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utations in GJB2 gene are the leading cause of deafness in autosomal recessive inheritance, and
the 35delG mutation is the most common in many ethnic groups. Besides the 35delG mutation in
homozygosis, the mutation is also found in compound heterozygosis, coupled with other mutations in
genes GJB2 and GJB6. Aim: To determine the prevalence of 35delG/GJB2 and del (GJB6-D1351830)
mutations in patients with sensorineural hearing impairment in residents from the Espirito Santo state,
Brazil. Materials and methods: 77 unrelated individuals with moderate to profound sensorineural
hearing loss were evaluated. The 35delG mutation was studied by PCR / RFLP; and the del (GJB6-
D13S1830) mutation was screened by the technique of multiplex PCR. Results: 88.3% had normal
genotype for the studied mutations, 1.3% were compound heterozygotes, 3.9% homozygotic for
the 35delG mutation, 6.5% heterozygotic for 35delG/GJB2. The frequency of 35delG/GJB2 and del
(D13S1830/GJB6) alleles in the sample was 7.8% and 0.65%, respectively. Conclusion: The data
confirmed the existence of the mutations studied in cases of sensorineural hearing loss in a population
from Espirito Santo / Brazil. These findings reinforce the importance of genetic diagnosis, which can
provide early treatment for children and genetic counseling for the affected families.
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frequéncia do gene, utacoes no gene GJB2 constituem a principal causa de surdez genética de heranc¢a autossomi-

surdez. ca recessiva, sendo a mutacao 35delG a mais comum em muitos grupos étnicos. Além da mutacao
35delG em homozigose, a mutacao também é encontrada em heterozigose composta, associada
com outras mutacoes nos genes GJB2 ou GJB6. Objetivos: Determinar a prevaléncia das mutacdes
35delG/GJB2 e del (GJB6-D1351830) em portadores de deficiéncia auditiva neurossensorial, residen-
tes no estado do Espirito Santo (Brasil). Material e Métodos: Foram avaliados 77 individuos niao
relacionados, com perda auditiva neurossensorial de moderada a profunda. A mutacio 35delG foi
estudada através da técnica de PCR/RFLP e a mutacio del (GJB6-D13S1830) foi rastreada por meio
da técnica de PCR multiplex. Resultados: 88,3% apresentaram gendtipo normal para as mutacdes
estudadas, 1,3% foram heterozigotos compostos, 3,9% homozigotos para a mutacio 35delG, 6,5%
heterozigotos para 35delG/GJB2. A frequéncia do alelo 35delG/GJB2 e do alelo del (D13S1830/
GJB6) na amostra foi de 7,8% e 0,65%, respectivamente. Conclusao: Os dados obtidos confirmaram
a existéncia das mutacdes estudadas em casos de perda auditiva neurossensorial na populaciao do
Espirito Santo/Brasil. Esses achados reforcam a importancia do diagndstico genético, que pode pro-
piciar um tratamento precoce para criancas e aconselhamento genético para as familias dos afetados.
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INTRODUCAO

A surdez € a deficiéncia sensorial mais frequente
em seres humanos, apresentando incidéncias que variam
de 1 em 300 a 1 em 1000 criancas em todo mundo'’.
No Brasil essa frequéncia € estimada em quatro a cada
1000 nascimentos®. Aproximadamente metade dos casos
em todo mundo apresenta etiologia genética, incluindo
as formas sindromicas e nao-sindromicas. A surdez nao-
sindromica é responsavel por 60 - 70% dos casos da surdez
hereditaria envolvendo mais de 100 genes diferentes com
padroes de heranga autossdmica dominante (DFNA), au-
tossdmica recessiva (DFNB), ligada ao X (DFN) e heranca
mitocondrial5, entretanto, a heranc¢a autossdmica recessiva
€ mais comum. Para muitas popula¢oes, a maior causa da
surdez nao-sindromica de heranga autossdmica recessiva €
consequéncia da alteracao da proteina Conexina 26, uma
proteina de juncao comunicante codificada pelo gene GJB2
(13q11-12) (OMIM 121011)%%.

As conexinas sao proteinas transmembranas que
formam estruturas hexaméricas cilindricas de superficie
celular tais estruturas se ligam a outros hexdmeros de
conexinas em cé€lulas adjacentes, formando os canais de
comunicacao intercelular'®'®. Na orelha interna a conexina
26 pode estar associada com outras conexinas. A conexina
26 recicla os fons potdssio como parte de um mecanismo
de transducio de sinal na orelha interna'e.

Mutacoes em trés genes codificadores de conexi-
nas, GJB2 (Cx 26), GJB6 (Cx 30), e GJB3 (Cx 31) foram
identificados como causadores de deficiéncia auditiva'>!°.

Dentre as mutacoes no gene GJB2 que ocasionam
DFNB descritas até o momento, a mutacao 35delG é res-
ponsavel pela maioria dos alelos mutantes (60-85%) na
populacio caucasiana® 1317,

A mutacao 35delG € a delecao de uma base guanina
em uma sequéncia de seis guaninas, que se estendem da
posicio 30 a 35 dos nucleotideos, no éxon codificante
do gene GJB2, resultando na formaciao de um cédon de
terminacao. Esta delecao resulta na sintese de um poli-
peptidio incompleto, com 12 aminoacidos, diferentemente
do normal com 226 aminodcidos'®.

Anilises do gene GJB2 em pacientes com surdez de
heranca AR, especialmente da mutacao 35delG, revelaram
que cerca de 10 a 50% dos pacientes eram portadores de
somente 1 alelo mutante'. Estudos posteriores sugeriram
a existéncia de outra mutacao no éxon codificante do
gene da Cx 26, ou a possivel coexisténcia da mutacio
del (GJB6-D13S1830), no gene da Cx30, nos individuos
heterozigotos para o gene GJB2%%,

No Brasil cerca de 80% dos casos de surdez sao
causados por fatores ambientais, e os 20% restantes devem
ser causados por fatores hereditarios*. Um estudo recente
realizado no estado de Sao Paulo mostrou que a muta¢ao
35delG foi a mais frequente entre os pacientes analisados

(12,4%), presente em 23% dos casos familiais e 6,2% dos
casos esporadicos. A segunda mutacio mais frequente en-
contrada pelos autores foi a delecio del (GJB6-D1351830)
no gene GJB6, identificada em 1% dos casos, sempre
associada com a muta¢io 35delG no gene GJB2%.

Em varios paises da Europa, a prevaléncia de hete-
rozigotos para 35delG tem sido estimada entre 2 a 4% da
populacio com audicao normal®!”. Foi encontrado 1 em
51 (1,9%) caucasoides com a mutacao 35delG, em estudo
realizado no Brasil, similar 2 maioria das populacdes eu-
ropeias®. Outro estudo, realizado com neonatos no Estado
de Sao Paulo, mostrou que 35delG foi encontrada em 1
de 103 (0,97%) neonatos®.

O estabelecimento das prevaléncias das mutacoes
no pais pode auxiliar na implantacio de testes rapidos de
diagnosticos moleculares que auxiliarao na conduta do mé-
dico em relagio ao tratamento do paciente, acompanhado
do aconselhamento genético as familias dos membros afe-
tados. Dessa forma torna-se fundamental o conhecimento
da diversidade genética associada a esta afeccio para se
estabelecer melhores propostas de diagnostico molecular
para cada grupo populacional®.

Esse trabalho teve como objetivo estimar as preva-
l1éncias das mutacoes 35delG e D13S1830 nos genes GJB2
e GJBO, respectivamente, em uma amostra formada por
portadores de deficiéncia auditiva neurossensorial bilateral
pré-lingual niao-sindrémica de causa desconhecida, na
populacio do Espirito Santo (sudeste do Brasil).

MATERIAIS E METODOS

Pacientes e amostras

Foi realizado um estudo de corte transversal, no
qual 77 portadores de deficiéncia auditiva, nao aparenta-
dos, foram estudados, sendo 38 homens e 39 mulheres.
A idade dos pacientes variou de 1 a 52 anos de idade.
Todos residentes no estado do Espirito Santo.

Os pacientes provenientes de escolas orais auditi-
vas e centros de apoio ao deficiente de varias regides do
Espirito Santo foram submetidos 2 uma anamnese para
investigacao da idade de inicio da deficiéncia auditiva,
presenca de outros casos na familia, confirmacao de surdez
nao-sindromica e exclusio de causas ambientais: infeccoes
pré-natais como rubéola, toxoplasmose, herpes, e infec-
coes pos-natais, particularmente as meningites bacterianas
e também a exposicdo a drogas ototoxicas. Apos avaliacao
audiologica, exames de imitanciometria, audiometria tonal,
e/ou audiometria comportamental e emissao otoacustica,
constatou-se que todos os pacientes apresentavam surdez
sensorial bilateral de moderada a profunda.

Foram coletados 3ml de sangue periférico com
prévia obtencdo do termo de consentimento livre e escla-
recido dos pacientes ou responsaveis. O protocolo para
este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
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(CEP) do Centro Integrado de Atencao a Saude (CIAS)
(Protocolo n2 121/2006). O DNA gendmico foi extraido
utilizando-se kit de extracao de DNA comercial (Puregene
DNA Purification Kit - Gentra Systems), de acordo com
instrucodes do fabricante.

Triagem das mutacoes

A amplificacao da regiao gendmica para andlise da
mutacao 35delG no gene GJB2 foi realizada com um par
de primers (F: 5 TCT TTT CCA GAG CAA ACC GC 3 e
R: 5 GCT GGT GGA GTG TTT GTT CAC ACC CGC 3) e
65°C de temperatura de anelamento. O produto de PCR
apresentando 89 pb foi digerido com a enzima de restri-
¢ao BstNI, caso nao haja a delecao a enzima produz dois
fragmentos (69 pb e 20 pb), se houver a delecdo a enzima
nao corta o DNA (89 pb). Os fragmentos produzidos apds
a digestao foram analisados através de eletroforese em gel
de poliacrilamida 8%?.

A mutacdo del (GJB6-D13S1830) foi rastreada
através da técnica PCR multiplex, utilizando trés primers
(F: 5 TTT AGG GCA TGA TTG GGG TGA TTT - 3; R1:
5 CAC CAT GCG TAG CCT TAA CCA TTIT - 3; R2: 5
TCA TCG GGG GTG TCA ACA AACA - 3) e 62°C de
temperatura de anelamento®?'. O primer F e o R1 foram
utilizados para a detec¢io da presenca da delecio e o
primer R2 para deteccao do alelo normal, que amplifica
um fragmento dentro da regido deletada. Quando os trés
primers sao usados juntos, dois produtos de PCR podem
ser obtidos, permitindo assim a distincao entre individuos
homozigotos, heterozigotos, ou homozigotos normais. O
produto amplificado foi analisado em eletroforese em gel
de agarose 1,5%.

RESULTADOS

Nesse estudo, um total de 308 individuos com de-
ficiéncia auditiva foi avaliado inicialmente, destes, 77 nao
apresentaram causas ambientais para o quadro clinico
observado e foram incluidos no estudo (25% dos casos
avaliados).

Os 77 individuos com surdez idiopatica foram sub-
metidos ao rastreamento molecular da mutacao 35delG no
gene GJB2 e da mutacao del (D1351830) no gene GJB6. A
mutacio 35delG foi encontrada em homozigose em 3 pa-
cientes (3,9% dos casos analisados), sendo esta a etiologia
da deficiéncia auditiva nestes individuos. Em 5 individuos a
mutacdo 35delG foi encontrada em heterozigose (6,5% dos
casos), porém a presenca de somente um alelo mutante
nao justifica a causa da surdez nestes pacientes. Todos os
pacientes normais e heterozigotos para a mutacao 35delG
também foram investigados para a mutacao del (GJBO6-
D13S1830). Dos 74 individuos avaliados, um apresentou
gendtipo heterozigoto para a referida mutacio (1,35%
dos casos). O paciente heterozigoto para a mutacao del

(D13S1830/GJB6) também foi heterozigoto para a mutagao
35delG/GJB2, concluindo a etiologia digénica da surdez no
referido paciente. Em 68 pacientes nao foi evidenciada a
presenca das referidas mutacoes, porém outras mutacoes,
relacionadas ou ndo a Cx26 e Cx30, podem estar relacio-
nadas com a causa do quadro clinico nestes pacientes. A
Tabela 1 mostra os resultados do estudo.

A frequéncia do alelo mutante 35delG/GJB2 na
amostra foi 7,8%, e do alelo mutante del (D13S1830/
GJB6) foi 0,65%.

Tabela 1. Resultado da investigagdo genética do presente estudo

Genotipos N2 de individuos/ total da amostra
35delG/35delG 3/77 (3,9%)
35delG/ N 5/77 (6,5%)
35delG/del (GJB6-D13S1830) 1/77 (1,3%)
N/N 68/77 (88,3%)

N: Auséncia da mutacado 35delG/GJB2 e auséncia da mutagao del
(GJB6-D13S1830).

DISCUSSAO

A heterogeneidade genética da deficiéncia auditi-
va nao-sindromica complica seu diagnostico molecular,
devido a grande quantidade de mutacoes ja descritas
em genes relacionados com a surdez e também devido
a diversidade na predominancia de cada alteracado em
populacoes diferentes.

A mutagdo 35delG no gene GJB2 € a principal causa
da surdez genética em populacdes de origem caucasiana,
podendo estar presente no estado homozigoto ou em
heterozigose composta (com outras mutagdes no gene
GJB2 ou no GBJ6)". A mutacao del (GJB6/D13S1830) é
a segunda mutacio mais frequente relacionada a DFNB
em populacodes europeias, populacoes judaicas, e também
no Brasil™#.

A frequéncia do alelo mutante 35delG/GJB2 pode
variar em diferentes regides do mundo, como: Estados
Unidos (1,0%); Australia (1,0%); Austria (1,7%); Turquia
(1,8%); Portugal (2,2%); Espanha (2,5%), Franca (2,7%),
Itdlia (2-4%)%13:29:30.17.31,

No Brasil, provavelmente devido a grande miscige-
nacao do pais, a mutacao 35delG/GJB2 nao € rara também.
Trés estudos realizados no estado de Sao Paulo mostraram
frequéncias de portadores do alelo mutante variando de
0,97% a 2,249%*>%32,

Uma pesquisa realizada em 10 cidades de diferentes
regides do pais revelou os seguintes dados quanto a fre-
quéncia de 35delG na populacao brasileira: regiao norte
2,19%; regiao sudeste 1,5%; regido sul 1,2% e regiao nor-
deste 0,8% portadores da mutacao, embora as diferencas
observadas nao tenham sido significantes®.
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Tabela 2. Incidéncia dos genoétipos encontrados no estudo e comparacao com a literatura.

Gendtipos Presente estudo Pfeilsticker et al. 2004 ' Piatto et al. 2004 “? Batissoco et al. 2009 %
35delG/35delG 3/77 (3,9%) 2/75 (2,66%) 5/33 (15%) 22/300 (7,3%)
35delG/N 5/77 (7,8%) 2/75 (2,66%) 3/33 (9%) 12/300 (4%)
35delG/ del (GJB6-D13S1830) 1/77 (1,35%) N.A 1/33 (3%) 3/300 (1%)

N: Auséncia da mutacéao 35delG/GJB2 e auséncia da mutacao del (GJB6-D13S1830);
N.A: Nao analisado

Tabela 3. Incidéncia dos alelos mutantes 35delG/GJB2 e del (GJB6-D13S1830) no presente estudo e comparacao com a literatura.

Gendtipos Presente estudo Pfeilsticker et al. 2004 *' Piatto et al. 2004 Batissoco et al. 2009 2
Alelo 35delG 7,8% 4% 21% 9,8%
Alelo del (GJB6-D13S1830) 0,65% N.A 1,5% 1%

N.A: Nao analisado

Nesse estudo, a mutacio 35delG/GJB2 e a muta- de perda auditiva neurossensorial bilateral nao-sindromica
cao del (D13S1830/GJB6) foram estudadas em pacientes de moderada a profunda na populacao do Espirito Santo/
com surdez de causa idiopatica residentes no estado do Brasil, resultado que concorda com a literatura. A mutagcao
Espirito Santo/Brasil. Dos 77 individuos analisados, nove del (GJB6-D13S1830) foi encontrada em heterozigose com-
individuos nao relacionados apresentaram a mutacao posta com a mutacao 35delG/GJB2 em um paciente. Esses
35delG/GJB2 e, destes, um apresentou a mutacio em achados reforcam a importancia do diagnostico genético
heterozigose composta com a mutacao D1351830 no gene que, além de elucidar a etiologia da perda auditiva do
GJB6. A frequéncia dos alelos mutantes 35delG/GJB2 e paciente, também pode propiciar um tratamento precoce
del (GJB6-D13S1830) na amostra foram 7,8% e 0,65%, para criancas e aconselhamento genético para a familia
respectivamente. Nossos dados estao em concordancia dos afetados.
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