderado | moderado | estaciondria | neurossensorial familial A A A A nl nl - AR/Cons
44 | 15215 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
45 | 15218 - pos-lingual | profundo profundo progressiva - isolado A A A A A nl nl - idiopético
46 | 15233 - pré-lingual profundo profundo estaciondria mista isolado A A A A A nl nl - idiopético
47 | 15234 - pré-lingual | moderado [ moderado | estaciondria - familial A A A A A nl nl - AR/Cons
48 | 15235 - pré-lingual profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl - idiopético
49 | 15243 - pré-lingual profundo profundo estaciondria - familial A A A A A nl nl ni/nl idiopético
50 | 15244 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
51 | 15245 - pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
52 | 15246 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético




Anexo || - Quadro com resumo da casuistica total. AbreviacOes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelhadireita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda

N° [Registrd gnuigg m;gﬁiztggéo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 86T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830| 1851854 167delT]| sscp| sscp Sequéncia GJB2
53 | 15259 - pré-lingual profundo profundo estacionaria | neurossensoria isolado A A A A A nl nl - idiopético
54 | 15260 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
55 [ 15261 - pos-lingual | profundo profundo estaciondria - - A A A A A nl nl - idiopético
idiopético com

56 | 15280 - pré-lingual | moderado | moderado | estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A at nl T101C/nl sinais
57 | 15281 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
58 | 15282 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl - idiopético
59 | 15302 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

15302H - ouvinte na na na na na A P+-)| A - - - - 35delG/nl AR

15302J - - leve leve - - familial A P(+/-) A - - at nl 35delG/nl

15302R - ouvinte na na na na na A A A - - - - ni/nl
60 | 15306 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético

idi op'c_iti cocom

61 | 15310 - pré-lingual | moderado | moderado - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl sinas
62 | 15317 Br pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial familial A P(H\+) A A A at nl 35del G/35del G

15317T Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A P(+\+) A - - - 35del G/35del G AR

15317R Br ouvinte na na na neurossensorial na A P(+/-) A - - - 35delG/nl

15317V Br ouvinte na na na na na A P(+/-) A - - - - 35delG/nl
63 | 15327 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
64 | 15354 - pré-lingual | moderado | moderado | estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
65 | 15362 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A P(+/-) P A A at nl 35delG/nl AR

15362V - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial familial A P(+/-) P A A - - 35delG/nl
66 | 15363 - pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
67 | 15364 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial - A A A A nl nl ni/nl idiopético
68 | 15365 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
69 | 15366 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
70 | 15367 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopatico
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda

) Grupo | l|dadede . ) Histéria |DNAmt Conexinas Conclusio
N° |Registrg étnico |manifestacgéo Evolugdo Tipo familiar A1555G 35d61G GJB6- | GJB6- 167delT 10 20 iiéncia GIB2
oD OE 55561 350€1q 1951830 1851854 sscp | sscp| S
71 | 15368 - pré-lingual profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl - idiopético
72 | 15370 Pd pés-lingual grave grave progressiva neurossensorial isolado A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G AR
73 | 15452 - pré-lingual - - - - familial P A A A A nl nl nl/nl MT
15452) - pés-lingual - - progressiva - familial P A A - - nl nl -
ototoxicos -
74 | 15458 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - aminoglicosideos
75 | 15459 - pos-lingual grave profundo progressiva | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
76 | 15466 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR
15466A Br - profundo profundo - - familial - A A - A nl nl -
77 | 15481 Br - moderado leve estaciondria neurossensorial isolado A P(+/-) A A A alt nl 35delG/ T269C
15481A | Br - - - - - - A P+-)| A A A at nl 35del G/nl
15481D Br ouvinte na na na na na A A A - - at nl T269C/nl AR
15481E Br ouvinte na na na na na A A A - - at nl T269C/nl
15481T Br ouvinte na na na na na A A A - - nl nl ni/nl
15513 Br ouvinte na na na na na A A A - - at dt  [T101C+509insA/nl
15513A Br ouvinte na na na na na A A A - - nl nl nl/nl
T101C+509insA/ AR
78 | 15513C Br pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/-) A A A at at 35delG
T101c+509insA/
15513K Br pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/-) A A A at at 35del G
79 | 15513M Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl A/C 684/ nl idiopético
80 | 15516 - pos-lingual grave profundo progressiva | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
81 | 15518 Br pés-lingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
idiopético com
82 | 15542 - pré-lingual profundo profundo estacionaria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - sinais
83 | 15550 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A A A A nl nl -
15550A - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A A A - A nl nl - AR
15550M - ouvinte na na na na na A A A - - - - -
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda

N° [Registrd gﬁgg m;gﬁi;ggéo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 86T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2
84 | 15567 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
85 | 15569 - - profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
86 | 15569R - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
idiopético com

87 | 15570 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - sinais
88 | 15571 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
89 | 15572 - - moderado | moderado - - - A A A A A nl at C551G/C551G AR
90 | 15573 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial - A A A A A nl nl - idiopético
91 | 15574 Br pré-lingual | moderado [ moderado - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
92 | 15575 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G AR
93 | 15627 - pos-lingual - - progressiva - familial A A A A A nl nl - idiopético
94 | 15643 - pés-lingual grave grave progressiva neurossensorial familial A A A A nl nl - AD
9% | 15684 - pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
9 | 15694 Ne pés-lingual grave grave - neurossensorial familial A A A A A nl nl -

15694R Ne pré-lingual grave grave - neurossensorial familial A A A - - - - ADouMT

15694S| Ne pré-lingual grave grave - neurossensorial familial A A A - - - - -
97 | 15731 - pés-lingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
98 | 15732 - pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
99 | 15740 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

15740L| Br ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - at - 35delG/nl AR

15740M Br ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - at - 35delG/nl

idi op'c_iti cocom

100| 15778 - pré-lingual | moderado | moderado - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - sinais
101 | 15779 Br pré-lingual grave grave estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
102| 15780 - - profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - AR/Cons
103 | 15796 - pos-lingual grave grave progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR/CoNs

15796 D - poés-lingual grave grave progressiva neurossensorial familial A A A - - - - -
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)" = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda

N° [Registrd Etrrﬁzc()) m;gﬁ(:tggﬁo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 86T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2
ototoxico -
104| 15817 - pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - aminoglicosideos
105| 15818 - pré-lingual moderado | moderado estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl dt G468A/nl
15818C| - ouvinte na na na na na A A A - - - - - idiopatico
15818l - ouvinte na na na na na A A A - - - - -
106| 15819 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
107 | 15836 - pés-lingual grave grave estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
108| 15840 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G
15840R Br pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/+) A - - - - 35del G/35del G
15840S Br ouvinte na na na na na A P(+\-) A - - - - 35delG/nl AR
15840J Br ouvinte na na na na na - P(+\-) A - - - - 35delG/nl
15840N Br ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - - 35delG/nl
109 | 15842 - pos-lingual | profundo nl estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
idi opéti cocom
110| 15845 Ne pré-lingual grave grave - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - sinais
111 15850 - poés-lingual nl moderado - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
112| 15853 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial P A A A A nl nl - MT
15853C - pés-lingual grave grave - neurossensorial familial P A A - A nl nl -
idiopético com
113| 15854 Br pos-lingual | moderado | moderado - mista isolado A A A A A at nl G79A/nl sinais
114| 15863 - pés-lingual | profundo nl - neurossensorial isolado A P(+/-) A A A at nl 35del G/nl
15863M - ouvinte na na na na na A P(+/-) A A at nl 35delG/nl AR
15863wW - ouvinte na na na na na A A A - A nl nl ni/nl
115| 15884 - pré-lingual | moderado grave - neurossensorial familial A A A A nl nl ni/nl idiopético
116 | 15886J - prélingual - - - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
117 | 15886M - pré-lingual - - estaciondria - familial A A A A A nl nl - idiopético
118| 15894 - poés-lingual | moderado | moderado progressiva mista familial A A A A A nl nl nl/nl ADouMT
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviages utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranga autossdbmica dominante; “MT” = heranca mitocondrial; “ Cons” = consanguli nidade.

Grau da perda
N® |Registrg 32?53 m;ﬁﬁﬁtgzao Evolugdo Tipo ?eu'ﬁ.ﬂgf o GIB6 | GIB6. Conexma; 2 - Condusio
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Sequéncia GJB2
15894M - pés-lingual | moderado | moderado | progressiva mista familial A A A - A nl nl ni/nl ADouMT
119| 15938 Pd pré-lingual | moderado | moderado estaciondria neurossensorial isolado A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G
15938P| Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - 35delG/nl AR
15938A Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - - 35delG/nl
15938S| Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - - 35del G/nl
120| 15953 Br pré-lingual grave profundo estacionaria - isolado A A A A A nl nl - idiopético
121| 15956 - ouvinte na na na na na A A A nl nl -
15956C - ouvinte na na na na na A A A - - - - - AR
15956M - pés-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl -
122 | 15956N - pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl -
123| 15969 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
124| 15973 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
125| 15974 Br pés-lingual grave grave progressiva neurossensorial familial A A A A A at nl G79A/nI idiopético
15974N Br pos-lingual grave profundo progressiva neurossensorial familial A A A - - - - -
126| 15975 - pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A - A nl nl - ambiental
127| 15988 - pos-lingual | moderado | moderado | estacion&ria | neurossensorial adotada A A A A A nl nl - idiopético
128| 15989 Pd pré-lingual grave profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
129| 15998 Pd pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A P(+/+) A - - - - 35del G/35del G
15998M Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - - 35delG/nl AR
15998A Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - - 35delG/nl
130( 15999 Pd pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl ni/nl idiopético
131| 16000 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A P(+/-) P A A at nl 35delG/nl
16000L Br ouvinte na na na na na - A P A - - - ni/nl AR
16000R Br ouvinte na na na na na - P(+/-) A A - - - 35delG/nl
132| 16003 - pré-lingual profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl - AR/Conscom sinais
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. AbreviagGes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutacdo; “P’ = presenca da mutacdo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT”" = heranca mitocondrial; “Cons” = consanguinidade.

Grau da perda

) Grupo | l|dadede . ) Histéria |DNAmt Conexinas Conclusio
N° |Registrg étnico |manifestagéo Evolugdo Tipo familiar A15550) 35deld GJB6- | GJB6- 167delT 10 20 iiéncia GIB2
oD OE 55561 350€1q 1951830 1851854 sscp| sscp| 54
133| 16009 - pés-lingual | moderado | moderado - neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR/Conscom sinais
134| 16019 - pré-lingual | moderado [ moderado progressiva | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
135| 16020 - pré-lingual grave grave progressiva | neurossensorial isolado A A A A A nl at G380A/nl idiopético
136| 16021 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
137| 16029 Pd pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
138| 16030 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - AR/Cons
ototoxico -
aminoglicosideos
139| 16031 - pos-lingual grave profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - comsinais
140| 16032 - pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
141| 16046 - pré-lingual | profundo grave estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
142 | 16047 Pd pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD oUMT
16047M Pd pés-lingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial familial A A A - - - - -
143 | 16048 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A A nl nl - idiopético
144 | 16049 Ne pré-lingual grave grave - - isolado A A A A A nl nl - ambiental
idiopético com
145| 16066 - pré-lingual leve leve - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - sinais
146| 16085 Pd pés-lingual | moderado grave - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
147| 16086 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
148| 16087 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - AR
ototoxico -
149| 16100 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - aminoglicosideos
150| 16106 Pd pés-lingual grave grave progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
151 16132 Pd pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
152| 16133 Br pré-lingual grave profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
153 | 16134 Br pré-lingual | profundo profundo estacionaria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
154| 16135 Pd pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
155| 16137 Br pré-lingual - - - neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuisticatotal. Abreviagtes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda
) Grupo | l|dadede . ) Histéria |DNAmt Conexinas Conclusio
N |REYISIG gnico [manifestagal Evolugdo Tipo familiar [~ I TGIB6 | Gige [ T 1 | oo CIB2
oD OE 55561 350€1q 1951830 1851854 sscp| sscp| 54
156| 16138 - pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G AR
16138G - pré-lingual grave grave estaciondria | neurossensorial familial A P(+/+) A - - - - 35del G/35del G

157 16139 - pré-lingual | moderado [ moderado - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
idiopético com

158| 16140 - - - - - neurossensorial isolado A P(+/-) A A A at nl 35delG/nl sinais

159| 16153 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - Conscom sinais

160 | 16167 Pd pré-lingual | profundo grave estaciondria | neurossensorial isolado A A A A nl nl - idiopético

161| 16171 Br pré-lingual | moderado grave estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental

162 | 16189 Pd pré-lingual | profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético

163| 16190 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria - isolado A A A A A nl nl - AR/Cons

164 | 16209 Or pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial familial A A A A A nl nl ni/nl idiopético

165| 16227 Pd pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético

166 | 16232 - pré-lingual - - - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
idiopético com

167 | 16246 Br pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - snais

168 | 16247 Br poés-lingual grave grave progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD

169| 16248 Pd pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético

170| 16251 Pd pré-lingual grave profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético

171| 16252 Br pré-lingual | moderado | moderado - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético

172| 16253 Pd pré-lingual grave grave - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético

173| 16254 Ne pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
idiopético com

174| 16266 Br pré-lingual | profundo profundo - mista isolado A A A A A nl nl - sinais
idiopético com

175| 16268 Br pré-lingual grave profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - sinais

176| 16269 Ne pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl AR/Cons

177| 16275 Pd pés-lingual | moderado | moderado - neurossensorial familial A A A A A nl nl nl/nl AD oUMT

16275M Pd pos-lingual | moderado | moderado | estacion&ria | neurossensorial familial A A A - A nl nl ni/nl
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = n&o testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda
N® |Registrg 31;1[:28 m;gﬁi;ggéo Evolugdo Tipo ?alxﬁltl)lgra =LA GIB6- | GIB6- Conexmalso 2 — Conelusao
oD OE A1555G 35deIG1831830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2
178| 16277 Pd pré-lingual leve leve - - isolado A A A A A nl nl - AR/Cons
179| 16278 Br pré-lingual moderado moderado - - familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G
perda AR
16278C Br ambiental - - - - - - P(+/-) A - - - 35delG/nl
16278L Br ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - - 35delG/nl
180| 16291 Pd pré-lingual grave moderado - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
181 16292 Br pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
182| 16348 Pd pré-lingual grave grave - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
183| 16354 Br pré-lingual grave moderado progressiva | neurossensorial familial A P(+/-) A A P(+/-) at nl 35delG/167del T
16354T Br pré-lingual grave grave estaciondria neurossensorial familial A P(+/-) A - P(+/-) at - 35delG/167del T
16354M Br ouvinte na na na na na - P(+/-) A - A at - 35delG/nl AR
16354L Br ouvinte na na na na na - A A - P(+/-) at - 167del T/nl
16354F Br ouvinte na na na na na - A A A A nl nl -
184 | 16358G Br pés-lingual | moderado grave estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl -
16358K| Br | pés-ingual | moderado grave estaciondria | neurossensorial | familial A A A - A nl nl - AR/Cons
16358S Br pés-lingual | profundo grave estaciondria neurossensorial familial A A A - A nl nl -
185| 16368 Br pés-lingual | moderado grave progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
186| 16369 Br pré-lingual | moderado | moderado | estaciondria | neurossensorial | familial A A A A A nl nl - idiopatico
16369T | Br pré-lingual | moderado | moderado | estaciondria | neurossensorial | familial A A A - A nl nl - idiopatico
187| 16370 Br pos-lingual | moderado | moderado progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR/Cons
188| 16373 Br pré-lingual - - - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
189 | 16390 Br pré-lingual | profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
190| 16391 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
191 16405 Br pré-lingual | profundo grave progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR
192 | 16408D Br pré-lingual grave grave estacionaria - familial A A A A A nl nl - idiopético
193] 16409 Br pos-lingual | moderado | moderado progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. AbreviagOes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda
N° [Registrd Etrrﬁzc()) m;gﬁiztggéo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 86T GiBe: Conexi nalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2
194| 16416 - pré-lingual profundo profundo - mista isolado A A A A A at nl T101C/nl idiopético
195| 16417 Pd pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
196| 16428 Br pré-lingual profundo profundo - - familial A A A A A nl nl - AD
16428T Br ouvinte na na na na na A A A - A nl nl -
197 16441 Pd pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
198| 16454 Br pré-lingual | moderado | moderado - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
199 16455 Br pré-lingual | profundo profundo - - familial A A A A A nl nl - idiopético
200| 16469 Pd pré-lingual - - - neuropatia familial A A A A A nl nl - AR
201| 16490 Br poslingual | moderado [ moderado progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
202| 16495 Br pré-lingual grave grave - neurossensorial isolado A P(+/-) A A A at nl 35delG/ G71A
16495L Br ouvinte na na na na na - A - - at nl G71A/nl AR
16495C Br ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - at nl 35delG/nl
203| 16496 Br pré-lingual | profundo profundo estacionaria | neurossensorial isolado A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G AR
204 | 16508 Pd poés-lingual | profundo normal progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl dt G380A/nl idiopatico
205| 16509 Br pré-lingual grave grave - neurossensorial isolado A A A A nl nl - MT com sinais
206| 16534 Pd pré-lingual profundo grave - neurossensorial familial - A A A A at nl G79A/n|
16534C| M ouvinte na na na na na - A A - A - - ni/nl idiopético
16534T Pd ouvinte na na na na na - A A - A - - G79A/nl
207 | 16535 Br pré-lingual - - - - isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
208 | 16536 Br pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
209 | 16543 Br pré-lingual | moderado | profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
210| 16544 Pd pré-lingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl -
16544S| Pd pés-lingual leve leve progressiva neurossensorial familial A A A - - - - - ADouMT
16544A Pd pré-lingual grave grave progressiva | neurossensorial familial - A A - - - - -
211| 16553 Br poés-lingual - - progressiva - isolado A A A A A nl nl - idiopatico
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. AbreviacGes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE" = orelha esquerda; “OD = orelha direita;

“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = n&o testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossomica recessiva;

“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda

N° [Registrd gﬁgg m;gﬁi;ggéo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 56T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2
212| 16554 Br pés-lingual grave nl - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
213| 16556 - - - - - - familial A A A A A nl nl - idiopético
214| 16557 Br pos-lingual grave moderado progressiva neurossensorial familial A A A A alt nl A120C/nl ADouMT
215| 16567 Br pré-lingual profundo profundo - condutiva isolado A A A A A nl nl - idiopético
idiopético com

216| 16568 - pré-lingual - - - condutiva familial A A A A A nl nl - sinais
217| 16586 Pd pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl at G503A/nl idiopético
218| 16590 Br pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR/Cons
219| 16644 Br pos-lingual | moderado | moderado progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR
220| 16645 Pd pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

16645 N Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - - 35delG/nl

16645F| Pd ouvinte na na na na na P(+/-) - - - 35del G/nl AR

166453 M ouvinte na na na na na - A - - - - - ni/nl

16645V Pd pré-lingual - - progressiva - familial - P(+/+) - - - 35del G/35del G
221 | 16647 Pd pré-lingual - - estaciondria - familial A A A A A dt nl T101C/nl idiopético
222 | 16648 Pd pré-lingual - - estaciondria - isolado A A A A A nl nl - idiopético
223| 16649 Br pés-lingual | profundo profundo progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR
224| 16658 Br pré-lingual grave grave - neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

16658A Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/+) A - - - - 35del G/35del G

16658D|  Br ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - - 35delG/nl AR

16658L Br ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - - 35del G/nl

16658V Br ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - - 35delG/nl

16658 G| Br ouvinte na na na na na - A - - - - - ni/nl
25| 16668 Br pré-lingual | profundo moderado progressiva | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético

idi opr_:’tti cocom

226| 16669 Br pés-lingual | moderado | moderado - neuropatia familial A A A A A nl nl - sinais
227| 16673 - pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopatico
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Anexo || - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviages utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;

“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;

“AD” = heranga autossdmica dominante; “MT" = heranca mitocondrial; “ Cons’ = consangulinidade.

Grau da perda
N° [Registrd gﬁgg m;gﬁi;ggéo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 86T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2

228| 16676 Pd pré-lingual - - - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
229| 16678 Pd pré-lingual - - progressiva - familial A A A A A nl nl ni/nl idiopético
230| 16684 Ne pés-lingual grave grave progressiva - familial A A A A A at nl G241A/nl

16684C| Ne pés-lingual - - progressiva - familial - A A - - - - nl/nl AD oUMT

16684E| Ne pré-lingual | profundo profundo - - familial A A A - - - -

16684J| Ne ouvinte na na na na na - A A - - - - ni/nl
231| 16703 Pd - profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl nl/nl AD

16703C| Pd - profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A at nl T/C - 15/nl
232| 16711 Br pos-lingual grave profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
233|16728M| Br | prélingua - - - - isolado A |PH)| P A A dt nl 35del G/nl AR
234|16728R| Br | prélingual - - - - isolado A P+ A A A nl nl | 35delG/35delG AR
235| 16729 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
236| 16745 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
237| 16747 Br poés-lingual grave grave progressiva mista isolado A A A A A nl nl - idiopético
238| 16748 | abino | poéslingual | moderado [ moderado estaciondria neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

16748E| Pd ouvinte na na na na familial - P(+/-) A - A at nl 35delG/nl

16748S| Pd ouvinte na na na na familia p(+/-) A A at nl 35del G/nl

16748L Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) A - - - - 35delG/nl

16748P| PHd ouvinte na na na na familial - A A - - - - ni/nl AR com sinais

16748M Pd pés-lingual profundo [ profundo - - familial - P(+/+) A - - - - 35del G/35del G

16748l Pd ouvinte na na na na na - A A - - - - ni/nl

16748D Pd ouvinte na na na na na - A A - - - - ni/nl

16748A Pd ouvinte - - - - familial - P(+/+) A - - - - 35del G/35del G

16748U( PFd normal na na na na na - A A - - - - ni/nl
239| 16751 Br pés-lingual - - progressiva - familial A A A A A at nl T/C - 15/nl AR
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;

“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heran¢a autossdmica recessiva;

“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda
N° | Registro (gtrnuigg m;gﬁi;ggéo Evolugéo Tipo ][—lai;tiﬂgra DNAmt 86T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2

240| 16752 Ne | pré-lingua profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - AR/Cons
241| 16758 Br pré-lingual moderado | moderado - - familial A A A A A dt nl T101C/nl idiopético
242| 16759 Pd | pré-lingual | profundo profundo estaciondria | neurossensorial isolado A A A A A nl nl ni/nl idiopético
243| 16773 Br | poés-lingua leve leve - neurossensorial isolado A A A A A nl nl nl/nl idiopético
244 16774 Br - leve leve - condutiva isolado A A A A A nl nl - idiopatico
245| 16775 Br | poés-lingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial isolado A A A A A at nl T/C - 15/nl idiopético
246| 16776 Pd - moderado | moderado - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopatico
247 16797 Pd pré-lingual | moderado | moderado - - isolado A A A A A nl nl - AR/Cons
248| 16798 Br | pré-lingual grave grave - neurossensorial familial A P(+/+) A A A at NI 35del G35del G

16798M Ne ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - 35delG/nl AR

16798 R| Br ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - 35delG/nl
249| 16814 Br pré-lingual profundo profundo - - - A A A A A nl nl nl/nl idiopético
250| 16829 Br | prélingual | profundo profundo - neurossensorial familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G

16829 M Pd pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial P(+/+) A A - - 35del G/35del G AR

16829J Pd ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - - - 35del G/nl
251| 16832 Pd | pré-lingual grave grave estaciondria - familial A P(+/+) A A A at nl 35del G/35del G AR
252| 16833 Ne | pré-lingua profundo profundo - - familial A A A A A nl nl nl/nl idiopético
253| 16851 Br - grave grave - mista familia A A A A nl nl - ADouMT
254 | 16869 Pd pré-lingual profundo profundo - - adotada A A A A A nl nl - idiopético
255| 16870 Pd | pré-lingual | profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
256| 16871 Br | poés-lingual | moderado | moderado - - familial A A A A A nl nl - idiopético
257| 16876 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR/Cons
idi opr_:’tti cocom

258| 16886 - pré-lingual - - - - isolado A A A A A nl nl - snais
259| 16887 Br pré-lingual profundo profundo - - familial nl nl - idiopético
260| 16902 Pd | pré-lingual | profundo profundo - neurossensorial familial nl nl - AR/Cons
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelha direita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = ndo testada ou néo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda
N° | Registro (gtrnuigg m;gﬁiztggéo Evolugéo Tipo gr?\itljig:a DNAmt 86T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2

261| 16910 Pd | pré-lingual - - - - familial A A A A A nl nl nl/nl idiop{:'ltic_o com

169103 | KA ouvinte na na na na na A A A A A at nl T/C - 15/nl snas
262| 16929 Br | pés-lingual grave grave progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - ADouMT
263| 16933 Pd pré-lingual grave grave - neurossensorial familial A A A A A at nl G79A/nI AR
264| 16935 Br | p6s-lingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
265| 16941 Br | poés-lingual | moderado grave estaciondria - familial A P(+/-) A A A at nl 35del G/nl idiopético
266| 16946 Br - moderado | moderado - neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopatico
267| 16963 Pd pré-lingual nl profundo - - isolado A A A A nl nl - idiopético
268| 16964 Pd pré-lingual profundo profundo estaciondria neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR
269| 16966 Br | poés-lingual | profundo profundo progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
270| 16974 Br péslingual [ profundo profundo progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - AR
271| 16975 Pd pré-lingual | moderado | moderado estaciondria neurossensorial isolado A A A A A nl nl - AR/Cons
272| 17001 Br | pdés-lingua leve leve - neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
273| 17002 Pd pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopatico
274| 17005 Br pré-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial - A A A A A nl nl - idiopético
275| 17013 Br pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
276| 17016 Pd pré-lingual grave grave progressiva neurossensorial familial A A A A A at nl T101C/T101C AR

17016U | P pré-lingual grave grave - neurossensorial familial - A A A A at nl T101C/nl
277| 17018 Pd pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - ambiental
278| 17036 Br pré-lingual - - - - familial A A A A - nl nl -

17036M Br ouvinte na na na na na A A A A A nl nl - AR/Cons

17036F Br ouvinte na na na na na A A A A A nl nl -
279| 17048 Pd péslingual | moderado nl - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
280| 17050 - - - - - - - A A A A A nl nl - AR
281| 17064H - poés-lingual | profundo profundo neurossensorial familial P A A A A nl nl - MT
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Anexo |1 - Quadro com resumo da casuistica total. Abreviagdes utilizadas: “Br” = Branco; “Pd” = Pardo; “Ne” = Negro; “Or” = Oriental; “DNAmt” = DNA mitocondrial; “OE” = orelha esquerda; “OD = orelhadireita;
“A” = auséncia da mutagdo; “P” = presenca da mutagéo; “(+/-)" = heterozigoto; “(+/+)” = homozigoto; “ - “ = néo testada ou ndo esclarecida; “na’ = ndo se aplica; “nl” = normal; “AR” = heranga autossdmica recessiva;
“AD” = heranca autossdmica dominante; “MT"= heranca mitocondrial; “ Cons” = consangulinidade.

Grau da perda
N° | Registro (gtrnuigg m;gﬁiztggéo Evolugéo Tipo ?a?\itljigra DNAmt 56T GiBe: Conexinalso > — Conclusdo
oD OE A1555G| 35delG 1851830 1851854 167delT]| sscp| sscp Seqliéncia GJB2
idi opr_:’tti cocom
282| 17097 Br pré-lingual profundo profundo - - isolado A A A A A nl nl - sinais
283| 17098 Br pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
284 | 17102 Br pré-lingual - - - neurossensorial isolado A A A A A nl nl - AR
285| 17113 Br | pdés-lingua grave grave progressiva | neurossensorial familial A A A A A nl nl - AD
286| 17124 Pd | po6s-lingual | profundo profundo progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético Cons
287| 17136 Pd pré-lingual profundo | condutivo - mista isolada A A A A A nl nl ni/nl idiopético
288| 17146 Pd pré-lingual profundo profundo - neurossensorial isolado A A A A A nl at G503A/nl idiopético
289| 17167 Pd | pré-lingual - - progressiva - familial A A A A A nl nl ni/nl idiopético
290| 17177 Br péslingual | moderado | moderado progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
291| 17179 Pd prélingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolada A A A A A at nl T101C/ nl idiopético
292| 17187 Br pré-lingual grave grave - neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopétco
293| 17224 Br | pré-lingual - - - - isolado A A A A A nl nl - idiopético
294 | 17225 Br | pos-lingual | moderado | profundo progressiva neurossensorial familial A A A A A at nl G79A/nI idiopético
295| 17226 Br pés-lingual profundo profundo progressiva neurossensorial isolado A A A A A nl nl - idiopético
296| 17229 Br pré-lingual | moderado | moderado progressiva - familial A P(+/-) A A A at nl 35delG/nl AR
297| 17239 Br | poés-lingua grave grave progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl nl/nl idiopético
298| 17240 Br | pés-lingua grave grave progressiva neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
299| 17241 Br | poés-lingua leve leve progressiva neurossensorial isolado A P(+/-) A - A at nl 35delG/ G109A
17241 E| Br ouvinte na na na na na - A - - - at nl G109A/nl AR
17241 T Br ouvinte na na na na na - P(+/-) - - - at nl 35delG/ nl

300| 17254 Br | pré-lingual grave grave estaciondria | neurossensorial familial A A A A A nl nl - idiopético
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