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RESUMO

A surdez genética € heterogénea em sua base molecular, fenétipo e padrdo de heranga.
Apesar desta heterogeneidade, mutacGes no gene GJB2 sdo as principais causas de surdez
genética, especialmente entre aquelas com padrdo autossémico recessivo (MIM #220290).
Neste trabalho investigou-se a origem genética da deficiéncia auditiva (DA) em pacientes do
municipio de Monte Santo-BA. Oitenta e quatro individuos com DA, correspondendo a 38
familias foram avaliados, responderam questionario clinico-epimediologico e forneceram
dados individuoais e familiares para analise genealdgica. Foram pesquisadas mutagdes no
gene GJB2, as delecdes (GJB6-1351830) e (GJB6-D13S1854), no gene GJB6 e a mutagdo
A1555G, no gene mitocondrial 12S rRNA. A investigacgéo foi iniciada pela mutagédo ¢.35delG
no gene GJB2, atraves de PCR-RFLP com a enzima BstNI, as amostras que nao apresentaram
essa variante foram genotipadas por sequenciamento do éxon 2 do gene GBJ2. Cerca de 55%
dos individuos foram do sexo masculino, a idade média foi de 32 anos (variando de 2-70
anos), 33,9% dos individuos referiram-se como brancos, houve relato de consanguinidade
entre os pais em 52,1% dos casos, DA familial foi relatada em 92,8% dos casos, sendo
considerada pré-lingual em 90,9% e bilateral em 98,7%. Oito diferentes mutacdes foram
encontradas no gene GJB2. Cerca de 24% dos individuos, correspondendo a 8 familias, foram
homozigotos e 1 (1,2%) foi heterozigoto para mutacdo c.35delG. Em uma familia com 9
afetados foi encontrada a mutacdo p.R75Q no gene GJB2, que causa DA herdada com padrédo
dominante, em heterozigose, correspondendo a 14,8% dos pacientes analisados. Encontraram-
se ainda 4 mutaces relatadas como polimorfismo sem efeito patogénico: p.V271, p.M34T, c.-
15C>T e ¢.*2C>T, a primeira foi encontrada em 5,8% e as trés Gltimas em 1,2% dos
individuos e as mutacdes c.-22-12C>T (5,8%) e p.K168R (1,2%) sem patogenicidade
estabelecida. As mutagdes del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854) no gene GJBS,
A1555G no gene 12S rRNA néo foram detectadas nos pacientes estudados nesta amostra. Foi
confirmada etiologia genética em 35,8% dos pacientes e foi observada heterogeneidade
alélica e do padrdo de heranca. Provavelmente mutacdes em outros genes e/ou fatores
ambientais s&o responsaveis pelos outros casos de DA nessa populacao.

Palavras-chave: Surdez. Conexinas. Gene GJB2. ¢.35delG. p.R75Q. Gene GJB6.
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ABSTRACT

Genetic deafness is heterogeneous in its molecular basis, phenotype and inheritance pattern.
Despite this heterogeneity, mutations in GJB2 are the leading causes of genetic deafness,
especially among those with autosomal recessive (MIM # 220290). In this study we
investigated the origin of genetic hearing loss (HL) patients from Monte Santo, Bahia. Eighty-
four patients with HL, representing 38 families were evaluated, patients answered a
questionnaire and clinical-epimediolégico individuoais provided data for analysis and family
pedigree. We investigated mutations in the GJB2 gene deletions (GJB6-13S1830) and (GJB6-
D13S1854) in GJB6 gene and the A1555G mutation in mitochondrial 12S rRNA gene. The
investigation was initiated by a mutation in the gene GJB2 ¢.35delG by PCR-RFLP with the
enzyme BstNI, samples that showed no such variant was genotyped by sequencing of exon 2
of gene GBJ2. About 55% of subjects were male, mean age was 32 years (range 20-70 years),
33.9% of subjects reported themselves as white, there were reports of consanguinity between
parents in 52.1 % of cases, HL familial was reported in 92.8% of cases being considered pre-
lingual in 90.9% and bilateral in 98.7%. Eight different mutations were found in the GJB2
gene. About 24% of individuals, representing eight families, were homozygous and 1 (1.2%)
was heterozygous for mutation ¢.35delG. In a family with nine affected the mutation p.R75Q
in heterozygous was found in GJB2 gene, which causes HL inherited with a dominant,
corresponding to 14.8% of patients analyzed. There were also four mutations reported as a
polymorphism without pathogenic effect: p.V271, p.M34T, c.-15C> T and c. * 2C> T, the
first was found in 5.8% and the last three in a 2% of individuals and mutations c.-22-12C> T
(5.8%) and p.K168R (1.2%) without established pathogenicity. Mutations del (GJBG6-
D13S1830) and del (GJB6-D13S1854) in GJB6 gene, A1555G in the 12S rRNA gene were
not detected in the patients studied in this sample. Genetic etiology was confirmed in 35.8%
of patients and was observed allelic and the pattern of inheritance heterogeneity. Probably
mutations in other genes and / or environmental factors are responsible for other cases of AD
in this population.

Keywords: Deafness. Connexins. GJB2 gene. ¢.35delG. p.R75Q. GJB6 gene.
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1. INTRODUCAO

1.1  ASPECTOS GERAIS DA AUDICAO

O sistema auditivo é constituido por orelha externa, orelha média, orelha interna e vias
auditivas. Ele integra um sistema especializado de comunicagéo e, tanto nos humanos quanto
em outros animais, permite monitorar 0s eventos ambientais que possam representar situacdes
de perigo. Nos humanos permite também o processamento de eventos acusticos, como a fala,
tornando possivel a comunica¢do como expressdo do pensamento (MUNHOZ et al., 2003).

A funcéo da orelha é converter o0 som em impulso nervoso (GUYTON, 1988). Ela se
divide em trés partes: externa, média e interna, que dispGe, nessa ordem, de lateral para
medial (MENEZES et al., 2005).

As duas primeiras partes constituem o chamado aparelho de conducdo ou
transmissao, captando e conduzindo, através de vibragcdes mecanicas dos seus componentes, a
energia sonora até a orelha interna (MENEZES et al., 2005). A orelha externa, que amplifica
a pressdo e favorece a localizacdo dos sons, é constituida pelo pavilhdo auricular, meato
acustico externo e a face externa da membrana do timpano (MUNHOZ et al., 2003), enquanto
a orelha média é constituida pela membrana timpanica (comumente denominada timpano) e
pelo sistema ossicular, o qual é composto por trés ossiculos denominados martelo, bigorna e
estribo (GUYTON, 1984) (Figura 1A).

A orelha interna é o aparelho de percepcdo, que transforma essas vibracfes em
impulsos elétricos codificados e os encaminha ao sistema nervoso central para sua
interpretagdo. Pode-se considerar o aparelho de condugdo como a “parte mecanica” da
audicdo, sendo a orelha interna a “parte elétrica” (MENEZES et al., 2005). A orelha interna
dos mamiferos é composta por dois 0rgaos sensoriais: a coclea, responsavel pela audicao, e 0
vestibulo, responsavel pelo equilibrio (FRIEDMAN & AVRAHAM, 2009). Seguiremos com
maiores detalhes sobre a coclea, uma vez que a audi¢do é o objeto de estudo deste trabalho.

A cOclea, que tem o aspecto de concha de caracol, é um sistema composto por trés
tubos diferentes enrolados paralelamente. Estes tubos sdo denominados: escala vestibular,
escala média e escala timpanica. A escala vestibular e a escala média sdo separadas entre si
pela membrana de Reissner (também denominada membrana vestibular), e a escala timpéanica

e a escala média sdo separadas uma da outra pela membrana basilar. A membrana de



21

Reissner € tdo delgada e se movimenta com tanta facilidade que ndo impede por completo a
passagem das vibragdes sonoras da escala vestibular para a escala média, portanto, no que diz
respeito & transmissdo sonora, as escalas vestibular e média sdo consideradas uma camara
Unica. Apesar disto, esta membrana é importante porque mantém isolado um liquido especial,
a endolinfa, na escala média. Esse liquido é necessario para o funcionamento normal das
células ciliadas receptoras do som (GUYTON, 1984; MUNHOZ et al., 2003) (Figura 1B).

O 6rgdo de Corti, que se encontra na superficie das fibras basilares e da membrana
basilar, € o 6rgdo receptor que gera impulsos nervosos em resposta a vibra¢do da membrana
basilar. As células do 6rgdo de Corti responsaveis por gerar o impulso nervoso em resposta
aos estimulos mecanicos sdo as células ciliadas. Dois tipos de células ciliadas, uma fileira de
celulas ciliadas internas, totalizando cerca de 3.500 celulas, e trés fileiras de células ciliadas
externas, totalizando cerca de 20.000 células, desempenham a funcdo de receptores deste
orgdo (GUYTON, 1984) (Figura 1C).

Na superficie apical das células ciliadas externas, projetam-se microvilosidades
especializadas, os estereocilios. Essas estruturas sdo necessarias para conversao do estimulo
sonoro (energia mecénica) em sinal elétrico, pois oscilam em resposta ao som que,
secundariamente ao movimento do estribo na janela oval, movimenta o liquido que circunda
as células ciliadas. Essa deflexdo dos estereocilios adjacentes abre os canais de transducéo,
existentes nos mesmos, permitindo influxo de potassio da endolinfa para ambos os tipos de
células ciliadas, causando despolarizagdo da membrana celular e ativando os canais de célcio
da superficie basolateral da membrana, que sdo sensiveis as alteracdes de voltagem. O
subsequente influxo de célcio provoca liberacdo de vesiculas, contendo neurotransmissores,
nos terminais sinépticos do VIII par craniano. Assim, ap6s estimulo sonoro, as células ciliadas
ficam hiperpolarizadas, com alta concentragdo de potassio intracelular, necessitando que o
potéssio seja removido para possibilitar excitacdes seguintes. Esse movimento de ions
potéssio das células ciliadas para as células de sustentacdo da coclea retornando para a
endolinfa é feito por meio de comunicacgdes intercelulares especializadas, as juncdes
comunicantes ou jungdes do tipo gap, existentes entre as células de sustentacdo, nos fibrocitos
do ligamento espiral e limbo espiral (DAVIS, 2003 apud PIATTO et al., 2005a). Estas
jungdes sdo compostas por proteinas denominas conexinas (PFEILSTICKER et al., 2004), as
quais sdo necessarias para a reciclagem do potassio, no entanto estas estruturas serdo

melhores descritas posteriormente.



22

Orzstha Orstha Orelha
A  Externa Meédia Interna

Vestibulo
Ossiculos

Células ciliadas internas
L |

Orziio d2 Corti (epitélio sansorial)

FIGURA 1: llustragdo esquematica da orelha humana. A. Orelhas externas, média e interna.
B. Corte transversal do ducto coclear. C. Orgdo de Corti, com destaque para as células ciliadas
externas e internas. FONTE: Dror & Avraham, 2009

1.2 DEFICIENCIA AUDITIVA (DA) / SURDEZ

A capacidade de comunicagdo € um traco distintivo da espécie humana, sendo um dos
maiores contribuintes para o bem estar de qualquer individuo. A audicdo é considerada a
“pedra angular” sobre a qual se constr6i o intrincado sistema da comunicacdo humana
(NORTHERN & DOWNS, 1989).

Segundo Petit (1996), a DA é o déficit sensorial mais comum, uma vez que em cada
mil criangas uma nasce com DA ou se torna afetado com DA profunda ou grave antes que a
linguagem seja adquirida, enquanto outras duas ou quatro criancas em cada mil se tornaréo
deficientes auditivos antes da vida adulta.

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) demonstram que cerca de 278
milhdes de pessoas sofrem de DA incapacitante e que 70% dessas vivem em paises de baixa
renda (CZECHOWICZ et al., 2010). O censo demogréafico brasileiro de 2000 identificou
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5.735.099 individuos, equivalente a de 3,4% da populacdo brasileira desse periodo,
caracterizados como “Incapaz, com alguma ou grande dificuldade permanente de ouvir”.
Desses, 32,5% (1.861.687) eram da regido nordeste, sendo 477.270 (25,6% dos casos do
nordeste) na Bahia (IBGE, 2000).

A DA pode ser classificada com base em diversos critérios, incluindo a gravidade
(leve ou de 20 a 39 dB, moderada ou de 40 a 69 dB, grave ou de 70 a 89 dB e profunda ou de
90 dB), idade de inicio (pré-lingual ou pos-lingual), e etiologia fisioldgica (SCHRIJVER,
2004).

Segundo Lopes-Filho (1997), o tipo de DA esta relacionado ao segmento anatdmico
em que a lesdo esta situada. Pode ser classificada em deficiéncia auditiva condutiva, quando
as ondas sonoras ndo atingem a orelha interna de forma adequada em fungéo de alteragdes na
orelha externa e/ou média (membrana do timpano, cadeia ossicular, janelas redonda ou oval,
ou mesmo a tuba auditiva); deficiéncia auditiva neurossensorial, quando as causas estdo
localizadas na cdclea e/ou no nervo coclear (neste caso de deficiéncia auditiva o aparelho
transmissor de som encontra-se normal), deficiéncia auditiva mista, quando o deficiente
auditivo possui componentes condutivos e neurossensoriais na mesma orelha, e deficiéncia
auditiva central, quando os distarbios auditivos que ocorrem sdo em consequéncia de lesdes
na via auditiva central.

A DA pode ocorrer devido a fatores ambientais, genéticos ou pode ser decorrente da
combinacdo desses dois fatores. A preshiacusia (DA relacionada com a idade) é, geralmente,
considerada como multifatorial (MARRES, 1998).

1.2.1 Deficiéncia auditiva de origem genética

Nos paises em desenvolvimento, h& estudos escassos sobre a prevaléncia da
deficiéncia auditiva genética (PIATTO et al., 2005b). Nos paises desenvolvidos entre os casos
de DA a proporcdo cuja etiologia é hereditéria, corresponde a cerca de 60%, enquanto que
30% dos casos sdo de DA adquirida e 10% de DA cuja etiologia é idiopatica, ou seja, de
causa ndo conhecida. A DA de causa genética pode ser sindrdmica, quando associado a DA
existem outros achados clinicos, ou n&o sindromica quando o individuo possui apenas a DA.

Entre os casos de etiologia hereditaria as formas ndo-sindrémicas e sindrémicas séo
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responsaveis por 70% e 30% dos casos, respectivamente (SKVORAK & MORTON, 1999;
BITNER-GLINDZICZ, 2002; VAN LAER et al., 2003).

Até 0 momento, mutacdes em cerca de 57 genes estdo descritas como associadas com
DA de origem genética (Harvard Medical School Center for Hereditary Deafness) e ao
contrario do que se imaginado, muitos genes que estdo associados com DA genética sdo
expressos nas células de suporte distribuidas ao longo do ducto coclear ao inves de se
expressarem nas células ciliadas (STEEL & BUSSOLLI, 1999).

1.2.1.1 Deficiéncia auditiva sindromica

A DA sindrémica acomete tanto a via condutiva como a sensoério-neural, diferente da
ndo-sindrémicas, que afeta essencialmente a via sensério-neural (PIATTO et al., 2005a).

Das mais de 400 sindromes em que a DA é uma das caracteristicas clinicas
reconhecidas pode-se citar as sindromes de Alport (genes COL4A3, COL4A4 e COL4ADb),
Branchio-oto-renal (genes EYAL, SIX5 e SIX1 e locus 1g31), Jervell & Lange-Nielsen
(genes KCNQL1 e KCNE1), Norrie (gene NDP), Pendred (genes SLC26A4 e FOXI1), Stickler
(genes COL2A1, COL11A1, COL11A2 e COL9AL), Treacher Collins (gene TCOF1), Usher
(genes MYOT7A, USH1C, CDH23, PCDH15, SANS, USH2A, VLGR1, WHRN e USH3A e
loci 14932, 21921, 15q22-23 e 3p23-24.2.) e Waardenburg (genes PAX3, MITF, SNAI2,
EDNRB, EDN3 e SOX10 e loci 1p21-p13.3 e 8p23), sendo que as sindromes de Usher, de
Pendred e de Jervell e Lange-Nielsen sdo as mais freqlentes (TORIELLO et al., 2004; VAN
CAMP & SMITH, 2010).

1.2.1.2 Deficiéncia auditiva ndo-sindrémica

Recentes avancos na genética molecular da DA tém melhorado a capacidade de
identificar a etiologia da DA hereditaria (GREEN et al., 1999).

Como citado anteriormente, o padrdo de heranga autossdomico recessivo € 0 mais
frequente entre os casos de DA hereditaria ndo-sindrémica, correspondendo a cerca de 75%-
85%, enquanto que o padrdo de heranga autossomica dominante corresponde a cerca de 12-
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13%, e os casos ligados ao X ou de heranca mitocondrial a cerca de 2%-3% dos casos
(BITNER-GLINDZICZ, 2002; VAN LAER et al., 2003).

Até o momento foram descritos 35 genes associados com DA cujo padréo de heranca é
autossdémico recessivo, 22 genes associados com DA cujo padrdo de heranca é autossdémico
dominante, 2 genes associados com DA cujo padrdo de heranca é ligado ao X e 2 genes
mitocondriais. Alguns genes sdo associados com diferentes padrdes de heranca da DA. Os
genes COL11A2, GJB2 (Conexina 26), GJB3 (Conexina 31), GJB6 (Conexina 30), MYOS6,
MYO7A, TMC1 e TECTA, séo associados com heranca autossomica recessiva ou dominante.
Além disso, ha loci mapeados em que 0 gene com a mutagdo responsavel pela DA ainda néo
foi identificado (Quadro 1) (VAN CAMP & SMITH, 2010).

~ 0
PADRAO DE LOCI N LC?E;ISEM N° DE GENES GENES
HERANCA IDENTIEICADO" IDENTIFICADOS

CDH23, CLDN14, COL11A2, ESPN,
ESRRB, GJB2 (Cx26), GJB3 (Cx31),
GJB6 (Cx30), GRXCRL, HGF,
LHFPL5, LOXHDL, MARVELD2,
AutossOmico MYO15A, MYO3A, MYO6, MYOTA,
recessivo  |Or NB1-85 31 35 OTOA. OTOF, PCDH15, PJVK,
PTPRQ, RDX, LRTOMT/COMT2,
SLC26A4, SLC26A5, STRC, TECTA,
TMCL, TMIE, TMPRSS3, TPRN,
TRIOBP, USH1C, WHRN

ACTG1, CCDC50, COCH,
COL11A2, CRYM, DFNA5, DIAPHL,
EYA4, GJB2 (Cx26), GIB6 (Cx30),

AULOSSOMICO | oA 1 g 27 22 GJB3 (Cx31), KCNQ4, MYH14,

dominante MYO7A, TECTA, MYH9, MYO1A,
MYO6, POU4F3, TFCP2L3, TMCL1,
WFS1
Ligadoao X | DFBX 1-5 3 2 PRPS1, POU3F4
Ligadoao Y DFNY 1 1 - -
Materno - - 2 MTRNRZ, MTTS1

(mitocondrial)
" Loci sem gene (s) associado (s) com DA identificado (s)
QUADRO 1: Descricao dos genes segundo o padréo de heranca da DA com destaque em negrito para
0s genes associados com diferentes padrdes de heranca. FONTE: Van Camp & Smith, 2010
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Como previamente comentado, a fisiologia da audi¢do € um processo complexo que
envolve diferentes estruturas para seu funcionamento adequado. Portanto, as causas da DA
sdo variadas e, entre 0s casos geneticos, diferentes mutagdes em diferentes genes ou mesmo
em um Unico gene podem estar associadas com a DA genética.

Convencionou-se denominar as diferentes localizacbes cromossémicas das formas
ndo-sindrémicas de DA genética com a sigla DFN (proveniente do inglés deafness) acrescida
das letras A ou B, significando forma de transmissdo autossomica dominante (DFNA) e
recessiva (DFNB), respectivamente. Quando se denominar DFN isoladamente ou seguido
pela letra X trata-se de DA de transmissdo ligada ao cromossomo X e quando seguida da letra
Y trata-se de DA de transmissdo ligada ao cromossomo Y. Apoés as letras, ha um numero
inteiro, indicando a ordem da descoberta do gene (VAN CAMP & SMITH, 2010).

1.3 CONEXINAS

As conexinas (Cx) sdo proteinas que compdem os canais das juncGes gap (juncdes
comunicantes do tipo fenda) (PFEILSTICKER et al., 2004). Segundo informacdes
depositadas no acesso MIM *121011 do banco Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM) no National Center for Biotechnology Information (NCBI), essas juncGes foram
primeiramente caracterizadas por microscopia eletrénica como estruturas da membrana
plasmatica regionalmente especializada em manter contato com células aderentes. Elas sao
responsaveis pela comunicacdo direta entre células adjacentes possibilitando trocas de
eletrolitos, mensageiros secundarios e metabolitos do citoplasma de uma célula para outra
(PFEILSTICKER et al., 2004). Elas tém assim papel fundamental em muitos processos
biolégicos importantes, incluindo o desenvolvimento cardiaco, a fertilidade, o sistema
imunologico e a sinalizacdo elétrica no sistema nervoso (HARRIS, 2001).

As juncdes gap sdo estruturas da membrana plasmatica formadas por centenas ou
milhares de canais de comunicacao intercelular. Cada canal é constituido pelo acoplamento de
dois hemicanais independentes (denominados conexons) presentes nas membranas
plasmaticas de células adjacentes. Seis subunidades de conexinas oligomerizam-se para
constituir um hemicanal, o qual ¢ distribuido para a membrana plasmatica pela via secretoria,
provavelmente auxiliada por microtubulos associados as vesiculas (SAEZ et al., 2003; SHAW

et al., 2007). Os conexons sdo denominados segundo sua composicdo de conexinas como
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canais homotipicos ou heterotipicos e como canais homomeéricos ou hetereméricos
(KELSELL et al., 2001) (Figura 2).

As conexinas séo designadas pela sua massa molecular, que ocorre na faixa de 26 - 59
kD (KELSELL et al., 2001). Outro sistema de nomenclatura divide as proteinas das juncoes
gap em duas categorias, alfa e beta, de acordo com semelhancas na seqtiéncia de nucleotideos
e de aminoacidos. Por exemplo, Cx43, proteina de 43 kD, € designada proteina alfa-1 (A1)
das jungdes fenda (GJ, do inglés gap junction), ou seja, GJAL, enquanto Cx32 e CX26 séo
chamadas de proteinas beta-1 (GJB1) e beta-2 (GJB2) das juncBes fenda, respectivamente.
Esta nomenclatura salienta que as Cx32 e Cx26 sdo mais homdlogas entre si do que quando
qualquer destas duas é comparada em relacdo a Cx43 (NCBI, MIM *121011).

Até o momento foram descritos 21 genes humanos de conexinas (SOHL &
WILLECKE, 2004), que codificam proteinas transmembranicas e compartilham mesmo
dominio estrutural (DOBROWOLSKI & WILLECKE, 2009).

As conexinas sdo proteinas que tém quatro dominios transmembranicos (KELSELL et
al., 2001). O terminal carboxila e o terminal amino, bem como a al¢a entre 0 segundo e o
terceiro dominio transmembranico, s&o citoplasméticos (Figura 3) (RABIONET et al., 2002).
A sequéncia de conservacdo entre os membros da familia conexina é mais evidente nos quatro
dominios transmembranicas (LAIRD, 2006).

Na orelha interna dos vertebrados, a maioria das células sdo amplamente associadas
via juncdes gap (NICKEL et al., 2006; FORGE et al., 2003), sugerindo, segundo Nickel e
Forge (2008) um papel fundamental da comunicacdo das fun¢des fenda no funcionamento do
ouvido interno. As conexinas Cx 26 (GJB2), Cx 30 (GJB6), Cx 31 (GJB3), Cx 32 (GJB1), e
Cx43 (GJAL) sdo expressas na orelha interna onde cumprem papel importante na audicao
normal (SCHRIJVER et al., 2004). Sendo assim, mutac¢des nos genes que codificam algumas
destas conexinas influenciam na funcdo dessas juncOes, alterando as sinapses elétricas das
células ciliadas, e, levando a perda auditiva (DEL CASTILLO et al., 2002; PALLARES-
RUIZ et al., 2002; PFEILSTICKER et al., 2004; ROUX et al., 2004).

Foi demonstrado que mutacdes nos genes que codificam as conexinas beta (GJB)
podem causar doengas de pele, neuropatia periférica e perda auditiva neurossensorial
(WHITE & PAUL, 1999; RABIONET et al., 2000). No genoma humano, a maioria dos genes
que codificam conexinas beta foram mapeadas em dois loci, um no cromossomo 1 e outro no
cromossomo 13, sendo eles 1p34-p35 e 13q11-q12, respectivamente (KELSELL et al., 2001).
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FIGURA 3: Elementos que interagem nas juncbes gap: CL (alca intracelular); COOH
(terminal carboxila); E1 e E2 (dominios extracelulares); M1-4 (dominios transmembranicos) e NH2
(terminal amino). FONTE: Rabionet et al., 2002

Mutac¢6es no locus 13g11-g12, principalmente no gene GJB2, que codifica a Cx 26,
sdo implicadas como uma das principais causas de DA hereditaria, especialmente nos tipos
recessivos (KELSELL et al., 1997; ESTIVILL et al., 1998; KENNESON et al., 2002; MIM
#220290; BALLANA et al., 2010).

1.4  GENE GJB2

O gene GJB2 foi o primeiro gene associado com DA genética ndo-sindrobmica com
padrédo de heranca autossdomico recessivo e foi descrito por Kelsell et al. (1997).

Como informado anteriormente, este gene esta localizado no cromossomo 13 (13g12)
e codifica uma proteina de 226 aminoacidos, denominada conexina 26 (Cx26) (LEE et al.,
1992).

Kiang et al. (1997) observaram que este gene possui dois éxons, sendo o éxon 1 ndo
codificante. A regido promotora deste gene é altamente conservada entre 0os humanos e 0s
ratos (MIM *121011 - NCBI, 2010) (Figura 4).
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FIGURA 4: Desenho esquematico da estrutura do gene GJB2 humano. FONTE: Magni, 2007

Até o momento cerca de 110 mutagdes neste gene sdo descritas como associadas com
DA néo-sindromica, sendo que destas mutacGes, cerca de 91 sdo herdadas com padrédo
autossomico recessivo, 9 com padrdo autossomico dominante e 10 com patogenicidade ainda
ndo definida (BALLANA et al., 2010). Apesar deste numero apresentado no site The
Connexin-deafness homepage, apenas 22 alelos mutantes associados com DA de padrdo de
heranca autossdmico recessivo e 6 alelos mutantes associados com DA de padrdo de heranca

autossdmico dominante estdo descritos no acesso MIM *121011 do OMIM / NCBI.

1.4.1 Mutacdo c.35delG no gene GJB2

Das mutacgdes descritas até 0 momento no gene GJB2 e que estdo associados com DA
genética, a ¢.35delG, que compreende uma mutacdo de ponto com a delecdo de uma base
guanina na posi¢do 35 da regido codificante desse gene, é a mais comum entre os individuos
com DA néo-sindromica de padrdo autossomico recessivo (GASPARINI et al., 2000).

Segundo Pfeilsticker et al. (2004), cerca de 26 a 30% dos individuos homozigotos para
a mutacdo ¢.35delG possuem DA grave, enquanto outros 30 a 57% possuem DA profunda.
Eles também mencionam que alguns autores acreditam na hipdtese que perdas auditivas
progressivas, como a presbiacusia, poderiam estar relacionadas a mutacdes em genes da Cx
26.

O estudo realizado por Gasparini et al. (2000) mostra elevada frequéncia de portadores
da mutacdo c.35delG entre os ouvintes na maioria dos paises europeus, onde observaram
maior frequéncia de portadores da mutacdo c.35delG na regido sul, em oposicédo as regides
norte e central da Europa. Os estudos da populacéo de Portugal, da Italia e da Espanha, trés
populacbes que contribuiram significativamente para a miscigenagdo presente na Bahia,
mostraram alto indice de alelos com a mutacdo c¢.35delG. Em Portugal, a freqiéncia de
portadores desta mutacdo foi de 1/45 (4/179), na Espanha foi de 1/40 (5/200) e na Italia de
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1/32 (8/255). O estudo de Gasparini et al. (2000) sugere origem Unica para c.35delG, em
algum lugar da Europa ou do Médio Oriente.

No Brasil, Piatto et al. (2005b) avaliaram a mutacdo (c.35delG) em 223 recém-
nascidos do Hospital de Base de Sao José do Rio Preto, em S&o Paulo (SP), e identificaram
cinco heterozigotos, ou seja, 2,24% dos recém-nascidos portavam um alelo com tal mutacéo.
Em outro rastreamento realizado em 620 neonatos, na regido de Campinas (SP), foi
determinada a frequéncia de 0,97% de portadores da mutacdo c.35delG, ou seja, 1:103
heterozigotos (SARTORATO et al., 2000). Nenhum estudo molecular em individuos com DA
foi realizado na Bahia. No entanto, foi realizada analise da mutacdo c.35delG em amostras de
afro-descendentes, sem DA, da cidade de Salvador, que mostrou freqiiéncia de 1% de
portadores da mutacdo c.35delG, metade da freqliiéncia observada entre brasileiros
descendentes de europeus (1 em 50). Neste estudo, foram avaliados, também, dois outros
grupos de brasileiros, um constituido por descendentes de asiaticos e outro por descendentes
de europeus. A frequéncia observada entre os descendentes de europeus foi similar a
observada na populagdo européia, enquanto que nos descendentes asiaticos ndo houve
ocorréncia desta mutacdo em nenhuma amostra. Isto indica que a estratégia para o rastreio
genético de DA no Brasil deve levar em conta a heterogeneidade étnica do pais (OLIVEIRA
et al., 2004).

1.5 GENE GJB6

O gene GJB6, assim como o gene GJB2, estd localizado no cromossomo 13
(localizagdo13q12) (DEL CASTILLO et al.,, 2002). Ele codifica proteina, denominada
conexina 30 (Cx30), com 261 aminoacidos e 76% de identidade com a proteina codificada
pelo gene GJB2. Analise de expressdao em camundongos revelou que esta proteina é expressa
nos seguintes 6rgéos: traquéia, tiredide, cérebro e cdclea (GRIFA et al., 1999).

Quando nenhuma mutacdo é encontrada no gene Cx26 ou em pacientes heterozigotos
para c.35delG, muta¢Ges no gene Cx30, pela sua estreita relacdo revelada para identidade
entre as proteinas e proximidade de sua localizagdo cromossémica a do gene Cx26, podem ser
consideradas como responsaveis por DA, sendo ambos o0s genes desiguinados como estando
no locus DFNBL1. Esse fato é explicado, pois além da proximidade do local, a Cx26 e Cx30

podem formar canais heterotipicos dos conexons tendo, na coclea, a mesma distribuicéo
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celular. Portanto, as hipoteses fisiopatologicas, em relacéo as deficiéncias auditivas associadas
a Cx26 e Cx30, sdo semelhantes. Uma delecdo envolvendo o gene GJB6 denominada del
(GJB6-D13S1830) - delecdo de 309pb - é, dentre as mutacBes que envolvem as conexinas, a
segunda mutacdo mais freqiiente em individuos com DA genética ndo-sindrébmica em algumas
populacdes (DEL CASTILLO et al., 2002).

Segundo del Castillo et al. (2003), esta mutagcdo é muito comum em individuos com
DA ndo-sindromica da Espanha, Franca, Israel, Reino Unido e Brasil. Homozigotos para a del
(GJB6-D13S1830), assim como 0s heterozigotos associados a ocorréncia de um alelo mutante
do gene GJB2, possuem DA de grave a profunda (NAJMABADI et al., 2002).

Alguns estudos realizados com brasileiros com DA evidenciam a contribuicdo da
mutacéo del (GJB6-D13S1830). Oliveira et al. (2007) e Batissoco et al. (2009), por exemplo,
encontraram essa mutacdo, respectivamente, em 5 dos 645 e em 3 dos 300 individuos
analisados. Outra delecdo envolvendo o gene GJB6, denominada del (GJB6-D13S1854),
correspondendo a delecdo de 232ph, também € frequente em individuos com de DA nao-
sindrdmica de alguns paises, como é o caso da Italia, Inglaterra e Brasil. Neste estudo a
mutacdo del (GJB6-D13S1854) foi detectada em 22,2% dos casos de DA genética ndo-
sindrémica, heterozigotos para mutacdes no gene GJB2 e cuja heterozigose nao foi associada
com a mutacdo del (GJB6-135S1830) na Inglaterra, enquanto no Brasil a mutacdo esteve
presente em 6,3% e no norte da Italia em 1,9% dos casos (DEL CASTILLO et al., 2005). No
Brasil Oliveira et al. (2007) também encontraram a mutacgéo del (GJB6-D13S1854) em 5 dos
645 individuos analisados.

Além destas duas mutacdes, outra mutacdo neste gene, denominada T5M (troca de
treonina por metionina na posicao 5 da seqliéncia de aminoacidos), é descrita como causadora
de DA, no entanto, estd associada a casos de DA cujo padrdo de heranca é autossémico
dominante (DFNA3B) (GRIFA et al., 1999; NCBI, MIM ID *604418).

1.6 MUTACOES MITOCONDRIAIS E DEFICIENCIA AUDITIVA

A DA genetica além de ser causada por mutacGes em genes do DNA nuclear, também
pode ser causada por mutacdes no DNA mitocondrial. MutagcGes no DNA mitocondrial tém
sido associadas tanto com DA sindromica quanto com DA ndo-sindromica (FISCHEL-
GHODSIAN, 1999; VAN CAMP & SMITH, 2010).



33

O DNA mitocondrial codifica 13 RNA-mensageiros (mRNA), 2 RNAribossomicos
(rRNA) e 22 RNA-transportadores (tRNA) (ANDERSON et al., 1981).

A DA ndo-sindromica pode ser causada por mutacOes em trés genes mitocondriais
(NCBI, MIM ID #500008): 12S rRNA ou MTRNR1 (NCBI, MIM ID *561000), tRNA Ser
(UCN) ou MTTS1 (NCBI, MIM ID *590080) e CO1 ou MTCO1 (NCBI, MIM ID *516030).

O primeiro estudo para associar mutacGes mitocondriais € DA genética ndo-
sindrémica identificou a mutagcdo A1555G no gene mitocondrial 12S rRNA. Tal identificacdo
permitiu classificar esta variacdo de DA como padréo de heranga materno. Estudos realizados
no Brasil também evidenciam a contribuicdo dessas mutacdes para 0s casos de DA genética
ndo-sindrémica no pais (FAGUNDES et al., 2005). Abreu-Silva et al. (2006) ao analisar
individuos brasileiros com DA encontraram a mutacdo A1555G em 2% dos 203 individuos
analisadas.

Outras mutacdo mitocondriais sdo responsaveis pela DA de causa genética como é o
caso das mutagcdes A7445G, 7472insC, T7510TC, T7511C, G7444A e A7445C no gene
tRNA Ser (UCN) (SEVIOR, 1998; NCBI, MIM ID *590080).

1.6.1 Mutacdo A1555G

A mutacdo de ponto A1555G no DNA mitocondrial estd associada com DA nao-
sindrdbmica ou DA induzida por antibidticos aminoglicosideos (PREZANT et al., 1993;
ESTIVILL et al., 1998; SHOHAT et al., 1999).

Os aminoglicosideos, tais como: gentamicina, estreptomicina, canamicina e
trombamicina, sdo medicamentos clinicamente importantes, sendo utilizadas para combater
bactérias gram-negativas, principalmente em infeccGes crbnicas como tuberculose e em
infeccdes associadas com fibrose cistica (LORTHOLARY et al., 1995). Esses medicamentos
sdo conhecidos por exercer sua fungdo antimicrobiana ao ligar-se a subunidade ribossémica
16S levando a ma traducdo ou interrupcdo prematura da sintese protéica bacteriana
(NOLLER, 1991).

Os ribossomos bacterianos se assemelham mais aos ribossomos mitocondriais que aos
ribossomos do citoplasma. A mutacdo A1555G ocorre em regido altamente conservada na

subunidade ribossdmica e essa troca gera um pareamento G-C (Figura 5) no 12S rRNA que
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facilita a ligacdo dos aminoglicosideos (HUTCHIN et al., 1993; ZIMMERMANN et al.,
1990; BRAVERMAN et al., 1996).

Na auséncia de exposi¢do aos aminoglicosideos, a muta¢do conduz a um fenétipo que
varia de DA severa a perda auditiva moderada ou até mesmo a audi¢do aparentemente normal
(PREZANT et al., 1993; ESTIVILL et al., 1998).

Bravo et al. (2006), avaliaram dois grupos, um grupo de pacientes com DA p0s-
lingual com a mutagdo A1555G no gene mitocondrial 12S rRNA e um grupo de portadores
desta mutacdo sem queixa de DA, quanto as caracteristicas audioldgicas. Eles observaram que
a mutacdo mitocondrial A1555G provoca uma forma de DA coclear, caracterizada por perda
mais severa da audicdo em altas freqliéncias e que apesar da expressdo da mutacdo ser
variavel, destacando-se diferencas na idade de aquisicdo e no grau da perda, alteracbes
cocleares estdo presentes em todos 0s que possuem a mutacdo A1555G.

A A 1494—C A—1355 1494—C--G —— 1558
C-G
U-A
C--G
C--G
U-A
C-G

fcoacn
&

FIGURA 5: Localizagdo da mutagdo A1555G no 12S rRNA mitocondrial em comparagédo
com 0 16S rRNA na E. coli e com o0 12S rRNA mitocondrial humano sem a respectiva mutacéo. A.
Regido correspondente ao 16S rRNA da E. coli; B. Regido correspondente ao 12SrRNA mitocondrial
humano sem a mutacdo A1555G; C. Regido correspondente ao 12SrRNA mitocondrial humano com a
mutacdo A1555G. FONTE: Guix, 2007

Abreu-Silva et al. (2006) ao avaliar a contribui¢do das mutacdes mitocondriais para o0s
casos de DA em brasileiros, verificaram que mutagdo mitocondrial A1555G é uma causa
comum de DA no Brasil, destacando o relato prévio desta caracteristica em outros estudos, e
recomendando que a mesma seja rastreada no diagnéstico da DA. Entre os seus resultados
observou-se a presenga da mutagdo em um caso cujo padrdo de heranca era sugestivo de
heranga autossdmica recessiva e em um caso de DA isolada, destacando desta forma que se
tivessem utilizado o critério de transmissdo materna ou DA familiar como critério de selecéo,

as mutacdes responsaveis pela DA nestes dois casos ndo teriam sido detectadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as bases moleculares da deficiéncia auditiva em pacientes provenientes de
Monte Santo-BA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter genealogia das familias dos afetados para definir o padrdo de heranca,
identificar casamentos consanguineos e possiveis portadores;

e Caracterizar o perfil clinico e epidemiol6gico dos pacientes com deficiéncia
auditiva;

e Analisar muta¢fes no éxon 2 do gene GJB2, as del (GJB6-1351830) e del
(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 e a mutacdo A1555G no gene 12SrRNA para
definir o perfil mutacional da deficiéncia auditiva em Monte Santo — BA;

e Sugerir acOes de salde publica relacionadas a promocdo da salde e prevencao

da deficiéncia auditiva.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Realizou-se estudo descritivo de corte transversal a partir de amostra constituida por
84 individuos com DA do municipio de Monte Santo—BA. A coleta de dados foi realizada
entre os anos de 2008 e 2010. Monte Santo localiza-se no nordeste baiano distando 352 km da
capital baiana. Sua area territorial ¢ de 3.285,166 km2 com cerca de 16 habitantes por km?
(IBGE, 2010). A coleta de dados foi realizada entre os anos de 2008 e 2010.

O recrutamento dos pacientes foi realizado com auxilio dos agentes comunitarios de
salde (ACS) do municipio, bem como por informacéo direta do grupo de pesquisa durante
viagens de campo. Os agentes comunitarios foram orientados para informarem sobre o projeto
aos familiares de individuos com DA, tanto na sede como nos povoados, principalmente aos
que possuiam DA congénita e ndo desenvolveram a fala e/ou aos que possuiam DA recorrente
na familia.

Os pacientes foram triados através de avaliacdo otorrinolaringologica, para
investigacdo de possiveis etiologias ambientais ou sinais e caracteristicas clinicas associadas
com DA, e audioldgica, para caracterizar a DA. Além dessas avaliagdes, foi preenchida ficha
para analise genealdgica e aplicado um questionario (Apéndice A) para a obtencao de dados
demogréficos, histéria familiar e clinica de cada paciente. As informacgtes adquiridas foram
armazenadas em banco de dados e os nomes dos pacientes foram substituidos por cédigos.
Para analise molecular, foram coletados 5 mL de sangue total dos pacientes e alguns
familiares em tubo de ensaio contendo EDTA.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqGM/FIOCRUZ) através do parecer N°
182/2008, protocolo 274 (Anexo A). Todos 0s responsdveis ou acompanhantes dos
participantes foram informados sobre o projeto, bem como sobre os procedimentos e condutas
da coleta do material biologico. Apds explicagdo sobre o projeto, os pacientes (ou
responsaveis) assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo B).

Foram considerados como critério de inclus&o:

1) Paciente com histéria de DA sem associacdo aparente com sindrome;

2) Pacientes naturais ou com familiares em Monte Santo-BA,
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3) TCLE assinado pelo paciente ou responsavel.

Foram considerados como critério de exclusdo:

1) Pacientes com sinais ou caracteristicas clinicas que pudessem estar associadas com
DA sindrémica;

2) Pacientes que ndo naturais de Monte Santo-BA.

3) Desisténcia de participar do estudo.

3.2 AVALIACAO OTORRINOLARINGOLOGICA

Foram examinadas regides auriculares (pavilhdo auricular, conduto auditivo externo e
membrana timpanica) e orofaringeas (tonsilas palatinas, palatos, Gvula, respiracdo, unidades
dentarias, septo e meatos). Esta avaliacao visou identificar caracteristicas que poderiam estar

relacionadas com DA sindromica ou de causa ambiental (como exemplo otite).

3.3 AVALIACAO AUDIOLOGICA

A avaliacdo audioldgica foi realizada em dois momentos. Primeiro para triagem dos
pacientes com perda sugestivamente neurossensorial pela imitanciometria. Em muitas
sindromes associadas com DA ha alteracBes nas orelhas externas e médias, a perda auditiva
causada por alteracGes nessa regido € classificada como perda condutiva. Desta forma, a
selecdo de pacientes com DA neurossensorial visou minimizar a inclusdo equivocada de
paciente com possivel DA sindromica. Este teste consta da timpanometria, que avalia a
complacéncia da membrana timpanica, e a estimativa dos limiares do reflexo acustico nas
frequéncias de 05, 1, 2 e 4 kHz. No segundo momento, para confirmar a perda
neurossenssorial e estabelecer os perfis audioldgicos, os pacientes incluidos foram avaliados
com testes mais especificos cujos aparelhos estdo disponiveis na Clinica Escola de
Fonoaudiologia da Unido Metropolitana de Educacdo e Cultura (UNIME), em Lauro de
Freitas—BA, municipio que fica a 365 km de Monte Santo. Esta clinica atende pacientes de
Salvador e Regido Metropolitana. Os pacientes incluidos neste projeto seguiram protocolo
para incluséo no programa para aquisic¢ao de aparelho auditivo desta instituicao.
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3.3.1 Audiometria tonal liminar

Foram determinados os limiares de audibilidade por via aérea nas de frequéncias de
0,25 a 8 kHz, utilizando-se fone de ouvido, e realizacdo da via 0ssea nas frequéncias de 0.5, 1,
2 e 4 kHz, quando os limiares auditivos por via aérea foram iguais ou superiores a 25 dBNA,

através de um vibrador 6sseo.

3.3.2 Medidas de imitancia acustica

Realizacdo da timpanometria para verificar a complacéncia da membrana timpanica
através da colocacdo de uma sonda no meato acustico externo e a pesquisa dos reflexos
acusticos (RA) contralaterais nas frequéncias de 0,5 a 4 kHz, no qual o estimulo acustico é
gerado por um fone de ouvido colocado no ouvido contralateral e 0 RA captado através de

uma sonda colocada na orelha testada (imitancidmetro: Interacoustics/AZ7).

3.3.3 Potencial evocado auditivo de tronco encefélico (PEATE)

Para a realizacdo desta avaliagdo os pacientes ficaram deitados sob maca em sala
tratada acusticamente. Com pasta abrasiva, foi realizada limpeza para retirar oleosidade da
pele nos locais onde foram colocados os eletrodos. Estes ficavam fixados com esparadrapos,

juntamente com gel eletrolitico, nas seguintes posicdes:

o Eletrodo Al: mastdide da orelha esquerda

o Eletrodo A2: mastoide da orelha direita

o Eletrodo FPZ: vértex (eletrodo de referencia)
o Eletrodo Terra: fronte

Os fones de insercdo foram colocados nas orelhas testadas. Os parametros utilizados
foram os seguintes: os cliques utilizados tiveram duracdo de 01ms, que abrangem uma faixa

de frequéncia de 2 a 4KHz. A taxa de repeticdo dos estimulos foi de 13 por segundo e a
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polaridade do estimulo foi a rarefeita. A intensidade do clique foi de 100 dBNA, pelo fato de
serem individuos com DA. Foram ainda promediados 2000 cliques, sendo apresentados por
duas vezes em cada orelha, para verificar a reprodutibilidade das ondas, para assim garantir
fidedignidade do exame. Antes do inicio da gravacdo das ondas do PEATE, a impedéncia dos
eletrodos sobre a pele foram medidos e deviam estar até no maximo 3 Kohm, para nédo
prejudicar a qualidade da coleta. Foram aplicados filtros de 30-3000 kHz e a janela de analise
foi de 10ms. Apos a agravacdo do exame foi feita a marcacéo das laténcias e amplitudes das

ondas quando presentes.

3.4 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido dos leucdcitos obtidos das amostras de sangue periférico por
técnicas de extracdo salina adaptadas de LAHIRI & NURNBERGER et al. (1991) ou
MILLER et al. (1988) e estocado a -20°C no Laboratério Avancado de Salde Publica
(LASP)/CPqGM/FIOCRUZ-BA.

3.5 GENOTIPAGEM

As amostras foram inicialmente analisadas para a determinacdo de alelos referentes a
presenca ou auséncia da mutagéo c.35delG no gene GJB2, das dele¢des del (GJB6-1351830) e
del (GJB6-D13S1854) que envolvem a perda de regido do gene GJB6, da mutagdo A1555G,
no gene 12Sr RNA. As trés primeiras mutacGes ocorrem no genoma nuclear enquanto a
ultima no genoma mitocondrial. Alem disso, a regido codificante do gene GJB2 foi
investigada, por meio de sequenciamento, quanto a presenca de outras mutacGes que
pudessem estar associadas com DA genética.

Como a mutacgdo c.35delG é mais frequentemente associada aos casos de DA genética
em diferentes regides do mundo, principalmente em populagdes caucasianas, todos as
amostras dos pacientes foram primeiramente analisadas para esta mutacdo. Em seguida, como

esta mutagdo ndo foi encontrada em todas as amostras, foram analisadas as demais mutacgdes
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selecionadas para este estudo e posteriormente, por sequenciamento, a regido codificante do
gene GJB2.

3.5.1 Mutacéo c.35delG

Para andlise da mutacdo c¢.35delG no gene GJB2 utilizou-se primers cujas sequéncias
foram disponibilizadas por Magni (2007): Primer F: 5> — TCTTTTCCAGAGCAAACCGC-
3’ e Primer R: 5> — GCTGGTGGAGTGTTTGTTCACACCCGC - 3’. O ciclo utilizado
constou de primeira etapa: 94°C por 6 minutos e 59°C por 2 minutos, uma vez; segunda etapa
com 35 ciclos: 72°C por 1 minuto, 94°C por 30 segundos e 59°C por 1 minuto; e terceira
etapa constou de um ciclo de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Apds amplificacdo o segmento de 89pb, foi submetido a digestdo enzimatica com a
enzima BstNI (isoesquisomero da Mval). Para a digestdo foram utilizadas as seguintes
concentrages finais: Buffer2 0,9X; BSA 9,9X e 0,33 U da enzima de restricdo BstNI. Sendo
que, para um Volume final de 15pL adicionamos 10pL do produto da PCR. Em seguida
incubou-se em banho-maria a 60°C overnight (aproximadamente 16 horas). Os fragmentos
foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% [40% (29:1)] corado com nitrato de prata.
Realizou-se a corrida eletroforética por 1 hora e 40 minutos a 100V. Observou-se fragmentos
de 60 e 29 pb para alelos selvagens e de 89 pb para alelos mutantes. Desta forma, uma banda
de 60 pb foi detectada quando houve homozigose para o alelo selvagem, uma banda de 89 pb
para alelos homozigotos mutantes e duas bandas, uma de 60 pb, para alelo selvagem (a banda
de 29 pb ndo € visualizada), e outra de 89 pb, para o alelo mutante, quando houve
heterozigose (WILCOX et al., 2000).

3.5.2 Mutac6es del (GIJB6-D13S1830) e del (GIB6-D1351854)

Para a anélise de mutacdes envolvendo o gene GJB6 foram estudadas duas delecdes: a
del (GJB6-13S1830) - primers 5’- TTTAGGGCATGATTGGGGTGATTT -3 / 5’-
CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT -3° - e a del (GJB6-D13S1854) - primers 5’-
TCATAGTGAAGAACTCGATGCTGTTT -3’/ 5°- CAGCGGCTACCCTAGTTGTGGT -3°.
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As analises destas duas mutacGes foram realizadas em mesmo ensaio, segundo DEL
CASTILLO et al. (2005). Este ensaio inclui também primer para a analise do alelo selvagem.
Os primer utilizados para este fim foram: 5’- CGTCTTTGGGGGTGTTGCTT -3’ / 5°-
CATGAAGAGGGCGTACAAGTTAGAA -3°. O ciclo utilizado constou de primeira etapa:
94°C por 6 minutos e 60°C por 2 minutos, uma vez; segunda etapa com 5 ciclos touchdown:
72°C por 1 minuto, 94°C por 40 segundos e 65°C (-1°C por ciclo) por 40 segundos; terceira
etapa: 72°C por 1 minuto, 94°C por 40 segundos e 60°C por 40 segundos; e quarta etapa
constou de um ciclo de extensédo a 72°C por 4 minutos. O alelo selvagem produziu fragmentos
com 333pb, o alelo com a mutacéo del (GJB6-D13S1830) produz fragmentos com 460pb e o
alelo com a mutacdo del (GJB6-D13S1854) produz fragmentos com 564pb. Desta forma os
homozigotos para o alelo selvagem foram observados como apresentando uma banda de
333pb, enquanto os homozigotos para os alelos mutantes del (GJB6-D1351830) e mutante del
(GJB6-D13S1854) seriam observados como uma banda de 460pb e 564pb, respectivamente.
Para heterozigotos seriam observadas duas bandas. Em caso de heterozigoto selvagem / del
(GJB6-D13S1830) seria observada uma banda de 333pb e outra de 460pb, no caso do
heterozigoto selvagem / del (GJB6-D13S1854) seria observada uma banda de 333pb e outra
de 564pb, enquanto para heterozigoto del (GJB6-D13S1830) / del (GJB6-D13S1854) seria
observada uma banda de 460pb e outra de 564pb. Para genotipagem, os segmentos foram
visualizados em gel de poliacrilamida 8% [40% (29:1)] corado com nitrato de prata. Realizou-

se a corrida eletroforética por 2 horas a 100V.

3.5.3 Mutacdo A1555G

Para a analise da mutacdo A1555G no gene 12S rRNA foram utilizados os primer:
Primer F 5- AGAAATGGGCTACATTTTCTACCC-3> ¢ Primer R - 5°-
GTTCGTCCAAGTGCACCTTCCA-3. O ciclo utilizado constou de primeira etapa: 94°C
por 6 minutos e 60°C por 2 minutos, uma vez; segunda etapa com 5 ciclos touchdown: 72°C
por 1 minuto, 94°C por 40 segundos e 65°C (-1°C por ciclo) por 40 segundos; terceira etapa:
72°C por 1 minuto, 94°C por 40 segundos e 60°C por 40 segundos; e quarta etapa constou de
um ciclo de extensdo a 72°C por 4 minutos. Os fragmentos desta amplificagdo tém 248pb.
Apos amplificacdo do segmento, foi realizada digestdo enzimatica com a enzima BsmA1l. Para
a digestéo utilizou-se as seguintes concentracgdes finais: 0,9X Buffer4 e 0,25 U da enzima de



42

restricdo BsmA1l. Sendo que, para um volume final de 15uL adicionamos 4,2 uL. de Buffer4
(1X), 0,8 uL de enzima na concentragdo de 5.000 U/mL e 10uL do produto da PCR. Em
seguida incubou-se em banho-maria a 55°C overnight (aproximadamente 16 horas). Os
fragmentos foram visualizados em gel de poliacrilamida 8% [40% (29:1)] corado com nitrato
de prata. Realizou-se a corrida eletroforética por 1 hora e 40 minutos a 100V. Duas bandas,
uma com 197pb e outra com 51pb, foram observadas para alelo selvagem e uma banda de
248pb seria observada para alelo mutante. Desta forma, para amostras homozigotas para alelo
selvagem foram observadas duas bandas, uma de 197pb e outra de 51pb. Em amostras
homozigotas para alelo mutante seria observada apenas uma banda de 248pb, enquanto em
amostras heterozigotas seriam observadas trés bandas, uma de 248pb, outra de 197bp e outra
de 51pb (TOTH, 2003).

3.5.4 Analise do éxon 2 do gene GJB2

As amostras foram seqlienciadas para pesquisa de mutacGes no éxon 2, regido
codificante do gene GJB2. Para esta analise foram utilizados primer desenhados e cedidos
pelo Laboratério de Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG) - UNICAMP, com este propdsito eles dividiram o éxon 2 em duas
regides. Desta forma, utilizaram-se dois pares de primers: um que amplifica uma regido de
332pb (Primer F: CTCCCTGTTCTGTCCTAGC e Primer R: GACACGAAGATCAGCTGC)
e outro que amplifica uma regido de 547pb (Primer F. GCTACGATCACTACTTCCC e
Primer R: GGTTGCCTCATCCCTC) cobrindo a regido codificante do gene. O ciclo utilizado
para amplificagdo dos segmentos constou de primeira etapa: 95°C por 5 minutos, uma vez,
segunda etapa com 30 ciclos: 94°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; e
terceira etapa constou de um ciclo de extensdo a 72°C por 5 minutos. Os produtos da
amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1% apds eletroforese a 100V por 40
minutos e coloracdo com brometo de etidio.

Os segmentos amplificados foram purificados através de kits comerciais (PureLink™
PCR Purification Kit — Invitrogen ou lllustraTM ou GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit — GE Healthcare), segundo as recomendacg6es dos fabricantes.

A partir do produto da PCR purificado, a reagéo de sequenciamento foi feita em ambas

direcbes (forward e reverse) utilizando os mesmos primers usados para amplificacdo e o
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BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, da Applied Biosystems. O sequenciamento
foi realizado em volume final de 10 pL. Utilizou-se 5 puL de produto de PCR purificado, 2,0
uL de primer a 2,0pmol, 0,75 uL. de tampao Save Money 5X, 1 uL de Big Dye e completou
com &gua (1,25uL). O ciclo desta reacdo foi composto duas etapas: primeira etapa de 96°C
por 1 minuto, uma vez e segunda etapa de 30 ciclos: 96°C por 15 segundos, 50°C por 15
segundos e 60°C por 4 minutos. A precipitacdo do DNA foi realizada através da utilizacao de
etanol 70% / isopropanol 65%.

A reacdo de sequenciamento foi submetida a eletroforese capilar utilizando o
sequenciador ABI 3100, da Applied Biosystems, ap0s etapa de desnaturacdo. Esta etapa
constou de ressuspensdo do DNA precipitado em 10 pL de formamida, desnaturacdo, no
termociclador, a 95°C por 5 minutos, seguida de choque térmico por 2 minutos em gelo ou
freezer -20°C. As sequéncias geradas foram analisadas no programa Bioedit (HALL, 1999),

utilizamos como referéncia a sequéncia NG_008358.1 armazenada no NCBI.

3.6 NOMENCLATURA DAS MUTACOES NO GENE GJB2

Utilizou-se nomenclatura segundo Den Dunnen & Antonarakis (2000) para descrever
mutacdes encontradas neste estudo. Como referéncia gendmica utilizaram-se as sequéncias
NG_008358.1 e NT_024524.14, como referéncia da regido codificante utilizou-se a sequéncia
NM_004004.5 e como referéncia protéica utilizou-se a sequéncia NP_003995.2, todas
armazenadas no NCBI.

Nos textos utilizou-se na primeira citacdo das mutacdes a nomenclatura com base na
sequéncia codificante (para a mutacdo correspondente a delecdo de uma guanina entre 0s
nucleotideos 30 e 35 da regido codificante do éxon 2 e para as substituicbes nas regides
intrénicas, 5UTR e 3'UTR) ou na sequéncia protéica seguida, entre parénteses, pela
nomenclatura utilizada frequentemente nas publicacfes da area. Nas citagbes seguintes
utilizou-se apenas a nomenclatura proposta por Den Dunnen & Antonarakis (2000) baseada

na sequéncia da regido codificante ou proteica como descrito anteriormente.
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3.7 ANALISE DOS DADOS

Para a caracterizagdo demografica e clinica dos pacientes, bem como, para
comparagdo entre 0 grupo com mutacdo e o grupo sem mutacdo foi considerado o total de
individuos incluidos no estudo. Para calculo de freqiiéncia genotipica e alélica utilizou-se o
total de nacleos familiares. Cada nucleo familiar neste trabalho é representado por pai, mae e
filhos.

As freqliéncias alélicas e genotipicas foram calculadas através de contagem direta dos
alelos e genotipos. Utilizou-se para frequéncia dos gendtipos o calculo de porcentagem e para

calculo da frequéncia dos alelos a formula:
(HET + 2HMM) / 2N

(onde HET = numero de individuos heterozigotos, HMM = namero de individuos
homozigotos mutantes, N = nimero de alelos totais, que é igual ao dobro do nimero de

amostras analisadas)

O teste de X e o teste exato de Fisher foram utilizados para comparar proporcdes
entre 0s grupos.
Os dados obtidos neste estudo serdo resumidos (Apéndice B) em formato de artigo

para posterior submissao.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Oitenta e quatro individuos com queixa de deficiéncia auditiva (DA) do municipio de
Monte Santo-BA foram incluidos no presente estudo entre os anos de 2008 e 2010. Esses
pacientes correspondem a 38 genealogias e 63 nucleos familiares. A partir das genealogias
obtidas, observou-se total de 1.585 individuos, desse total 166 possuem DA, porém 82, dos
quais 70 residem no municipio de Monte Santo, foram referidos por familiares, mas néo
foram incluidos no presente estudo, pois ndo foram encaminhados ao projeto, bem como, ndo
foram identificados durante viagens de campo. Houve relato de outros casos de DA em 86,5%
das familias para as quais essa informacao estava disponivel. Uma familia ndo soube relatar se
havia outro caso de DA na familia e, portanto, ndo foi considerada para esse calculo. Em 5
familias (13,5%) ndo houve relato de recorréncia da DA.

Dos pacientes incluidos no estudo 54,8% foram do sexo masculino. Com relacdo a
autodenominacdo de cor/raca, 33,9% autodenominaram-se brancos e 66,1% mulato/moreno.
Nenhum paciente se autodenominou da cor/raca negra ou com outra denominacdao. A média
de idade dos participantes foi de 32,4 anos (variando de 2 — 70 anos), estando a maioria
(27,4/%) na faixa dos 40 anos (31 — 40 anos) (Tabela 1).

Em relacdo a caracterizacdo da DA observou-se que a DA ocorreu bilateralmente em
98,7% dos pacientes e que em 90,9% dos casos a DA foi relatada pré-lingual. No grupo de
individuos com DA pré-lingual a idade variou de 6 a 70 anos (média de 33 anos). A idade
média de percepcdo da DA entre 0s casos relatados como pré-linguais foi de 30,6 meses (2
anos e 6 meses) e variou de 1 a 144 meses, ou seja, de 1 més a 12 anos . Entre os casos pés-
linguais a idade variou de 31 a 62 anos (média de 44 anos). Em relacdo aos possiveis fatores
ambientes associados com DA entre os individuos com DA pos-lingual observou-se relato de
exposicao a ruido em 16,7% deles e de doencas infecciosas (rubéola e sarampo) em todos os
casos pos-linguais, sendo que em 16,7% desses houve relato de meningite e em 83,3% houve
relato de sarampo. Apenas 18,6% dos pacientes tiveram acompanhamento médico
especializado anterior ao periodo de inclusdo no projeto.
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TABELA 1: Caracterizagdo demografica e clinica dos 84 individuos com DA incluidos no
estudo

Percentual ou média
Variaveis N* (minimo - maximo) £
desvio-padréo

Caracterizacdo demografica

Sexo (masculino) 84 54,8%
Autodenominacao cor/raga (branca) 62 33,9%
Idade (anos) 84 32,4 (2-70) £ 16,6
Faixa etaria 84
0-10 84 11,9%
11-20 84 13,1%
21-30 84 20,2%
31-40 84 27,4%
41 -50 84 13,1%
>50 84 14,3%
Caracterizacdo clinica da DA
Consanguinidade entre os pais (por nacleo familiar) 63 47,6%
Recorréncia de deficiéncia auditiva (amostra total) 83 92,8%
Recorréncia de deficiéncia auditiva (por nacleo familiar) 63 49,2%
Deficiéncia auditiva pré-lingual 77 90,9%
Idade de percepcdo de DA nos casos pre-linguais (meses) 70 30,6 (1 - 144) £ 29,7
DA Bilateral 79 98,7%
DA Progressiva 69 20,3%
Presenca de zumbido 72 45,8%
Presenca de tontura 73 52,1%
Exposicdo a ruido (casos pos-linguais) 6 16,7%
Doencas infecciosas associadas com DA (casos pos-linguais) 6 100%
Meningite (casos pos-linguais) 6 16,7%
Sarampo (casos pés-linguais) 6 83,3%
Acompanhamento médico especializado 59 18,6%

*NUmero de amostras disponiveis por variavel analisada.

4.2 AVALIACAO OTORRINOLARINGOLOGICA

Quarenta e nove pacientes foram avaliados por otorrinolaringologista. Quarenta e
quatro pacientes (89,8%) possuiam membrana timpanica com aspecto integro, coloracdo
branco-nacarada. Quatro pacientes (8,2%) apresentaram membrana timpanica com aspecto
anormal (2 com perfuragdo, 1 com leve retracdo e 1 com rolha de cera). Sete pacientes
apresentaram achados que podem interferir na avaliacdo audioldgica ou estarem relacionados
com DA, como: perfuracdo da membrana timpanica, 2 casos, inflamacéo, 4 casos (2 bilaterais
e 2 em apenas uma das orelhas) ou rolha de cera, 1 caso (Tabela 2).
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4.3 AVALIACAO AUDIOLOGICA

4.3.1 Imitanciometria

Esta avaliacdo foi realizada por fonoaudidlogo em 45 pacientes. O teste de
imitanciometria consta da timpanometria (avaliar a complacéncia da membrana timpanica) e a
estimativa dos limiares do reflexo acustico nas frequéncias de 0,5; 1; 2 e 4 Khz. Alguns
pacientes ndo foram avaliados audiologicamente, pois apresentaram alteracdes
otorrinolaringolégicas ou por serem incluidos apés o ano de 2008. Entre as alteracGes
observou-se otite externa e perfuragdo de membrana timpanica que impossibilitaram a
realizacdo da avaliacdo. Os pacientes sem avaliacdo serdo avaliados posteriormente na Clinica
Escola de Fonoaudiologia da UNIME.

Dos 45 pacientes avaliados, 42 tiveram curva tipo A, compativel com complacéncia
normal da membrana timpanica, e 3 tipo C, compativel com alteracdo da complacéncia da
membrana timpanica provavelmente por causa de disfuncdo tubaria. Vinte pacientes
apresentaram reflexo em pelo menos uma fregiiéncia avaliada em uma das orelhas, esta
situacdo, associado com queixa de DA possibilita inferir que a perda auditiva seja do tipo
neurossensorial, e 25 pacientes apresentaram auséncia de reflexo aclstico em todas as
frequéncias avaliadas e em ambas as orelhas, porém devido a queixa de perda auditiva e
nenhum histdrico de alteracdes de orelha média relatados na anamnese, também podem ser
incluidos como supostos pacientes com perda auditiva neurossensorial. Para confirmacdo do
tipo de perda auditiva destes pacientes é necesséria realizacdo de testes mais especificos
(audiometria tonal limiar e PEATE). Estes testes foram realizados na Clinica Escola de
Fonoaudiologia da UNIME e os pacientes ndo avaliados até o momento seguirdo com as

avaliagdes nessa clinica (Tabela 2).
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TABELA 2: Descricao das avaliagdes otorrinolaringoldgicas e audiologicas
Variaveis N Percentual
Avaliacao otorrinolaringologica (N= 49)
Membrana timpanica
Aspecto integro, coloragdo branco-nacarada 44 89,8%

Perfuracdo da membrana timpanica 2 4,1%
Leve retracdo da membrana timpanica 1 2,,0%
Rolha ceruminosa 1 2,0%
Inflamacao em pelo menos uma orelha 4 8,2%
Avaliacao audiologica
Imitanciometria (N= 45)
Curvatipo A 42 93,3%
Curvatipo B 3 6,6%
Reflexo acustico em pelo menos uma freqliéncia 20 44,4%
Reflexo acustico em nenhuma frequéncia 25 55,6%
Audiometria Tonal Liminar (N= 24)
Grau severo 3 12,5%
Grau severo a profundo 1 4,2%
Grau profundo 20 83,3%
Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefélico (PEATE) (N= 23)
Auséncia das ondas I e 111 2 8,7%
Auséncia de resposta 19 82,6%
Auséncia de resposta associada com microfonismococlear 1 4,40%

4.3.2 Audiometria tonal liminar

Vinte e quatro pacientes avaliados por audiometria tonal limiar tiveram perda a partir
do grau severo. Trés pacientes (12,5%) dos 24 avaliados tiveram DA de grau severo, 4,2%
(1/24) grau severo a profundo e 83,3% (20/24) DA profunda (Tabela 2). As perdas foram

observadas tanto na anélise da via 6ssea como na via aérea sugerindo DA neurossensorial.

4.3.3. Potencial evocado auditivo de tronco encefalico (PEATE)

Dos 23 pacientes com avaliagdo do PEATE, 8,7% (2/23) tiveram auséncia das ondas |
e 111, 82,6% (19/23) ndo apresentaram resposta e 1 (4,4%) apresentou auséncia de resposta

associada com microfonismo coclear (Tabela 2). Exceto nesse ultimo caso onde se observou a
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presenca de microfonismo a DA pode ser classificada como neurossensorial, como sugerido
pelos achados da imitanciometria e da audiometria limiar tonal. No caso onde foi observada
presenca de microfonismo coclear o idividuo pode apresentar DA neurossensorial ou

neuropatia auditiva.

4.4 ANALISE DAS GENEALOGIAS

Ao analisar as caracteristicas dos 63 nucleos familiares incluidos no estudo observou-
se que a filiacdo bioldgica a partir dos pais citados foi relatada em todos participantes
analisados. Foi relatada consanguinidade em cerca da metade (47,6%) dos ndcleos familiares,
sendo que em 7,9% dos nucleos ndo souberam informar sobre consanguinidade. A existéncia
de outros casos de DA na familia foi relatada por 92,8% dos pacientes, sendo que houve de
recorréncia da DA em 84,2% das genealogias e em 49,2% dos nucleos familiares incluidos
neste trabalho. Estes achados reforcam a origem genética da DA nessa regiao.

A familia com maior nimero de pacientes participando do projeto é a familia 10, a
qual ¢ responsavel por 11,9% dos pacientes incluidos, seguida das familias 1 e 5, contribuindo
cada uma com 8,3% e da familia 17 com 7,1% dos casos. A partir das familias incluidas neste
estudo foram relatados outros 82 individuos com DA (Apéndice C).

Doze dos 82 ndo incluidos no presente estudo residem em outro municipio. Sendo que
um reside em outra cidade baiana (Tucano) e 11 residem no estado de Sdo Paulo. H4 também
familiares em diferentes cidades baianas e estados brasileiros e esses, se portadores de
mutacdo associada com DA, podem estar contribuindo com os casos de DA destes lugares
(Apéndice D). Estas informagdes ndao foram obtidas de 9 familias (familias 30, 32, 33, 34, 39,
45, 46, 47 e 48).

Os casos de DA incluidos neste trabalho possuem padrdo de heranca
predominantemente sugestivo de heranca autossémica recessiva. A Unica excec¢do foi 0 caso
da familia N° 10 (Figura 6) onde se observou DA herdada com padrdo autossdmico

dominante.
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FIGURA 6: Heredograma da familia N° 10 com individuos incluidos no estudo indicados por asterisco.
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4.5. INVESTIGAGAO MOLECULAR

4.5.1. Analise da mutacéo c.35delG

A mutacdo c.35delG (35delG) no gene GJB2 foi encontrada (Figura 7) em 25% dos
pacientes, correspondendo a 23,7% das genealogias e 23,8% dos nucleos familiares. Todos
individuos com a mutacdo foram confirmados por repeticdo da técnica utilizada. Em 23,8%
dos individuos, os quais correspondem a 21,1% das genealogias e 22,2% dos nucleos
familiares, encontrou-se genotipo homozigoto para mutacdo ¢.35delG enquanto em 1,2% dos
individuos encontrou-se gendtipo heterozigoto.

A frequéncia do alelo com a mutagéo c.35delG, entre os afetados, foi de 24,4%.

£ 2 3 4 H: W ¢ 8 8¢ A0
FIGURA 7: Gel de acrilamida a 10% corado com nitrato de prata demonstrando a genotipagem da
mutacédo ¢.35delG atraves das técnicas de PCR/RFLP (BstNI). 1 - marcador de 50pb, 2 - segmento n&o
submetido a digestdo (87pb), 4, 5, 8 e 10 - homozigotos selvagens (60pb), 3 e 7 - heterozigotos (60 e

87 pb) e 6 e 9 os homozigotos mutantes (87pb).

4.5.2. Andlise das mutacbes del (GJB6-1351830), del (GJB6-D13S1854) e A1555G no
gene 12Sr RNA

As delecdes del (GJB6-13S1830) e del (GJB6-D13S1854), no gene GJB6, e a mutagédo
A1555G, no gene mitocondrial 12S rRNA, ndo foram observadas nas amostras do presente

estudo.
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4.5.3. Analise de mutag6es no éxon 2 do gene GJB2

Os individuos com a mutacdo c.35delG em homozigose ndo foram incluidos nesta
andlise de sequeciamento do éxon 2 do gene GJB2, além disso 3 amostras também né&o foram
analisadas, pois devido a qualidade das amostras ndo foi possivel amplifica-las. Dessa forma,
61 amostras, o que corresponde a um total de 122 alelos, foram analisadas por
sequenciamento para a investigacdo de mutacdes patogénicas no éxon 2 do gene GJB2.

Com esta andlise encontram-se no éxon 2 do gene GJB2 outras sete diferentes
mutacdes em 36,1% dos individuos analisados. Em uma familia com 9 afetados, 14,8% dos
analisados, encontrou-se a mutacéo p.R75Q (R75Q ou Arg75GIn) em heterozigose (Figura 6).
Encontrou-se ainda 21,3% (13/61) de individuos com outras mutacdes no éxon 2 do gene
GJB2. Quatro delas - ¢.-15C>T (-15C>T), p.V271 (V271 ou p.Val27lle), p.M34T (M34T ou
p.Met34Thr) e ¢.*1C>T (682C>T) - séo descritas como polimorfismos sem efeito patogénico
(BALLANA et al., 2010) e as mutagdes c.-22-12C>T (IVS1-12C>T) e p.K168R (K168R ou
p.Lys168Arg) cuja patogenicidade ainda ndo esta definida (ROUX et al., 2004; BALLANA et
al., 2010; BATISSOCO et al., 2009; DINH et al., 2009). Informacdes sobre algumas dessas
mutacdes estdo disponiveis no banco de SNP do NCBI (Quadro 2).
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Mutagéol dbSNP | Patogénica Classificac&o Nomenclatura Alelos Alelo
davariacdo [NG_008358.1|NM_004004.5 | NP_003995.2 | NT_024524.14 | (RefSNP) | Ancestral
IVS1-12 C>T? | rs9578260 |  ND SNP* 9.8361C>T | c.-22-12C>T - 0.1743754G>A|  A/G G
15C>T® [rs72561725|  Néo SNP* 0.8380C>T | c.-15C>T - 0.1743735G>A|  CIT S|
35delG* rs80338939 Sim DIP** 9.8429delG c.35delG p.Glyl2fx |g.1743686delC -IG Sl
V2TIS | rs2274084 | Nio SNP* | g8473G>A | c.79G>A p(;/f/'g:;e 0.1743642C>T | CIT c
M34T°  |rs35887622| Nao SNP* 9.8495T>C | c.101T>C p"(v'lvelgi‘}rT)hr .1743620A>G| CIT S|
R75Q°  |rs28931593|  Sim SNP* 0.8618G>A | .224G>A p'(/;’g;gg)'” 0.1743497C>T | AG G
5 - p.Lys168Arg
K168R S| ND SNP 0.8807A>G | c503A>G | P o ga7a3218T>C| s S|
682C>T° S| N&o SNP* 9.9076C>T | c*1C>T SI 0.1743039G>A| Sl S

Quadro 2: Caracterizacio das mutacdes encontradas no presente estudo. ‘Nomenclatura das mutacdes segundo a descricdo em publicaces da
area; “Mutacdo no intron 1; *Mutac&o na regido UTR5'; “Mutacéo frameshift; *Mutacdo missense; ®Mutacdo na regido UTR3; *Single Nucleotide
Polymorphism; **Deletion / Insertion Polymorphism; SI= Sem informacéo no NCBI; ND= Patogenicidade néo definida.
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4.5.4. Gendtipos e frequéncias alélicas e genotipicas

Com a andlise do éxon 2 do gene GJB2 observaram-se 11 diferentes genétipos (Tabela 3).
Dois desses, ¢.35delG em homozigose e p.R75Q em heterozigose, sé&o conhecidamente
associados com DA genética, confirmando-se, assim, etiologia genética da DA em 35,8% dos
pacientes com avaliagdo molecular completa, ou seja, excluindo-se apenas 3 amostras cuja

analise do sequenciamento ndo foi realizada devido a qualidade da amostra.

TABELA 3: Descrigdo dos gendtipos com respectivos nimeros de individuos com DA
genotipados e frequéncias (%) na amostra.

Gendtipo Disponl'veINp*ara analise Frequéncia dos geno6tipos (%o)

Patogénico

c.35delG / ¢.35delG 84 23,8
p.R75Q / + 61 14,8
N&o Patogénico

+/+ 81 53,1
€.-22-12C>T [ + 61 6,6
€.-22-12C>T [/ p.V271 61 1,6
c-15C>T/+ 61 1,6
c.35delG / + 84 1,2
p.V271/ + 61 6,6
p.M34T / + 61 1,6
p.K168R / + 61 1,6
c.*1C>T/ + 61 1,6

+: Alelo selvagem; * O nimero de pacientes variou para os diferentes genotipos,
pois algumas amostras ndo foram analisadas por sequienciamento.

Os alelos mutantes mais frequentes na amostra foram ¢.35delG com 24,4% e p.R75Q com
7,4%, sequidos dos alelos ¢.-22-12C>T e p.\VV271, ambos com frequéncia igual a 4,1%. Os demais

alelos tiveram cada um frequéncia alélica igual a 0,8% (Tabela 4).
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TABELA 4: Frequéncias alélicas das mutagdes analisadas em individuos com DA de Monte
Santo-BA.

Frequéncia do alelo

Mutacédo / Gene mutante (%)
Patogénica
c.35delG / GJB2 24,4
p.R75Q / GJB2 7,4
del (GJB6-1351830) / GJB6 0,0
del (GJB6-D13S1854) / GJB6 0,0
A1555G / 12SrRNA 0,0
Nao patogénica
c.-15C>T / GJB2 0,8
p.v271/ GJB2 41
c.*1C>T ou 682C>T / GJB2 0,8
p.M34T / GJB2 0,8
Patogenicidade ndo estabelecida
€.-22-12C>T / GJB2 41
p.K168R / GJB2 0,8

4.5.5. Descricdo das familias com mutac6es no gene GJB2

A analise da mutacdo ¢.35delG confirmou a origem genética da DA em 8 familias (N° 05,
N° 06, N° 12, N° 17, N° 19, N°21, N° 41 e N° 42) (Tabela 5). Nas familias N° 17 e N° 41
observou-se apenas um paciente com a mutacao c.35delG em homozigose apesar dessas familias
apresentarem 6 e 4 pacientes, respectivamente, incluidos no projeto.

O individuo com a mutacdo c¢.35delG em homozigose da familia N° 17 esta identificado
como o sétimo individuo da quarta geracdo (I\VV-7) (Figura 8). Os pacientes 111-32 e 11-37 dessa
familia possuem DA adquirida com a idade (presbiacusia). A familia N° 21, na qual todos os trés
pacientes foram analisados (irmdos: 111-3, I11-4 e I11-5 na Figura 9) e também possuem a mutagdo
c.35delG em homozigose, relatou parentesco com individuo I11-18 da familia N° 17, no entanto,

néo foi possivel unificar as duas genealogias.
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FIGURA 8: Heredograma da familia N° 17 com individuos incluidos no estudo indicados por asterisco.
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FIGURA 9: Heredograma da familia N° 21 com os individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco.

O paciente da familia N° 41 (Apéndice E: Figura 10) com gendtipo homozigoto mutante
para ¢.35delG é o paciente 13 da geracdo IV (IV-13). Nos demais pacientes dessa familia,
incluidos no presente estudo, encontrou-se em dois individuos, irmdos (IV-2 e IV-3), a mutacdo
€.-22-12 C>T e em um individuo (V-1) a mutacdo c.-15 C>T, ambas em heterozigose em todos
0s casos (Tabelas 5 e 6).

A mutacdo c.-22-12 C>T, além de ser encontrada em pacientes da familia N°41, também
foi encontrada em outros 3 pacientes de diferentes familias: N° 18 (Apéndice E: Figura 11), N° 39
e N° 45 (Tabelas 5 e 6). Dados genealdgicos ndo foram obtidos dessas duas ultimas familias.

Dois pacientes com a mutacdo c.-22-12 C>T se autodenomiram e foram classificados
fenotipicamente como mulatos, dois foram classificados fenotipicamente como brancos e para
um paciente ndo temos informacdo sobre autodenominacao e classificacdo fenotipica. O paciente
que possui a mutagéo c.-15 C>T foi classificado fenotipicamente como branco.

A mutacdo p.V271 foi encontrada em heterozigose com a mutagdo c.-22-12 C>T em um
individuo com DA da familia N° 18 (Apéndice E: Figura 11) e em heterozigose com alelo
selvagem no exon 2 do gene GJB2 em outros 4 pacientes, um da familia N° 18, dois da familia N°
9 (Apéndice F: Figura 12) e um da familia N° 30 (Tabelas 5 e 6). Dados genealdgicos ndo foram

obtidos dessa ultima familia. Dos cinco pacientes que possuem a mutacdo p.V271 quatro se



58

autodenominaram e foram classificados fenotipicamente como mulatos e para um paciente néo
foi obtida informacao sobre autodenominagéo e classificacao fenotipica da cor/raca.

Outras mutag6es foram encontradas em heterozigose nas familias N° 23, mutacéo p.M34T
(Apéndice F: Figura 13), N° 02, mutacdo p.K168R (Apéndice G: Figura 14) e N° 29, mutacao
c.*1C>T (Apéndice G: figura 15). O paciente que possui a mutacdo p.M34T se autodenominou e
foi classificado fenotipicamente como branco, o paciente com a mutacdo p.K168R se
autodenominou mulato e o paciente com a mutagcdo ¢.*1C>T se autodenominou branco, no
entanto, foi classificado fenotipicamente como mulato.

A caracterizacdo clinica dos pacientes que possuem as mutacfes ndo patogénicas, bem
como as mutacOes sem patogenicidade estabelecida pode ser encontrada na Tabela 6.

Na familia N° 10 encontrou-se a mutacdo a p.R75Q em heterozigose em todos casos
analisados (Figura 6). A maioria, 8 pacientes, dos individuos dessa familia incluidos no estudo
reside na mesma localidade. As avaliagBes otorrinolaringoldgicas e audioldgicas ndo foram

realizadas ainda nestes pacientes.

4.6 GRUPO COM MUTACAO C.35DELG VERSUS GRUPO SEM MUTACAO C.35DELG

Ao comparar 0s grupos de individuos com mutacdo c¢.35delG com o grupo de individuos
sem essa mutacdo (Tabela 7) observou-se que a caracterizacdo da cor/raca do paciente por
autodenominacdo apresentou diferenca tendendo a significancia com predominancia de cor/raca
branca nos pacientes com c.35delG. No entanto, ao avaliar a caracteristica cor/raca branca por
avaliacdo fenotipica os grupos ndo se mostraram estatisticamente diferentes.

Observou-se diferenca estatisticamente significante para a variavel “relato de zumbido”,
com predominancia de relatos no grupo sem mutacao. Para as demais variaveis analisadas ndo se

observou diferenga entre 0s grupos.



TABELA 5: Caracterizagdo da DA nas familias com muta¢des no éxon 2 do gene GBJ2.

No .
Mutacdo Familia Genotipo pacientes N° paCIentgs D'.A‘. D'?‘ . . DA DA progressiva
Incluidos com mutacdo familial Congénita bilateral
05 HMM 05 05 Sim Sim Sim Nao
06 HMM 07 07 Sim Sim Sim 1 Sim /6 Néo
12 HMM 01 01 Sim Né&o Sim Sim
17 HMM 06 01 Sim 4 Sim /1 Nao Sim Né&o
c.35delG 19 HMM 01 01 Sim Sim Sim Nao
21 HMM 03 03 Sim Sim Sim 1Sim/ 2 Néao
27 HET 01 01 Sim Sim Sim Sim
41 HMM 04 01 Sim Sim Sim Nao informado
42 HMM 01 01 Sim Né&o Sim Sim
8Sim/1 i .
. . N 1Sim/3Nao/5
p.R75Q 10 HET 09 09 Sim Sim _ Nao N0 informados
informado
18 HET 02 01 Sim Nao informado Sim Nao
39 HET 01 01 Sim Néo Sim Sim
C-22-12C>T—7 HET 04 02 Sim Sim Sim Néo
45 HET 01 01 Sim Nao informado Sim Sim
09 HET 05 02 Sim 1Sim /1 Néo Sim Né&o
p.V27l 18 HET 02 02 Sim Né&o Sim /Néo Sim / N&o
30 HET 01 01 Sim Sim Sim Nao
c.-15C>T 41 HET 04 01 Sim Nao informado Sim Nao informado
p.M34T 23 HET 02 01 Sim Néo Néao Sim
p.KI68R 02 HET 01 01 Sim Sim _ Nao 56 informado
informado
C.*1C>T 29 HET 01 01 Né&o Néo Sim Néo

HMM - homozigoto mutante; HET — heterozigoto



TABELA 6: Caracterizagao clinica dos pacientes que possuem muta¢des ndo patogénicas ou mutagdes sem patogenicidade estabelecida

60

Identificacédo do

Estabelece

x - paciente DA Reage o Doencas infecciosas Achados  Avaliacao
Mutagdo Familia : A comunicagao : S
na genealogiada Congénita aalgum som oral associadas com DA Orelhas audiologica
familia
18 111-22 - Sim Sim Nenhuma A -
39 - N&o N&o Né&o Sarampo - -
C.-22-12C>T 41 V-2 Sim Sim Né&o Sarampo e caxumba - -
41 V-3 Sim Sim Néo Sarampo e caxumba - -
45 - - Sim Néo Sarampo e IVAS - -
9 -2 N&o Sim Sim - - -
. . « Meningite, sarampo e
9 -4 Sim Sim Nao IVAS B E
p.V27l 18 11-22 ) Sim Sim Nenhuma A -
~ . . Caxumba, sarampo e
18 11-13 Nao Sim Sim IVAS C -
30 - Sim Sim Né&o Rubéola F
c.-15 C>T 41 V-1 - Nao Nao Catapora - -
p.M34T 23 -2 Néo Sim Sim Sarampo e IVAS B G
p.K168R 2 -3 Sim Sim Né&o IVAS e rubéola B G
c*1C>T 29 -1 Ndo Sim NEW Meningite, sarampo e B G

IVAS

A= Perfuracdo da membrana timpanica esquerda; B= Sem alteracdo; C= Perfuragcdo da membrana timpénica direita; D= Condutos auditivos s&o
curtos sem estenose; F= DA profunda e neurossensorial com presenca de reflexo apenas em 0,5 KHZ; F= DA profunda e neurossensorial, sem
reflexo acustico em ambas orelhas; G= Imitanciometria compativel com DA neurossensorial e auséncia de reflexo acustico.



TABELA 7: Comparacdo entre os grupos de individuos com ¢.35delG com o grupo sem c.35delG

Com c.35delG Sem c.35delG

Variavel (N disponivel*) (%) (%) P valor
Género masculino (84) 61,9 52,4 0,613
Autodenominacdo cor/raga branca (62) 52,9 26,7 0,051
Anélise fenotipica cor/raga branca (68) 50,0 33,3 0,274
Consanguinidade entre pais (71) 57,9 50,0 0,601
DA familial (83) 100,0 90,0 0,330
DA congénita (77) 100,0 87,7 0,180
DA bilateral (79) 100,0 98,3 1,000
DA progressiva (69) 25,0 184 0,528
DA profunda (28) 60,0 83,3 0,207
Zumbido (72) 25,0 53,8 0,036
Tontura (73) 38,1 57,7 0,195
Meningite e sarampo (74) 33,3 56,6 0,121

*Houve variagdo no numero de individuos analisados por variavel, pois considerou-se para calculo
apenas individuos com respostas consistentes, ou seja, onde estivessem claras. No caso da variavel
“DA profunda” o niimero de individuos ficou limitado, pois dependeu da disponibilidade de transporte
dos pacientes até o servico da UNIME que fica em Lauro de Freitas que fica a 365 km de Monte

Santo.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo visou investigar as bases moleculares da DA em pacientes afetados
provenientes de Monte Santo-BA. Nessa regido ha um grande nimero de casos de DA com
recorréncia familiar, levando a acreditar em possivel causa genética.

A amostra estudada foi composta por casos de ocorréncia esporadica e familial,
congénitos e pos-natal, com ou sem relato de doencas infecciosas associadas com DA e foi
composta também por individuos de diferentes faixas etarias. Nao foram incluidos pacientes
com DA associada a sindromes.

Mutag6es no locus DFNB1, principalmente no gene GJB2, que codifica a Cx26, sdo
implicadas como uma das principais causas de DA hereditéria, especialmente nos tipos
recessivos (KELSELL et al., 1997; ESTIVILL et al., 1998; KENNESON et al., 2002; NCBI,
MIM #220290; BALLANA et al.,, 2010). A DA causada por mutacdes nesse locus, €é
geralmente pré-lingual (JANECKE et al., 2002). No presente trabalho apesar de ndo terem
sido selecionados apenas casos de DA pré-lingual, a maior parte dos casos 90,9% foi de DA
relatada como pré-lingual. Foram investigadas mutacdes nesse lécus: mutacdo c.35delG e
outras mutacBes que ocorrem no éxon 2 do gene GJB2, bem como duas mutacBes que
envolvem o gene GJB6, del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854). Apesar de néo ter
sido identificado evidéncia de DA com padrdo de heranca materna entre as familias do
presente estudo, foi incluida investigacdo da mutacdo A1555G, no gene 12Sr RNA. Abreu-
Silva et al. (2006) ao analisar amostras de pacientes de Sdo Paulo-Brasil observou a presenca
dessa em um caso cujo padrdo de heranga era sugestivo de heranga autossomica recessiva e
em um caso de DA isolada.

Neste estudo 79,5% dos casos relataram algum tipo de doenga infecciosa como
meningite, caxumba, sarampo, infeccdes das vias aéreas superiores (IVAS), catapora ou
rubéola. Batissoco et al. (2009), também incluiram os casos com fatores ambientes na amostra
estudada e relatam que, apesar da diferenca no critério de selecdo da amostra, seus resultados
néo diferiram dos resultados do trabalho realizado por Oliveira et al. (2007). Relato de algum
tipo de doenca infecciosa que pode estar associada com causa de DA foi observada em 66,7%
dos pacientes com mutacdo c¢.35delG, desta forma, demonstramos que relato de doencas
infecciosas ndo deve ser critério para exclusao de casos na investigacdo genética como causa
de DA.
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Os estudos que investigam a etiologia genética da DA costumam incluir nas suas
amostras apenas individuos ndo aparentados (MURGIA et al., 1999; ROUX et al., 2004;
XIAO & XIE, 2004; MARLIN et al., 2005; MEDICA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007;
BAYSAL et al., 2008; BONYADI et al., 2009; BATISSOCO et al., 2009; DAI et al., 2009;
AL-QAHTANI et al., 2010). Neste estudo foram incluidos individuos aparentados bem como
individuos ndo aparentados, desta forma, para fins de comparacdo com demais estudos, sera
considerado apenas um individuo por nucleo familiar, sendo um total de 63 individuos e 126
alelos. Desses individuos considerados para andlise genotipica 14 possuiam gendétipo
homozigoto para mutacdo c¢.35delG e ndo foram sequenciados para verificar a presenca de
outras mutacdes no éxon 2 do gene GJB2, além disso 2 no caso de dois individuos essa
analise também ndo foi realizada devido a qualidade das amostras. Sendo assim para 0s
calculos referentes as mutacGes identificadas por sequenciamento foram considerados 47
individuos correspondendo a 94 alelos.

Em relacdo a mutacdo c.35delG os resultados do presente estudo mostraram que a
freqiiéncia de individuos homozigotos foi igual a 22,2% e assemelha-se ao encontrado em
estudo realizado na Croécia, onde Medica et al. (2005) observaram 25,4% de afetados, com
DA néo-sindrémica pré-lingual, homozigotos para mutacdo c.35delG. No entanto, foi menor
gue o observado em estudo realizado na lItalia, onde Murgia et al. (1999) encontrou esse
genotipo em 30,2% dos afetados, e maior que estudos realizados no Brasil bem como em
outros paises/localidades como Ird, Franca, Republica de Altai, Turquia, China, Reino da
Arabia Saudita e Italia, nesse caso em estudo realizado no norte do pais (ROUX et al., 2004;
XIAO & XIE, 2004; POSUKH et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; BAYSAL et al., 2008;
BATISSOCO et al., 2009; BONYADI et al., 2009; DAI et al., 2009; PRIMIGNANI et al.,
2009; AL-QAHTANI et al., 2010) (Tabela 8).

A freqiéncia do alelo c.35delG encontrada no presente trabalho (23,0%) foi
semelhante a encontrada em estudo realizado no Brasil (20,3%) e no Ira (18,2%), menor que a
encontrada em estudo realizado na Croacia (29,4%) e maior que a encontrada em outro estudo
brasileiro (9,8%) e em estudos realizados em outros paises como Franga (11,9%) e Turquia
(6,8%) (ROUX et al.; 2004; MEDICA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; BAYSAL et al.,
2008; BATISSOCO et al., 2009; BONYADI et al., 2009).
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TABELA 8: Frequéncia do genétipo homozigoto para mutacdo c¢.35delG em individuos com DA em
diferentes populacées

Frequéncia
Localidade Genotipica Referéncia
HMM (%)
Monte Santo - BA/Brasil 23,0 Presente estudo
Sé&o Paulo - SP/Brasil 7,3 BATISSOCO et al., 2009
Brasil 14,0 OLIVEIRA et al., 2007
Brasil 3,0 OLIVEIRA et al., 2007
Franca 6,3 ROUX et al., 2004
Italia 30,2 MURGIA et al., 1999
Italia (norte) 16,9 PRIMIGNANI et al., 2009
Croécia 25,4 MEDICA et al., 2005
Republica de Altai (todos russos) 9,2 POSUKH et al., 2005
Turquia 53 BAYSAL et al., 2008
Ird (noroeste; povo trco do 153 BONYADI et al., 2009
Azerbaijdo)
China 0,8 XIAO & XIE, 2004
China 0,1 DAl et al., 2009
Reino da Arabia Saudita 6,4 AL-QAHTANI et al., 2010

*Individuos com a mutag&o e que ndo fazem parte da mesma familia; **N&o descreveu se 0s
individuos incluidos no respectivo estudo sao relacionados.

A freqliéncia alélica encontrada no presente trabalho pode indicar certa
homogeneidade dos casos de DA genética no municipio de Monte Santo-BA, com destaque
para elevada recorréncia da DA nas familias com a mutac&o c.35delG.

A diferenca entre a frequéncia de homozigotos para mutacdo c.35delG do estudo
realizado na Italia, onde a freqiiéncia de homozigotos com a mutacdo foi maior que a
encontrada neste trabalho, e dos estudos realizados em outras localidades como S&o Paulo-
Brasil, Franca, Milwaukee-WI/Estados Unidos, Republica de Altai (todos russos), Turquia,
China e Reino da Arabia Saudita, onde a freqliéncia foi menor que a encontrada neste estudo,
poder ter ocorrido devido a composicdo genética da populacdo. Essa diferenca poderia ser
explicada por efeito fundador. Van Laer et al. (2001) encontraram evidéncias de que a alta
frequéncia do alelo ¢.35delG no gene GJB2 na populacdo branca é resultado de efeito
fundador. Gasparini et al. (2000) e sugerem origem Unica para mutagédo c.35delG na Europa
ou no Médio Oriente.

Estudos da populagdo de Portugal, da Itdlia e da Espanha, trés populacdes que
contribuiram significativamente para a miscigenagdo da Bahia, mostraram alto indice de

alelos com a mutacgéo ¢.35delG. Em Portugal, a freqiiéncia de portadores desta mutacdo em
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amostra populacional foi de 1/45 (4/179), na Espanha foi de 1/40 (5/200) e na Italia de 1/32
(8/255) (GASPARINI et al., 2000). A elevada frequéncia do alelo ¢.35delG nos estudos da
Itdlia e da Croécia poderia ser explicada por efeito fundador com o alelo introduzido e se
mantendo nesses lugares ha muitas geracGes, enquanto, a baixa freqiiéncia desse alelo nas
amostras dos estudos realizados em localidade como Milwaukee-WI/Estados Unidos,
Republica de Altai (todos russos), Turquia, Ird (turcos do Azerbaijdo), China e Reino da
Arédbia Saudita pode representar a introducdo recente desse alelo na populacdo ou a sub-
estruturacdo da populacdo dessas localidades através de casamentos preferenciais entre
nativos.

Provavelmente a mutacdo c.35delG também foi introduzida recentemente em Monte
Santo-BA, no entanto, a frequéncia dessa mutacdo pode ser maior que a encontrada nesses
paises pela homogeneidade da populagdo de Monte Santo ocasionada por endocruzamento e
endogamia. Na amostra do presente estudo observou-se relato de consanguinidade entre os
pais de 52,1% dos pacientes. Além disso, relatos de casamentos consanguineos em Monte
Santo tém sido observados em outros trabalhos do grupo (AMORIM et al., 2007).

A predominancia de pacientes classificados como brancos com genétipo homozigoto
para a mutacdo c.35delG encontrada neste trabalho era esperada, pois segundo Green et al.
(1999), esta mutacdo € mais fregliente em caucasianos. Desta forma, a mutacéo c¢.35delG pode
ocorrer na regido de Monte Santo devido a efeito fundador de colonizadores de origem
européia ou de seus descendentes. No entanto, estudo de ancestralidade gendmica é
necessario para verificar a contribuicdo da ancestralidade européia nos pacientes com
¢.35delG desse municipio.

Heterogeneidade genética em pacientes com DA genética com padrdo autossémico
recessivo provenientes de familia com casos de consanguinidade foi observado por Lezirovitz
et al. (2008). No presente trabalho também se encontrou casos familiais (familia N° 17 e N°
41) de DA com heterogeneidade. Nos casos do presente estudo encontrou-se a mutagéo
c.35delG em alguns individuos, mas ndo se encontrou a mutagdo responsavel pela DA nos
outros integrantes dessas familias. Como observado no presente estudo, onde 35,8% dos 81
afetados anélise molecular completa possui DA genética causada por mutacdes no éxon 2 do
gene GJB2, a DA no municipio de Monte Santo é heterogénea. Considerando o elevado
namero (92,8%) de relato de DA familial, provavelmente os demais casos de DA nesse
municipio podem ser genéticos e possuir mutacdes em outros genes. A heterogeneidade da
DA nas familias N° 17 e N° 41 pode ser explicada por endocruzamento da populacdo e
manutencdo dos alelos com mutagdes associadas com DA - mutacdo c.35delG e outra(s)
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possivel(eis) mutacdo(des) ndo identificada(s) no presente estudo - por endogamia nessas
familias durante muitas geracoes.

As mutagdes del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854) no gene GJB6 e a
mutacdo mitocondrial A1555G, no gene 12S rRNA ndo foram encontras no presente trabalho
diferentemente de outros estudos brasileiros. No Brasil Piatto et al. (2004) encontraram quatro
heterozigotos para a mutacdo c.35delG sendo a mutacdo del (GJB6-D13S1830) detectada em
um destes heterozigotos, representando 25% dos heterozigotos para a mutagdo c.35delG,
Batissoco et al. (2009) encontraram a del (GJB6-D13S1830) em heterozigose com a mutagéo
¢.35delG em 3 das 300 amostras analisadas e Oliveira et al. (2007) ao analisar 645 individuos
com DA encontram cada uma das mutacdes del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854)
em cinco amostras. Essas duas delegdes sdo encontradas no locus DFNB1 e, como citado
anteriormente, a DA causada por mutagdes nesse locus, é geralmente pré-lingual (OLIVEIRA
et al., 2007). Nas amostras do presente estudo 90,9% dos casos foram relatados como pré-
linguais e, portanto, essas mutacfes poderiam estar contribuindo com os casos de DA em
Monte Santo-BA.

Em relacdo a mutacdo A1555G, no gene 12S rRNA, apesar dessa mutacao ndo ter sido
encontrada na amostras do presente estudo, foi encontrada em outras amostras brasileiras.
Abreu-Silva et al. (2006) ao analisar amostras de pacientes de Sdo Paulo-Brasil observou a
presenca da mutagdo A1555G, no gene 12Sr RNA, em um caso cujo padrdo de heranca era
sugestivo de herancga autossdmica recessiva. Oliveira et al. (2007) ao analisar 645 amostras de
individuos com DA de origem brasileira encontraram essa mutacdo em amostras de trés
individuos com DA profunda e relato de tratamento com aminoglicosideos. Apesar dos
individuos avaliados por Oliveira et al. (2007) possuirem essa muta¢do associada com relato
de tratamento com aminoglicosideos, alguns estudos relatam DA causada por essa mutacao
em casos sem essa exposicdo, ressaltando que nesses pacientes essa mutagcdo conduz a um
fendtipo que varia de DA severa a moderada ou até mesmo a audicdo aparentemente normal
(PREZANT et al., 1993; ESTIVILL et al., 1998).

A mutacdo p.R75Q encontrada na familia N° 10 € responsavel pela DA cujo padrdo de
heranga é autossémico dominante. No presente estudo, o padrdo autossémico foi corroborado
pelo fato da familia ndo relatar consanguinidade. Essa mutacdo também tem sido descrita em
casos de DA associados com queratodermia palmoplantar (UYGUNER et al., 2002;
FELDMANN et al., 2005), sendo relatada em uma familia da Turquia (UYGUNER et al.,
2002), duas familias francesas (FELDMANN et al., 2005), uma familia de origem russa
(POSUKH et al., 2005) e em um paciente dos 207 analisados por Oliveira et al. (2007) no
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Brasil. Os pacientes incluidos no presente estudo precisardo ser melhor avaliados
clinicamente para confirmar se a DA neste caso é isolada ou sindrémica.

Informacdes sobre algumas das mutacGes encontradas na anélise do éxon 2 do gene
GJB2 estdo disponiveis no banco de SNP do NCBI (Quadro 3). Entre as informacGes
encontradas nesse banco estdo descricdes das frequéncias genotipica e alélica para as
mutagdes c.-22-12C>T, c¢.-15C>T, p.V271 e p.M34T (Tabela 9) em diferentes populacdes,
estas informac6es demonstram que estas mutagdes sé@o relativamente freqlientes em diferentes
populagdes. As mutacdes p.V271, p.M34T, c.-15C>T e ¢.*2C>T (682C>T) no gene GJB2,
descritas como ndo patogénicas e como polimorfismos, também foram encontradas em outros
trabalhos realizados com pacientes com DA do Brasil, dos Estados Unidos, da Franca, em
afro-americanos e hispano-caribenhos, iranianos, chineses (CHALESHTORI et al., 2004,
ERBE et al., 2004; ROUX et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; SAMANICH et al., 2007;
BATISSOCO et al., 2009; BONYADI et al., 2009; DAI et al., 2009).

A mutacdo c.-22-12C>T (IVS1-12C>T) foi descrita por Roux et al. (2004) como
mutacdo nova com efeito patogénico desconhecido, no entanto, relataram que segundo
programas de predicdo de splicing esta mutagdo deveria ser silenciosa. Eles destacam também
que esta mutacdo foi encontrada em homozigose em um paciente de Guadalupe que possuia
também a mutacdo -34T>C no gene GJB2em um dos cromossomos. Esta mutacdo esta
descrita no “The Connexin-Deafness Homepage” (BALLANA et al., 2010) como mutagéo
cujo efeito patogénico é desconhecido. No presente trabalho a mutacdo c.-22-12C>T foi
encontrada em 5 pacientes com fendtipos diferentes. Um paciente foi avaliado por
otorrinolaringologista e apresentou perfuracdo da membrana timpanica (indicio de DA
ambiental), estabelece comunicacéo através da linguagem oral e é heterozigoto composto para
a mutacdo p.V271. Outros 3 pacientes conseguem escutar sons de voz, quando alta ou
préximo a orelha, e 2 relataram dor na orelha.

A mutacdo p.K168R foi descrita recentemente e seu efeito em relacdo a
patogenicidade ainda nao esta definido (OLIVEIRA et al., 2007; BATISSOCO et al., 2009).
Batissoco et al. (2009) ao analisarem 300 individuos com DA aparentemente n&o-sindrémica
encontrou 2 individuos heterozigotos para esta mutacdo. Analisou ainda 50 amostras de
brasileiros descendentes de europeus e 50 amostras de afro-brasileiros, ndo havendo presenca
da mutacdo. A analise em software especifico para determinar o possivel efeito desta mutagédo
no fenotipo mostrou que pode se tratar de uma variante ndo patogénica.

Neste trabalho encontrou-se elevado numero (79,5%) de pacientes com relatos de
doencas infecciosas, sendo que 100,0% dos casos sem mutacdo identificada também possuiam
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relato de algum tipo de doenca infecciosa que segundo a literatura pode esta associada com
DA. Portanto, ndo se pode descartar essa causa ambiental entre os afetados com DA onde ndo
foram encontradas mutag6es causais de DA desse estudo.

Silva et al. (2006), avaliaram 53 individuos com DA que participam da APADA - BA
(Associacdo de Pais e Amigos dos deficientes auditivos do Estado da Bahia) e identificaram
como principal fator etiologico responsavel pela DA na populagédo avaliada a rubéola materna,
responsavel por 32% dos casos de surdez, seguida pela meningite piogénica em 20% dos
casos. Nesse estudo realizado por Silva et al. (2006) a DA né&o teve etiologia esclarecida em
15% dos casos, a prematuridade foi relatada em 9%, a hereditariedade (pai ou mée surdo) e
ictericia neonatal, com 6% cada, otite média crbnica representou 4%, uso de misoprostol
durante a gestacdo, sarampo, ototoxicidade e caxumba também estiveram presentes, cada um
com 2%.

Os dados descritos acima caracterizam uma amostra de individuos com DA da Bahia.
Em relacdo a especificacdo de origem genética da DA provavelmente eles sub-estimaram os
casos geneticos uma vez que so consideraram como DA de etiologia genética aqueles onde
pelo menos um dos pais também possuiam DA, podendo, desta forma, ter excluido dessa
classificacédo etioldgica individuos com DA herdada com padrdo autossémico recessivo onde
pais e maes ndo fossem afetados. Provavelmente esses pacientes estariam incluidos no grupo
de individuos caracterizados como DA sem etiologia esclarecida. Apesar disso, o estudo de
Silva et al. (2006) é importante para destacar o quanto os fatores ambientais estdo sendo
associados com os casos de DA na Bahia, bem como para reforcar a importancia da inclusao
de profissionais especialistas em genética para melhor definicdo da etiologia da DA nos
pacientes da Bahia.

N&o se pode desconsiderar que a DA na amostra do presente trabalho seja
predominantemente de origem genética uma vez que 92,8% dos casos foram relatados como
casos familiais, diferente do que foi encontrado por Silva et al. (2006). Como apenas 35,8%
dos casos de DA da amostra do presente estudo séo causados por mutagfes no éxon 2 do gene
GJB2, mutagbes em outros genes estdo contribuindo na determinacdo da DA em Monte
Santo-BA.
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TABELA 9: Adaptacdo de informacgBes populacionais, frequéncias genotipicas e alélicas das
mutagdes c.-22-12C>T, ¢.-15C>T, p.V271 e p.M34T, depositadas no banco de SNP do NCBI para
comparagdo com as freqliéncias encontradas neste estudo.

Populac¢des analisadas

€.-22-12C>T (rs72561725)

N° de cromossomos

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

A/A*  AIG*  GIG* A* G*
p1! 204 0,020 0,088 0,892 0,064 0,936
CAUC1? 62 - - 1,000 - 1,000
AFR1? 48 0,083 0292 0,625 0,229 0,771
HISP1* 46 - 0,087 0,913 0,043 0,957
PAC1° 48 - - 1,000 - 1,000
Monte Santo 94 - 0,085 0,915 0,042 0,958

Populagdes analisadas

¢.-15C>T (rs72561725)

N° de cromossomos

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

CIC cIT  TIT C T

P1 204 0,951 0,049 - 0,975 0,025
CAUC1? 62 1,000 - - 1,000 -

AFR1° 48 0,792 0208 - 0,896 0,104
HISP1* 46 1,000 - - 1,000 -
PAC1® 48 1,000 - - 1,000 -

Monte Santo %4 0979 0,021 - 0,989 0,011

Populagdes analisadas

p.V271 (rs2274084)

N° de cromossomos

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

c/IC*  CIT*  T/T* C* T
P1 204 0912 0,078 0010 0,951 0,049
CAUC1? 62 1,000 - - 1,000 -
AFR1® 48 0,958 0,042 - 0,979 0,021
HISP1* 46 0,913 0,087 - 0,957 0,043
PAC1° 48 0,750 0,208 0042 0,854 0,146
pilot.1.CHB+JPT’ 88 - - - 0,636 0,364
JBIC-allele® 1480 - - - 0,606 0,394
HapMap-CEU™ 120 1,000 - - 1,000 -
HapMap-HCB* 88 0,409 0432 0,159 0,625 0,375
HapMap-JPT* 88 0,386 0432 0,182 0,602 0,398
HapMap-YRI* 20 1,000 - - 1,000 -
Monte Santo 94 0,936 0,064 - 0,968 0,032
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TABELA 9 (continuacdo): Adaptacdo de informacdes populacionais, frequéncias genotipicas e
alélicas das mutacgdes c.-22-12C>T, ¢.-15C>T, p.V271 e p.M34T, depositadas no banco de SNP do
NCBI para comparacdo com as frequiéncias encontradas neste estudo.

p.M34T (rs35887622)

Populac¢tes analisadas Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
N° de cromossomos AA NG G/ A -
p1t 204 0,980 0,020 - 0,990 0,010
CAUC1? 62 0,935 0,065 - 0,968 0,032
AFR1? 48 1,000 - - 1,000 -
HISP1* 46 1,000 - - 1,000 -
PAC1® 48 1,000 - - 1,000 -
pilot.1.CEU® 72 - - - 0,986 0,014
AGI_ASP population® 78 0,949 0,051 - 0,974 0,026
HapMap-CEU™ 120 0,967 0,033 - 0,983 0,017
HapMap-HCB 90 1,000 - - 1,000 -
HapMap-JPT* 90 1,000 - - 1,000 -
HapMap-YRI*® 120 1,000 - - 1,000 -
Monte Santo 94 0,936 0,064 - 0,968 0,032

*Alelos complementares aos descritos na nomenclatura da mutagéo.

'DNA humano de 102 individuos que se autodenominara: africano / afro-americano (24 amostras),
“caucésia (31), *hispanicos (23) e °do litoral do pacifico (24); °Estudo piloto do consorcio internacional
HapMap constituido por 36 individuos de Utah — USA da colecdo do Centre d'Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH); "Estudo piloto do consorcio internacional HapMap constituido por
44 individuos de origem chinesa (Beijing) e japonesa (Tokio); ®Japoneses (752 amostras); *Amostras
de origem caucasiana e afro-americana de repositério de células coribnicas aparentemente normais;
YIndividuos residentes de Utah com origem no nordeste e oeste da Europa, amostras do CEPH
incluidas no HapMap; *'Chineses de Beijing, amostras incluidas no HapMap; *2Japoneses de Tokio,
amostras incluidas no HapMap; **Dezoito lorubas de Ibadan - Nigéria, incluidas no HapMap.

No presente trabalho a DA foi relatada como congénita em 90,9% dos casos, a idade
média de percepcdo da DA nesses casos foi de 30,6 meses (2 anos e 6 meses) e variou de 1 a
144 meses. Além disso, apenas 18,6% dos pacientes incluidos no estudo tiveram
acompanhamento especializado anterior ao projeto. Estes dados demonstram a necessidade de
medidas de divulgacdo e esclarecimento sobre DA, principalmente sobre possiveis
tratamentos e melhora na qualidade de vida apds estabelecimento do tratamento da DA, no
municipio de Monte Santo-BA, bem como, reforcam a importancia da realizacdo do teste da
orelhinha (triagem auditiva neonatal) nos recém nascidos. O presente estudo reforca a
importancia destacada por estudos brasileiros da investigacdo de mutagdes no gene GJB2 para
confirmacéo da etiologia da DA (OLIVEIRA et al., 2002; PIATTO et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2007; BATISSOCO et al., 2009; CORDEIRO-SILVA et al., 2010).
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6. CONCLUSAO

A DA encontrada na amostra do presente estudo foi predominantemente familial e
com padrdo de heranca autossomico recessivo. No entanto, uma familia exibiu padrédo
autossémico dominante, reforcando a heterogeneidade genética da surdez

Duas mutagdes, ¢.35delG e p.R75Q, no éxon 2 do gene GJB2 contribuiram com a
maioria dos casos de DA na amostra estudada. Outras seis muta¢6es no éxon 2 do gene GJB2
foram encontradas na amostra, sendo quatro conhecidas como ndo patogénicas e duas cuja
patogenicidade é desconhecida.

As mutagdes del (GJB6-1351830) e del (GJB6-D1351854) no gene GJB6, A1555G no
gene 12S rRNA néo foram detectadas nos pacientes estudados nesta amostra.

No grupo com mutacdo c¢.35delG observou-se maior nimero de pacientes que se
autodenomiram e/ou foram classificados fenotipicamente como brancos do que o observado
No grupo sem essa mutacéo.

A etiologia genética contribuiu de forma importante, o que ficou evidenciado pelo
nimero de afetados com mutacBes patogénicas no gene GJB2 e nUmero de relato de
deficiéncia auditiva familial.

Esta investigacdo molecular permitira a realizacdo de aconselhamento genético
adequado para as familias com as mutacdes definidas.

Os resultados demonstram a necessidade de medidas de divulgacdo e esclarecimento
sobre deficiéncia auditiva.

Os resultados reforcam a importancia da realizacdo do teste da orelhinha (triagem

auditiva neonatal) nos recém nascidos do municipio de Monte Santo — BA.
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Questionario

A - CARACTERIZAGAO DA ENTREVISTA/ENTREVISTADOR
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1.

Data da entrevista:

Entrevistador(a):

Local da Entrevista:

B — CARACTERIZACAO DO ENTREVISTADO

Nome do paciente:
Filiacdo Biologica: 1. Sim ( )

Nome do Pai:

2.Ndo ( ) 3.Nao Sabe ( )

Nome da Mae:

3. |Data de Nasc: Local de Nasc./Povoado:

4. |Sexo: 1.Feminino ( ) 2. Masculino ( )
Local Resid./Povoado:

> Endereco:

6. |Fone(s) p/ contato (1): (2): (3):
Estado civil

7 1.solteiro(@) ( ) 2.casado(a) ( ) 3.unido livre (vivem juntos) ( ) 4. separado/divorciado(a) ( )
5.viavo(a) ( ) 0. Ignorado ( )

8. |Profisséo:

C — ANALISE FENOTIPICA DO PACIENTE (Caracterizacio morfoldgica)

Raca/Cor (Auto-denominagao):

S 1.Negro ( )  2.Mulato/Moreno ( ) 3.Branco ( ) 0.Outros ( )
10. |Cabelo (Textura):
" |1.Crespo ( ) 2.Ondulado ( ) 3.Liso ( )
11 Cabelo (Cor):
" |1.Preto ( ) 2.Castanho ( ) 3.Ruivo ( ) 4. Loiro ( )
12 Nariz:
" |1.Achatado ( ) 2.Médio ( ) 3.Fino ( )
13 Labios (Forma):
" |1.Grossos () 2. Medianos ( ) 3.Finos ( )
14 Olhos (Cor):

1.Claro ()

2. Escuro ()
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15 Pele (Cor):
" |1.Preta ( ) 2.Marrom ( ) 3.Branca ( )
16 Cor (Classificacao):
" |1.Negro ( ) 2.Mulato ( ) 5.Branco ( ) 0.Outros ( ):

D - ANCESTRALIDADE REFERIDA (Caracterizacdo étnica dos pais e avos do paciente)

Pai

1.Negro () 2.Mulato ( ) 3.Branco ( ) 4.Indio ( ) 5.0utro ( ):
17.

0. Nao sabe informar ( )

Mae )

1.Negro ( ) 2.Mulato ( ) 3.Branco ( ) 4.Indio ( ) 5.Outro ( ):
18.

0. Né&o sabe informar ( )

Av0O Materna i

1.Negro ( ) 2.Mulato ( ) 3.Branco ( ) 4.Indio ( ) 5.Outro ( ):
19.

0. Néo sabe informar ( )

Avo Materno .

1.Negro ( ) 2.Mulato ( ) 3.Branco ( ) 4.Indio ( ) 5.Outro ( ):
20.

0. Né&o sabe informar ( )

Av0 Paterna )

1.Negro ( ) 2.Mulato ( ) 3.Branco ( ) 4.Indio ( ) 5.Outro ( ):
21.

0. N&o sabe informar ( )

Avd Paterno i

1.Negro ( ) 2.Mulato ( ) 3.Branco ( ) 4.Indio ( ) 5.Outro ( ):
22.

0. Néo sabe informar ( )
E — HISTORICO FAMILIAR

Consanguinidade entre os pais: 1.Sim ( ) 2.Néo ( ) 3.Né&o Sabe ( )
23.

Grau:

Outros casos de surdez na familia: 1. Sim () 2.N&o ( ) 3. N&ao Sabe ( )

Quem:
24. |Hé& quanto tempo:

Exposicdo a ruido: 1. Sim () 2.N&o ( ) Traumaacustico: 1.Sim ( ) 2.N&o ( )

Duracéo da exposicao:
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Ocupacgio:

Obs:

Casos de doencas genéticas/malformacdes na familia: 1. Sim ( ) 2.Néo ( ) 3.N&o Sabe ( )

25. |Obs.:

Abortos: 1.Sim ( ) 2.N&o ( ) 3.Né&o Sabe ( )
26. |Obs.:

F - AVALIACAO DO APARELHO AUDITIVO

Como reage ao som:

1. Trovdo ( ): procura( ) sorri () assusta-se () semresposta( ) desconforto ( )

2. Avido ( ): procura( ) sorri () assusta-se () sem resposta( ) desconforto ()

3. BaterdaPorta ( ): procura( ) sorri () assusta-se () sem resposta( ) desconforto ()
4. Campainha ( ): procura( ) sorri () assusta-se () sem resposta( ) desconforto ( )
5. Telefone ( ): procura( ) sorri () assusta-se () sem resposta( ) desconforto ()

o 6. Buzina ( ): procura( ) sorri () assusta-se () semresposta( ) desconforto ( )

7.Voz ( ): procura( ) sorri () assusta-se () semresposta( ) desconforto ()

8. Outros (' ): Quais:

Como reage: procura( ) sorri () assusta-se () sem resposta( ) desconforto ()
9. Reage atodosossons ( ): procura( ) sorri () assusta-se () semresposta( ) desconforto ( )

Obs.:

G - CARACTERIZACAO DO TIPO DE SURDEZ

28. |1.Bilateral ( ) 2. Unilateral ( )

29. |1. Nao-progressiva ( ) 2. Progressiva ( )

30. |l.Leve ( ) 2.Moderada ( ) 3.Severa ( ) 4.Profunda ( )
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31. |1.Condutiva ( ) 2. Neurossensorial ( ) 3.Mista ( )

Etiologia: 1. Congénita ( ) 2. Pds-natal ( )

32. |ldade de inicio:

Epoca em que percebeu o problema:

H — SINAIS EXTRA-AUDITIVOS

33. |Displasias ectodérmicas: 1. Sim () 2.N&o ( )

Disturbios: 1. Dentes ( ) 2.Unhas ( ) 3.Pélos ( ) 4.Cabelo ( ) 5.Sudorese ( )
34. |Obs:

| - GESTACAO
35 Pré-natal: 1. Sim ( ) 2.Néo ( )
" |Apartir de:
Intercorréncias: 1. Sim ( ) 2.Néo ( )
36. |Obs.:
InfeccBes maternas: 1. Sim () 2.N&o ( )
1.CMV () 2. rubéola ( ) 3.toxoplasmose ( ) 4.sifilis ( ) 5.herpes ( )
37.
Outras doencas: 1. Sim () 2.N&o ( )
Quiais:
Uso de drogas pelamde: 1. Sim () 2.N&o ( )
38.
Quiais:
Tentativa de aborto na gestagdo: 1. Sim ( ) 2.Néo ( )
39. |Obs.:

Agressfes durante a gravidez: 1. Sim ( ) 2.Nao ( )
40. |Obs.:
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Raio X na gestacéo: 1. Sim ( )

2.Nédo ()

41. |Obs:
Internagdes médicas e cirurgicas: 1. Sim ( ) 2.Néo ( )
Quando:
42,
Motivo:
Por quanto tempo:

J — PERIODO PERINATAL

Intercorréncias: 1. Sim ( ) 2.

Ndo ( )

43. |Obs.:
Parto: 1.normal ( ) 2.cesarea ( ) 3.fdrceps ( )
Local de nascimento: 1. Hospital 2. Casa 3. Outros

44. |Quais:
Permanéncia no hospital: 1. Sim ( ) 2.Néo ( )
Obs.:
Peso ao nascer:

45. O bebé demorou para chorar: 1. Sim () 2.Néo ( )
Obs.:
Sofrimento fetal: 1. Sim () 2.Né&o ( )
Cronologia: 1.termo ( ) 2.pré-termo ( ) 3. pés-termo ( )
Transfusdo: 1.Sim ( ) 2.Néo ( )

46.

1. Anoxia () 2. Ictericia( )

Uso de medicamentos: 1. Sim ()
Quiais:

3. Incompatibilidade Rh ( ) 4. Malformacéo ( )

2. N&o ( )

K — PERIODO POS-NATAL

NEUROPSICOMOTOR
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47. |1.Normal ( ) 2.comatraso ( )
Dificuldade de suc¢do: 1.Sim ( ) 2.Nédo ( )
Sustentacdo de pescogo:
48. |Sentou: Engatinhou: Andou: Balbucio:
Primeiras palavras:
Tempo de amamentagéo:
OUVIDO
Dor:1.Sim () 2.Né&o ( )
49. |Quando:
Secrecdo: 1.Sim () 2.N&o ( )
Quando:
50.
1. Mucéide ( ) 2.Catarral ( ) 3.Purulenta ( ) 4.Outro ()
Sangramento: 1. Sim () 2.Néo ( )
51. |Quando:
Zumbido: 1. Sim () 2.Néao ( )
52. )
Quando:
Tontura: 1. Sim () 2.Né&o ( )
53 Quando:
GERAL
Problema de satde: 1. Sim ( ) 2.Nao ( )
54. |Qual:
Uso de medicamentos: 1. Sim () 2.Nd&o ( )
55.

Quiais:
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Internacdes: 1. Sim () 2.Né&o ( )

Quantas vezes:

56. Quantos dias cada internamento:
Obs.:
Cirurgias: 1.Sim () 2.Né&o ( )
Quiais:
57.
Quando:
Obs.:
1. Meningite ( ) 2. Sarampo ( ) 3.Caxumba ( ) 4.IVAS ()
58.
59 Exposicéo a ruido:

Obs:

Acompanhamento especializado:

60.

Exames complementares realizados:

61.

L — OBSERVACOES DO ENTREVISTADOR

62.
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M — AVALIACAO FiSICA DA ORELHA

63.

Achados em Pavilhdo Auricular direito e esquerdo:
1.Normal ( ) 2.Microtia ( ) 3.Implantacdo baixa ( ) 4.Outros ( )

Quiais:

64.

Achados em Conduto Auditivo Externo direito e esquerdo:
1. Normal ()

2. Estenose ()
3. Auséncia ()

4 . Otorréia ( ):

5. Otorragia ( ):

6. Corpo estranho ( ):

7.0utros ( ):

65.

Achados na membrana timpanica direita e esquerda:

1.0toscopia normal ()

2.Retracdo com hiperemia da membrana de Schrapnell ( )

3.Retracdo com hiperemia ao longo do cabo do martelo ( )

4.Retracdo com hiperemia da membrana de Schrapnell e ao longo do cabo do martelo ( )

5.Retracdo de toda membrana timpanica ( )
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6.Abaulamento da membrana timpanica ( )
7.Hiperemia da membrana timpéanica ( )
8.Evidéncia de liquido ou sangue na orelha média ( )

9.Perfuracdo da membrana timpanica ( ):
Percentual ( ):

Localizacdo ( ):

Outros achados da membrana timpanica:

N — OBSERVACOES DO MEDICO

66.
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APENDICE B

Texto em formato de artigo para posterior submissdo. As referéncias estdo incluidas
no topico “REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS” desta dissertacao.

HETEROGENEIDADE GENETICA DA SURDEZ EM CIDADE DO SERTAO
DA BAHIA - BRASIL
Gabrielle Novais Manzolil, Danniel Sann Dias da Silva2, Roberta Melo Calvoso
Paulonl, Iza Cristina Salles de Castro5, Luciene da Cruz Fernandes2,4, Kiyoko Abe-Sandesl,
2, Angelina Xavier Acostal, 3
1L aboratério Avancado de Saude Publica (LASP), Centro de Pesquisa Gongalo Moniz
(CPqGM), Fundacao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) — Bahia — Brasil
2Universidade do Estado da Bahia
3Faculdade de Medicina da Bahia da Universidade Federal da Bahia
4Unid&o Metropolitana de Educacédo e Cultura
5Universidade Federal da Bahia (UFBA)

Resumo

A surdez genética é heterogénea em sua base molecular, fenétipo e padrdo de heranca. Apesar
desta heterogeneidade, mutacdes no gene GJB2 sdo as principais causas de surdez genética,
especialmente entre aquelas com padrdo autossomico recessivo (MIM #220290). Neste
trabalho investigou-se a origem genética da deficiéncia auditiva (DA) em pacientes do
municipio de Monte Santo-BA. Oitenta e seis individuos com DA, correspondendo a 38
familias foram avaliados, responderam questionario clinico-epimediologico e forneceram
dados individuoais e familiares para analise genealdgica. Foram pesquisadas mutagBes no
gene GJB2, as delecdes (GJB6-1351830) e (GJB6-D13S1854), no gene GJB6 e a mutagdo
A1555G, no gene mitocondrial 12S rRNA. A investigacgéo foi iniciada pela mutagédo ¢.35delG
no gene GJB2, atraves de PCR-RFLP com a enzima BstNI, as amostras que ndo apresentaram
essa variante foram genotipadas por sequenciamento do éxon 2 do gene GBJ2. Cerca de 55%
dos individuos foram do sexo masculino, a idade média foi de 32 anos (variando de 2-70
anos), 33,9% dos individuos referiram-se como brancos, houve relato de consanguinidade
entre os pais em 52,1% dos casos, DA familial foi relatada em 92,8% dos casos, sendo
considerada pré-lingual em 90,9% e bilateral em 98,7%. Oito diferentes mutacdes foram
encontradas no gene GJB2. Cerca de 24% dos individuos, correspondendo a 8 familias, foram
homozigotos e 1 (1,2%) foi heterozigoto para mutagdo c.35delG. Em uma familia com 9
afetados foi encontrada a mutacdo p.R75Q no gene GJB2, que causa DA herdada com padrédo
dominante, em heterozigose, correspondendo a 14,8% dos pacientes analisados. Encontraram-
se ainda 4 mutagdes relatadas como polimorfismo sem efeito patogénico: p.V271, p.M34T, c.-
15C>T e ¢.*2C>T, a primeira foi encontrada em 5,8% e as trés ultimas em 1,2% dos
individuos e as mutagdes c.-22-12C>T (5,8%) e p.K168R (1,2%) sem patogenicidade
estabelecida. As mutagfes del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854) no gene GJBS,
A1555G no gene 12S rRNA néo foram detectadas nos pacientes estudados nesta amostra. Foi
confirmada etiologia genética em 35,8% dos pacientes e foi observada heterogeneidade
alélica e do padrdo de heranca. Provavelmente mutacbes em outros genes e/ou fatores
ambientais sdo responsaveis pelos outros casos de DA nessa populacgéo.

Palavras-chave: Surdez. Conexinas. Gene GJB2. ¢.35delG. p.R75Q. Gene GJB6.
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INTRODUCAO

Dados da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) mostram que cerca de 278 milhdes
de pessoas sofrem de deficiéncia auditiva (DA) incapacitante e que 70% dessas vivem em
paises de baixa renda (CZECHOWICZ et al., 2010). O censo demografico brasileiro de 2000
identificou neste periodo 5.735.099 individuos com DA no pais. Desses, 32,5% (1.861.687)
eram da regido nordeste, sendo 477.270 (25,6% dos casos do nordeste) da Bahia. Segundo
Petit (1996), a DA é o déficit sensorial mais comum, uma vez que em cada mil criancas uma
nasce com DA ou se torna afetado com DA profunda ou grave antes que a linguagem seja
adquirida, enquanto outras duas ou quatro criancas em cada mil se tornardo afetadas com DA
antes da vida adulta.

A DA pode ser classificada com base em diversos critérios, incluindo a gravidade
(leve ou de 20 a 39 dB, moderada ou de 40 a 69 dB, grave ou de 70 a 89 dB e profunda ou de
90 dB), idade de inicio (pré-lingual ou pds-lingual), e etiologia fisiolégica (SCHRIJVER,
2004). Segundo Lopes-Filho (1997), o tipo de DA esta relacionado ao segmento anatdmico
em que a lesdo esta situada, podendo assim ser classificada em deficiéncia auditiva condutiva,
causada por alteracGes na orelha externa e/ou média; deficiéncia auditiva neurossensorial,
causada por alteracdes na cdclea e/ou no nervo coclear, deficiéncia auditiva mista, causada
por alteragdes nos condutivos e neurossensoriais da mesma orelha, e deficiéncia auditiva
central, causada por alteracdes na via auditiva central.

A DA pode ocorrer devido a fatores ambientais, genéticos, ou decorrente da
combinacédo destes dois fatores. A presbiacusia (DA relacionada com a idade) é, geralmente,
considerada como multifatorial (MARRES, 1998). Em cerca de 60% a DA € hereditaria,
enquanto em 30% ¢é adquirida e em 10% a etiologia ndo é identificada. Entre os casos de
etiologia hereditéria as formas ndo-sindrémicas e sindrdbmica séo responsaveis por 70% e 30%
dos casos, respectivamente (BITNER-GLINDZICZ, 2002; VAN LAER et al., 2003). Até o
momento mutagcOes em cerca de 57 genes estdo descritas como associadas com DA de origem
genética (Harvard Medical School Center for Hereditary Deafness). Trinta e cinco genes
foram descritos como associados com DA ndo-sindrémica cujo padréo de heranca é recessivo,
22 associados com DA néo-sindrémica cujo padrdo de heranca é autossdmico dominante e 02
associados com DA ndo-sindromica cujo padrdo de heranca € ligado ao X (VAN CAMP &
SMITH, 2010). Apesar do grande nimero de genes e mutacdes associadas com DA genética
mutacdes no l6cus 13g11-q12 sdo uma das principais causas de DA hereditéria, especialmente
nos tipos recessivos (KELSELL et al., 1997; ESTIVILL et al., 1998; KENNESON et al.,
2002; MIM #220290; BALLANA et al., 2010). Os genes GJB2 e GJB6 sdo encontrados nesse
I6cus (DEL CASTILLO et al., 2002). O gene GJB2 codifica a proteina denominda conexina
26 (Cx26) (LEE et al., 1992) e 0 gene GJB6 codifica a proteina denominada conexina 30
(Cx30), esta apresenta 76% de identidade com a proteina Cx26 (GRIFA et al., 1999).

Até 0 momento cerca de 110 mutagdes foram descritas no gene GJB2 como associadas
com DA ndo-sindrdmica. Noventa e uma sdo associadas com DA herdada com padrdo
autossomico recessivo, 9 com padrdo autossomico dominante e 10 com padrdo de heranga
ainda ndo definido (BALLANA et al., 2010). Destas mutacdes a ¢.35delG, que compreende
uma mutacdo de ponto com a delecdo de uma base guanina na posicdo 35 da regido
codificante desse gene, é a mais comum entre 0s pacientes com DA ndo-sindrémica de padrédo
autossémico recessivo (PIATTO et al., 2005). Segundo Pfeilsticker et al. (2004), cerca de 26
a 30% dos individuos homozigotos para a mutacdo ¢.35delG terdo DA grave, enquanto outros
30 a 57% terdo DA profunda. Um estudo realizado por Gasparini et al. (2000) mostra elevada
freqiéncia de portadores da mutacdo c.35delG na maioria dos paises europeus. No Brasil,
Piatto et al (2005), avaliaram esta mesma mutagdo (c.35delG) em 223 recém-nascidos no
estado de S&o Paulo e identificaram 2,24% dos recém-nascidos com DA dessa muta¢do. Em
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outro rastreamento realizado em 620 neonatos também no estado de S& Paulo foi
determinada a freqliéncia de 0,97% de portadores da mutacao c.35delG (SARTORATO et al.,
2000). Nenhum estudo molecular em afetados com DA foi realizado na Bahia. No entanto,
analisou-se a mutacdo c.35delG em amostra de afro-descendentes, ndo afetados com DA, da
cidade de Salvador, que mostrou frequéncia de 1,0% de portadores da mutagcdo c.35delG
(OLIVEIRA et al., 2004).

Quando nenhuma mutacdo é encontrada no gene Cx26 ou em pacientes heterozigotos
para c.35delG, mutacGes no gene Cx30, pela sua estreita relacdo revelada para identidade
entre as proteinas e proximidade de sua localizagdo cromossémica com o gene GJB2, podem
ser consideradas como responsaveis por DA. A Cx26 e Cx30 podem formar canais
heterotdpicos dos conexons tendo, na coclea, a mesma distribuicdo celular. Portanto, as
hipdteses fisiopatologicas, em relacdo as deficiéncias auditivas associadas a Cx26 e Cx30, séo
semelhantes. Uma delecdo envolvendo o gene GJB6 denominada del (GJB6-D13S1830) -
delecdo de 309pb - é, dentre as mutacGes que envolvem as conexinas, a segunda mutacdo
mais freqliente em individuos com DA genética ndo-sindrébmica em algumas populacdes
(DEL CASTILLO et al., 2002). Segundo del Castillo et al. (2003), esta mutacdo é muito
comum em afetados com DA néo-sindromica da Espanha, Franca, Israel, Reino Unido e
Brasil. Individuos homozigotos para essa delecdo, assim como os heterozigotos associados a
ocorréncia de um alelo mutante do gene GJB2, sdo afetados com DA hereditaria grave a
profunda (NAJMABADI, et al., 2002).

Segundo del Castillo et al. (2005), outra delecdo envolvendo o gene GJB6,
denominada del (GJB6-D13S1854), correspondendo a delecdo de 232pb, também é frequente
em individuos com DA néo-sindrémica de alguns paises, como € o caso da Itélia, Inglaterra e
Brasil.

Mutaces no DNA mitocondrial também tém sido associadas tanto com DA
sindrdmica quanto com DA nao-sindromica (FISCHEL-GHODSIAN, 1999; VAN CAMP &
SMITH, 2000). O primeiro estudo para associar muta¢des mitocondriais e DA genética nao-
sindrémica identificou a mutacdo A1555G no gene mitocondrial 12S rRNA. Tal identificacdo
permitiu classificar esta variagdo de DA como padrédo de heranca materno. Estudos realizados
no Brasil também evidenciam a contribuicdo dessa mutacdo para os casos de DA genética
ndo-sindrdmica no pais (FAGUNDES et al, 2005).

O municipio de Monte Santo, localizado no sertdo do estado da Bahia — Brasil, possui,
aproximadamente, 56.938 habitantes (IBGE, 2000). Neste municipio observa-se grande
nimero de casos de DA com recorréncia familiar, levando a acreditar em possivel causa
genética dos casos de DA deste municipio.

O objetivo deste trabalho foi investigar etiologia genética da DA através da analise de
mutacdes nos genes GJB2, GJB6 e 12Sr RNA (mtDNA), entre os pacientes de Monte Santo-
Bahia-Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Oitenta e quatro individuos com queixa de deficiéncia auditiva (DA) do municipio de
Monte Santo-Bahia-Brasil foram incluidos no presente estudo entre os anos de 2008 e 2010.
Esses pacientes correspondem a 38 familias, 63 nucleos familiares (pai, mée e filhos).

O recrutamento dos pacientes foi realizado com auxilio dos agentes comunitarios de
saude (ACS) do municipio, bem como por informacéo direta do grupo de pesquisa durante
viagens de campo. Os agentes comunitarios foram orientados para informarem sobre o projeto
aos familiares de individuos com DA, tanto na sede como nos povoados, principalmente aos
gue possuiam DA congénita e ndo desenvolveram a fala e/ou aos que possuiam DA recorrente
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na familia. Os pacientes foram triados através de avaliacdo otorrinolaringoldgica, para
investigacdo de possiveis etiologias ambientais ou sinais e caracteristicas clinicas associadas
com DA, e por avaliagdo audiologica, para caracterizar a DA. Além dessas avaliagdes foram
obtidos dados genealdgicos e aplicado questionario para a obtencdo de dados demograficos,
historia familiar e clinica de cada paciente.

Foram considerados como critério de inclusdo: 1) Paciente com queixa de DA sem
associacao aparente com sindrome; 2) Pacientes naturais ou que residissem em Monte Santo-
BA; 3) Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo paciente ou responsavel.
Foram considerados como critério de exclusdo: 1) Pacientes com sinais ou caracteristicas
clinicas que pudessem estar associadas com DA sindroémica; 2) Pacientes que ndo residissem
em Monte Santo-BA; 3) Consentimento informado ndo assinado pelo paciente ou
responsavel.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa
Goncgalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqGM/FIOCRUZ) através do parecer N°
182/2008. Todos os responsaveis pelos pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

Para a caracterizacdo demografica e clinica dos pacientes, bem como, para
comparagdo entre 0 grupo com mutacdo e o grupo sem mutacdo foi considerado o total de
individuos incluidos no estudo. Para célculo de freqliéncia genotipica e alélica utilizou-se
também o total de individuos por nucleo familiar (apenas um individuo com DA por nucleo) e
total de individuos por familia (um paciente com mutagdo por familia).

Anélise molecular

O DNA foi extraido dos leucdcitos obtidos das amostras de sangue periférico por
técnicas de extracdo salina adaptadas de LAHIRI & NURNBERGER (1991) ou MILLER et
al. (1988) e estocado a -20°C no Laboratério Avancado de Salde Pdblica
(LASP)/CPqGM/FIOCRUZ-BA.

Investigou-se mutagdes no gene GJB2, as dele¢des (GJB6-13S1830) e (GJB6-D13S1854), no

gene GJB6 e a mutacdo A1555G, no gene mitocondrial 12Sr RNA. A investigacdo foi
iniciada pela mutacdo ¢.35delG no gene GJB2, através de PCR-RFLP com a enzima BstNI,
as amostras que nao apresentaram essa variante foram avaliadas para as demais mutacdes e
em seguida, sequenciou-se 0 éxon 2 do gene GJB2.

Para andlise da mutacdo c¢.35delG utilizou-se  Primer F. 5 -
TCTTTTCCAGAGCAAACCGC- 3’ e Primer R: 5 -
GCTGGTGGAGTGTTTGTTCACACCCGC — 3* (SCOTT et al.,1998; WILCOX et al.,
2000). Para mutacdes del (GJB6-13S1830) e del (GJB6-D13S1854) realizou-se ensaio
multiplex segundo del Castillo et al. (2005), para mutagdo A1555G no gene 12Sr RNA:
Primer F 5- AGAAATGGGCTACATTTTCTACCC-3> ¢ Primer R - 5-
GTTCGTCCAAGTGCACCTTCCA-3’ (TOTH, 2003) e para analise do éxon 2 do gene
GJB2 utilizou-se primer desenhados e condi¢cdes de reacdo cedidos pelo Laboratério de
Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) —
UNICAMP.,

Utilizou-se nomenclatuta segundo den Dunnen & Antonarakis (2000) para descrever
mutacdes encontradas neste estudo. Como referéncia gendmica utilizaram-se as sequéncias
NG _008358.1 e NT_024524.14, como referéncia da regido codificante utilizou-se a sequéncia
NM_004004.5 e como referéncia protéica utilizou-se a sequéncia NP_003995.2, todas
armazenadas no NCBI. Utilizou-se na primeira citagdo das muta¢des a nomenclatura com
base na sequéncia codificante (para a mutacéo correspondente a delecdo de uma guanina entre
os nucleotideos 30 e 35 da regido codificante do éxon 2 e para as substituicdes nas regides
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intrébnicas, 5’UTR e 3'UTR) ou na seqiéncia protéica seguida, entre parénteses, pela
nomenclatura utilizada frequentemente nas publicacfes da area. Nas citagbes seguintes
utilizou-se apenas a nomenclatura proposta por den Dunnen & Antonarakis (2000) baseada na
sequéncia da regido codificante ou protéica como descrito anteriormente.

Anélise estatistica

Para andlise das freqtiéncias alélicas e genotipicas considerou-se apenas um individuo
com mutacdo por nucleo familiar. Essas frequéncias foram calculadas através de contagem
direta dos alelos. O teste de X? ou o teste exato de Fisher foi utilizado para testar as diferencas
entre 0s grupos.

RESULTADOS

Caracterizacdo da Amostra

Dos pacientes incluidos no estudo 54,8% foram do sexo masculino. A
autodenominacdo de cor/raca branca foi relatada em 33,9% dos casos enquanto 66,1%
autodenominaram-se mulatos. A média de idade dos participantes foi de 32 anos (variando de
2 — 70 anos), estando a maioria (27,4%) na faixa dos 40 anos (31 — 40 anos).

A partir das genealogias obtidas, observou-se total de 1.585 individuos, desse total 166
possuem DA, porém 82, dos quais 70 também residem no municipio de Monte Santo, foram
referidos por familiares, mas ndo foram incluidos no presente estudo, pois ndo foram
encaminhados ao projeto, bem como, ndo foram identificados durante viagens de campo.

Houve relato de outros casos de DA em 86,5% das familias para as quais essa
informacdo estava disponivel. Uma familia ndo soube relatar se havia outro caso de DA na
familia e, portanto, ndo foi considerada para esse calculo. Em 5 familias (13,5%) ndo houve
relato de recorréncia da DA.

Em relacdo a caracterizacdo da DA observou-se que a DA ocorreu bilateralmente em
98,7% dos pacientes. Os pacientes avaliados audiologicamente possuiam DA com padrdo
sugestivo de DA neurossensorial. A maioria ndo possuia alteracdes nas orelhas externa e
média, 89,4%, e possuiam DA profunda, 83,3%. Sendo que 90,9% dos casos foram relatados
como DA pre-lingual. Neste grupo a idade variou de 6 a 70 anos (média 33 anos). A idade
média de percepcdo da DA entre os casos relatados como pré-linguais foi de 30,6 meses (2
anos e 6 meses) e variou de 1 més a 12 anos. Entre os 6 casos pés-linguais a idade variou de
31 a 62 anos (média de 44 anos). Nesse grupo em relacdo aos possiveis fatores ambientes
associados com DA observou-se relato de exposicdo a ruido em 16,7% e de doengas
infecciosas (rubéola e sarampo) em todos os casos pos-linguais, sendo que em 16,7% desses
houve relato de meningite e em 83,3% houve relato de sarampo. Apenas 18,6% dos pacientes
tiveram acompanhamento médico especializado anterior ao periodo de inclusdo no projeto. Os
casos de DA incluidos neste trabalho possuem padrdo de heranga predominantemente
autossomico recessivo. A Unica excecdo foi o caso da familia N° 9 (Figura 1) onde se
observou DA herdada com padréo autossémico dominante.
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FIGURA 1: Heredograma da familia N° 10 com individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco.

Investigacdo molecular

A mutacdo c¢.35delG no gene GJB2 foi encontrada em 25,0% pacientes,
correspondendo a 9 familias. Em 23,8% dos individuos, 8 familias, encontrou-se genétipo
homozigoto para mutacdo c.35delG enquanto em 1,2% encontrou-se genotipo heterozigoto
(Tabela 1).

Para célculo da freqliéncia alélica, como individuos aparentados foram incluidos no
estudo e os artigos da area normalmente incluem apenas individuos ndo aparentados, utilizou-
se 0 numero de nucleo familiar que corresponde a 63 individuos e 126 alelos. Desta forma, a
frequéncia do alelo com a mutagéo ¢.35delG, entre os afetados, foi de 23,0% (Tabela 2).

As delecbes (GJB6-13S1830) e (GJB6-D13S1854), no gene GJB6, e a mutagdo
A1555G, no gene mitocondrial 12S rRNA, ndo foram observadas nas amostras do presente
estudo.

Alem da mutacdo c¢.35delG, encontrou-se no éxon 2 do gene GJB2 outras sete
diferentes mutacdes. Em uma familia com 9 afetados encontrou-se a mutacdo p.R75Q (R75Q
ou Arg75GIn) em heterozigose correspondendo a 14,8% dos afetados analisados. Encontrou-
se ainda 23,0% dos individuos com outras mutacdes no éxon 2 do gene GJB2. Quatro delas -
c.-15C>T (-15C>T), p.V271 (V271 ou p.Val27lle), p.M34T (M34T ou p.Met34Thr) e
c.*1C>T (682C>T) — sao descritas como polimorfismos (BALLANA et al., 2010) e as
mutacdo c.-22-12C>T (IVS1-12C>T) e p.K168R (K168R ou p.Lys168Arg) cuja
patogenicidade ainda ndo esta definida (ROUX et al.,, 2004; BALLANA et al., 2010;
BATISSOCO et al., 2009; DINH et al., 2009). Informacgdes sobre algumas dessas mutagdes
estdo disponiveis no banco de SNP do NCBI.

Com a analise do éxon 2 do gene GJB2 observou-se 11 diferentes genotipos (Tabela
1). Dois desses, c.35delG em homozigose e p.R75Q em heterozigose, conhecidamente
associados com DA genética, confirmando-se, assim, etiologia genética da DA em 35,8% dos
individuos analisados.

Os alelos mutantes mais frequentes na amostra foram ¢.35delG com 24,4% e p.R75Q
com 7,4%, seguidos dos alelos c.-22-12C>T e p.V271, ambos com freqiiéncia igual a 4,1%.
Os demais alelos tiveram cada um frequéncia alélica igual a 0,8% (Tabela 2).
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TABELA 1: Descrigdo dos gendtipos com respectivos nimeros de individuos com DA
genotipados e frequéncias (%) na amostra.

N*

Genotipo Disponivel para anélise Frequéncia dos genotipos (%)

Patogénico

c.35delG / ¢.35delG 84 23,8
p.R75Q / + 61 14,8
N&o Patogénico

+/+ 81 53,1
€.-22-12C>T [ + 61 6,6
€.-22-12C>T / p.V271 61 1,6
c-15C>T/+ 61 1,6
.35delG / + 84 1,2
p.V27l/ + 61 6,6
p.M34T / + 61 1,6
p.K168R / + 61 1,6
C*¥1C>T/ + 61 1,6

+: Alelo selvagem; * O nimero de pacientes variou para os diferentes gendtipos,
pois algumas amostras ndo foram analisadas por sequienciamento.

TABELA 2: Frequéncias alélicas das mutagdes analisadas em individuos com DA de Monte
Santo-BA.

Frequéncia do alelo

Mutacédo / Gene mutante (%)
Patogénica
¢.35delG / GJB2 24,4
p.R75Q / GJB2 7,4
del (GJB6-13S1830) / GJB6 0,0
del (GJB6-D13S1854) / GJB6 0,0
A1555G / 12SrRNA 0,0
Nao patogénica
c.-15C>T / GJB2 0,8
p.Vv271/GJB2 4,1
¢.*1C>T ou 682C>T / GJB2 0,8
p.M34T / GJB2 0,8
Patogenicidade ndo estabelecida
c.-22-12C>T / GJB2 4,1

p.K168R / GJB2 0,8
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DISCUSSAO

Mutacdes no locus DFBNL1, principalmente no gene GJB2, que codifica a Cx26, sdo
implicadas como uma das principais causas de DA hereditaria, especialmente nos tipos
recessivos (KELSELL et al., 1997; ESTIVILL et al., 1998; KENNESON et al., 2002; MIM
#220290; BALLANA et al., 2010). A DA causada por mutacdes nesse locus, é geralmente
pré-lingual (JANECKE et al., 2002). No presente trabalho apesar de ndo terem sido
selecionados apenas casos de DA pré-lingual, a maior parte dos casos 90,9% foi de DA
relatada como pré-lingual. Foram investigadas mutacGes nesse lI6cus: mutacdo c¢.35delG e
outras mutacdes que ocorrem no éxon 2 do gene GJB2, bem como duas mutacGes que
envolvem o gene GJB6, del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854). Apesar de ndo ter
sido identificado evidéncia de DA com padrdo de heranca materna entre as familias do
presente estudo, foi incluida investigacdo da mutacdo A1555G, no gene 12S rRNA. Abreu-
Silva et al. (2006) ao analisar amostras de pacientes de Sdo Paulo-Brasil observou a presenca
dessa em um caso cujo padrdo de heranca era sugestivo de heranca autossomica recessiva e
em um caso de DA isolada.

A amostra estudada foi composta por casos de ocorréncia esporadica e familial, pré-
linguais e pds-linguais, com ou sem relato de doencas infecciosas associadas com DA e foi
composta também por individuos de diferentes faixas etarias. Ndo foram incluidos pacientes
com DA associada a sindromes. Neste estudo 79,5% dos casos relataram algum tipo de
doenca infecciosa como meningite, caxumba, sarampo, infeccdes das vias aéreas superiores
(IVAS), catapora ou rubéola. Batissoco et al. (2009), também incluiram os casos com fatores
ambientais na amostra estudada e relatam que, apesar da diferenca no critério de selecdo da
amostra, seus resultados ndo diferiram dos resultados do trabalho realizado por Oliveira et al.
(2007). Relato de algum tipo de doenga infecciosa que pode estar associada com causa de DA
foi observada em 66,7% dos pacientes com mutacdo c.35delG, desta forma, demonstramos
que relato de doencas infecciosas ndo deve ser critério para exclusdo de casos na investigacao
genética como causa de DA.

Os estudos que investigam a etiologia genética da DA costumam incluir nas suas
amostras apenas individuos ndo aparentados (MURGIA et al., 1999; ROUX et al., 2004;
XIAO & XIE, 2004; MARLIN et al., 2005; MEDICA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007,
BAYSAL et al., 2008; BONYADI et al., 2009; BATISSOCO et al., 2009; DAI et al., 2009;
AL-QAHTANI et al., 2010). Neste estudo foram incluidos individuos aparentados bem como
individuos ndo aparentados, desta forma, para fins de comparacdo com demais estudos, sera
considerado apenas um individuo por nucleo familiar, sendo um total de 63 individuos e 126
alelos. Desses individuos considerados para analise genotipica 14 possuiam genotipo
homozigoto para mutacdo ¢.35delG e ndo foram sequenciados para verificar a presenca de
outras mutagBes no éxon 2 do gene GJB2, além disso 2 no caso de dois individuos essa
analise também néo foi realizada devido a qualidade das amostras. Sendo assim para 0s
calculos referentes as mutacOes identificadas por sequenciamento foram considerados 47
individuos correspondendo a 94 alelos.

Em relacdo a mutacdo c.35delG os resultados do presente estudo mostraram que a
freqiiéncia de individuos homozigotos foi igual a 22,2% e assemelha-se ao encontrado em
estudo realizado na Croéacia, onde Medica et al. (2005) observaram 25,4% de afetados, com
DA né&o-sindromica pré-lingual, homozigotos para mutacdo c.35delG. No entanto, foi menor
gue o observado em estudo realizado na Italia, onde Murgia et al. (1999) encontrou esse
gendtipo em 30,2% dos afetados, e maior que estudos realizados no Brasil bem como em
outros paises/localidades como Ird, Franca, Republica de Altai, Turquia, China, Reino da
Arabia Saudita e Italia, nesse caso em estudo realizado no norte do pais (ROUX et al., 2004;
XIAO & XIE, 2004; POSUKH et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; BAYSAL et al., 2008;
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BATISSOCO et al., 2009; BONYADI et al., 2009; DAI et al., 2009; PRIMIGNANI et al.,
2009; AL-QAHTANI et al., 2010) (Tabela 3).

A freqiéncia do alelo c.35delG encontrada no presente trabalho (23,0%) foi
semelhante a encontrada em estudo realizado no Brasil (20,3%) e no Ira (18,2%), menor que a
encontrada em estudo realizado na Croacia (29,4%) e maior que a encontrada em outro estudo
brasileiro (9,8%) e em estudos realizados em outros paises como Franca (11,9%) e Turquia
(6,8%) (ROUX et al.; 2004; MEDICA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; BAYSAL et al.,
2008; BATISSOCO et al., 2009; BONYADI et al., 2009).

TABELA 3: Frequéncia do gen6tipo homozigoto para mutagdo c.35delG em individuos com DA em
diferentes populacbes

Frequéncia
Localidade Genotipica Referéncia
HMM(%)
Monte Santo - BA/Brasil 23,0 Presente estudo
Séo Paulo - SP/Brasil 7,3 BATISSOCO et al., 2009
Brasil 14,0 OLIVEIRA et al., 2007
Brasil 3,0 OLIVEIRA et al., 2007
Franca 6,3 ROUX et al., 2004
Italia 30,2 MURGIA et al., 1999
Italia (norte) 16,9 PRIMIGNANI et al., 2009
Croécia 25,4 MEDICA et al., 2005
Republica de Altai (todos russos) 9,2 POSUKH et al., 2005
Turquia 5,3 BAYSAL et al., 2008
Ir (noroeste; povo trco do 15,3 BONYADI et al., 2009
Azerbaijdo)
China 0,8 XIAO & XIE, 2004
China 0,1 DAl et al., 2009
Reino da Arabia Saudita 6,4 AL-QAHTANI et al., 2010

*Individuos com a mutacdo e que ndo fazem parte da mesma familia; **N&o descreveu se 0s
individuos incluidos no respectivo estudo sdo relacionados.

A freqiiéncia alélica encontrada no presente trabalho pode indicar certa
homogeneidade dos casos de DA genética no municipio de Monte Santo-BA, com destaque
para elevada recorréncia da DA nas familias com a mutacédo c.35delG.

A diferenca entre a freqiéncia de homozigotos para muta¢do c¢.35delG do estudo
realizado na Italia, onde a freqiiéncia de homozigotos com a mutacdo foi maior que a
encontrada neste trabalho, e dos estudos realizados em outras localidades como S&o Paulo-
Brasil, Franca, Milwaukee-WI/Estados Unidos, Republica de Altai (todos russos), Turquia,
China e Reino da Arabia Saudita, onde a freqliéncia foi menor que a encontrada neste estudo,
poder ter ocorrido devido a composi¢cdo genética da populacdo. Essa diferenca poderia ser
explicada por efeito fundador. Van Laer et al. (2001) encontraram evidéncias de que a alta
frequéncia do alelo ¢.35delG no gene GJB2 na populacdo branca é resultado de efeito
fundador. Gasparini et al. (2000) e sugerem origem Unica para mutacdo c.35delG na Europa
ou no Médio Oriente.

Estudos da populagdo de Portugal, da Itdlia e da Espanha, trés populagdes que
contribuiram significativamente para a miscigenacdo da Bahia, mostraram alto indice de
alelos com a mutagéo c¢.35delG. Em Portugal, a frequéncia de portadores desta mutacdo em
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amostra populacional foi de 1/45 (4/179), na Espanha foi de 1/40 (5/200) e na Italia de 1/32
(8/255) (GASPARINI et al., 2000). A elevada frequéncia do alelo ¢.35delG nos estudos da
Itdlia e da Croécia poderia ser explicada por efeito fundador com o alelo introduzido e se
mantendo nesses lugares ha muitas geragdes, enquanto, a baixa freqtiéncia desse alelo nas
amostras dos estudos realizados em localidade como Milwaukee-WI/Estados Unidos,
Republica de Altai (todos russos), Turquia, Ird (turcos do Azerbaijdo), China e Reino da
Arédbia Saudita pode representar a introdugdo recente desse alelo na populacdo ou a sub-
estruturacdo da populacdo dessas localidades através de casamentos preferenciais entre
nativos.

Provavelmente a mutacdo c.35delG também foi introduzida recentemente em Monte
Santo-BA, no entanto, a frequéncia dessa mutacdo pode ser maior que a encontrada nesses
paises pela homogeneidade da populacdo de Monte Santo ocasionada por endocruzamento e
endogamia. Na amostra do presente estudo observou-se relato de consanguinidade entre os
pais de 52,1% dos pacientes. Além disso, relatos de casamentos consanguineos em Monte
Santo tém sido observados em outros trabalhos do grupo (AMORIM et al., 2007).

A predominancia de pacientes classificados como brancos com genétipo homozigoto
para a mutacdo c.35delG encontrada neste trabalho era esperada, pois segundo Green et al.
(1999), esta mutacdo € mais fregiiente em caucasianos. Desta forma, a mutacéo c¢.35delG pode
ocorrer na regido de Monte Santo devido a efeito fundador de colonizadores de origem
européia ou de seus descendentes. No entanto, estudo de ancestralidade genémica €
necessario para verificar a contribuicdo da ancestralidade européia nos pacientes com
¢.35delG desse municipio.

Heterogeneidade genética em pacientes com DA genética com padrdo autossémico
recessivo provenientes de familia com casos de consanguinidade foi observado por Lezirovitz
et al. (2008). No presente trabalho também se encontrou casos familiais (familia N° 17 e N°
41) de DA com heterogeneidade. Nos casos do presente estudo encontrou-se a mutacdo
c.35delG em alguns individuos, mas ndo se encontrou a mutacdo responsavel pela DA nos
outros integrantes dessas familias. Como observado no presente estudo, onde 35,8% dos 81
afetados analise molecular completa possui DA genética causada por mutacdes no éxon 2 do
gene GJB2, a DA no municipio de Monte Santo é heterogénea. Considerando o elevado
namero (92,8%) de relato de DA familial, provavelmente os demais casos de DA nesse
municipio podem ser genéticos e possuir mutacdes em outros genes. A heterogeneidade da
DA nas familias N° 17 e N° 41 pode ser explicada por endocruzamento da populacéo e
manutencdo dos alelos com mutagdes associadas com DA - mutacdo c.35delG e outra(s)
possivel(eis) mutacdo(fes) ndo identificada(s) no presente estudo - por endogamia nessas
familias durante muitas geracdes.

As mutacdes del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854) no gene GJB6 e a
mutacdo mitocondrial A1555G, no gene 12S rRNA néo foram encontras no presente trabalho
diferentemente de outros estudos brasileiros. No Brasil Piatto et al. (2004) encontraram quatro
heterozigotos para a mutagédo c.35delG sendo a mutagédo del (GJB6-D13S1830) detectada em
um destes heterozigotos, representando 25% dos heterozigotos para a mutacdo c.35delG,
Batissoco et al. (2009) encontraram a del (GJB6-D135S1830) em heterozigose com a mutacéo
c.35delG em 3 das 300 amostras analisadas e Oliveira et al. (2007) ao analisar 645 individuos
com DA encontram cada uma das mutacdes del (GJB6-D13S1830) e del (GJB6-D13S1854)
em cinco amostras. Essas duas delegdes sdo encontradas no locus DFNBL1 e, como citado
anteriormente, a DA causada por mutagdes nesse locus, € geralmente pré-lingual (OLIVEIRA
et al., 2007). Nas amostras do presente estudo 90,9% dos casos foram relatados como pré-
linguais e, portanto, essas mutagGes poderiam estar contribuindo com os casos de DA em
Monte Santo-BA.
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Em relacdo a mutacdo A1555G, no gene 12S rRNA, apesar dessa mutacao ndo ter sido
encontrada na amostras do presente estudo, foi encontrada em outras amostras brasileiras.
Abreu-Silva et al. (2006) ao analisar amostras de pacientes de Sdo Paulo-Brasil observou a
presenca da mutacdo A1555G, no gene 12Sr RNA, em um caso cujo padrdo de heranca era
sugestivo de heranga autossdmica recessiva. Oliveira et al. (2007) ao analisar 645 amostras de
individuos com DA de origem brasileira encontraram essa mutacdo em amostras de trés
individuos com DA profunda e relato de tratamento com aminoglicosideos. Apesar dos
individuos avaliados por Oliveira et al. (2007) possuirem essa mutacdo associada com relato
de tratamento com aminoglicosideos, alguns estudos relatam DA causada por essa mutacao
em casos sem essa exposicao, ressaltando que nesses pacientes essa mutacdo conduz a um
fendtipo que varia de DA severa a moderada ou até mesmo a audi¢do aparentemente normal
(PREZANT et al., 1993; ESTIVILL et al., 1998).

A mutacgdo p.R75Q encontrada na familia N° 10 é responsavel pela DA cujo padréo de
heranca € autossdmico dominante. No presente estudo, o padréo autossdémico foi corroborado
pelo fato da familia ndo relatar consanguinidade. Essa mutacdo também tem sido descrita em
casos de DA associados com queratodermia palmoplantar (UYGUNER et al., 2002;
FELDMANN et al., 2005), sendo relatada em uma familia da Turquia (UYGUNER et al.,
2002), duas familias francesas (FELDMANN et al., 2005), uma familia de origem russa
(POSUKH et al., 2005) e em um paciente dos 207 analisados por Oliveira et al. (2007) no
Brasil. Os pacientes incluidos no presente estudo precisardao ser melhor avaliados
clinicamente para confirmar se a DA neste caso é isolada ou sindrémica.

Informacdes sobre algumas das mutacdes encontradas na analise do éxon 2 do gene
GJB2 estdo disponiveis no banco de SNP do NCBI (Quadro 3). Entre as informacdes
encontradas nesse banco estdo descricbes das frequéncias genotipica e alélica para as
mutagdes c.-22-12C>T, ¢.-15C>T, p.V271 e p.M34T (Tabela 9) em diferentes populacdes,
estas informac6es demonstram que estas mutacdes sdo relativamente freqlientes em diferentes
populagdes. As mutacbes p.V271, p.M34T, c.-15C>T e ¢.*2C>T (682C>T) no gene GJB2,
descritas como ndo patogénicas e como polimorfismos, também foram encontradas em outros
trabalhos realizados com pacientes com DA do Brasil, dos Estados Unidos, da Franca, em
afro-americanos e hispano-caribenhos, iranianos, chineses (CHALESHTORI et al., 2004;
ERBE et al., 2004; ROUX et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; SAMANICH et al., 2007;
BATISSOCO et al., 2009; BONYADI et al., 2009; DAI et al., 2009).

A mutagdo c.-22-12C>T (IVS1-12C>T) foi descrita por Roux et al. (2004) como
mutacdo nova com efeito patogénico desconhecido, no entanto, relataram que segundo
programas de predicdo de splicing esta mutacéo deveria ser silenciosa. Eles destacam também
que esta mutacdo foi encontrada em homozigose em um paciente de Guadalupe que possuia
também a mutacdo -34T>C no gene GJB2em um dos cromossomos. Esta mutacdo esta
descrita no “The Connexin-Deafness Homepage” (BALLANA et al., 2010) como mutagao
cujo efeito patogénico é desconhecido. No presente trabalho a mutacdo c.-22-12C>T foi
encontrada em 5 pacientes com fendtipos diferentes. Um paciente foi avaliado por
otorrinolaringologista e apresentou perfuragdo da membrana timpanica (indicio de DA
ambiental), estabelece comunicacédo atraves da linguagem oral e é heterozigoto composto para
a mutacdo p.V271. Outros 3 pacientes conseguem escutar sons de voz, quando alta ou
préximo a orelha, e 2 relataram dor na orelha.

A mutagdo p.K168R foi descrita recentemente e seu efeito em relagdo a
patogenicidade ainda nao esta definido (OLIVEIRA et al., 2007; BATISSOCO et al., 2009).
Batissoco et al. (2009) ao analisarem 300 individuos com DA aparentemente ndo-sindrémica
encontrou 2 individuos heterozigotos para esta mutacdo. Analisou ainda 50 amostras de
brasileiros descendentes de europeus e 50 amostras de afro-brasileiros, ndo havendo presenca
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da mutacdo. A analise em software especifico para determinar o possivel efeito desta mutacao
no fenotipo mostrou que pode se tratar de uma variante ndo patogénica.

Neste trabalho encontrou-se elevado numero (79,5%) de pacientes com relatos de
doencas infecciosas associadas com DA, no entanto, ndo foram coletados dados de individuos
sem DA e ndo foi possivel verificar o quanto o relato dessas doengas estdo associadas ou nao
com a DA em Monte Santo-BA. Portanto, ndo se pode descartar que essas doengas estejam
associadas com alguns dos casos de DA em Monte Santo. Apesar do relato de fatores
ambientais ndo se pode desconsiderar que a DA na amostra do presente trabalho seja
predominantemente de origem genética uma vez que 92,8% dos casos foram relatados como
casos familiais, diferente do que foi encontrado por Silva et al. (2006). No entanto, pelo
observado apenas 35,8% dos casos de DA da amostra do presente estudo séo causados por
mutacdes no éxon 2 do gene GJB2. Desta forma, possivelmente, mutacbes em outros genes
estéo contribuindo na determinagdo da DA em Monte Santo-BA.

O presente estudo reforca também a importancia destacada por estudos brasileiros da
investigacdo de mutacdes no gene GJB2 para confirmacdo da etiologia da DA (OLIVEIRA et
al., 2002; PIATTO et al.,, 2004; OLIVEIRA et al., 2007; BATISSOCO et al., 2009;
CORDEIRO-SILVA et al., 2010).

CONCLUSAO

A DA encontrada na amostra do presente estudo foi predominantemente familial e
com padrdo de heranca autossomico recessivo. No entanto, uma familia exibiu padrdo
autossdmico dominante, reforcando a heterogeneidade genética da surdez. Duas mutacdes,
¢.35delG e p.R75Q, no éxon 2 do gene GJB2 contribuiram com a maioria dos casos de DA na
amostra estudada. Outras seis mutacbes no éxon 2 do gene GJB2 foram encontradas na
amostra, sendo quatro conhecidas como ndo patogénicas e duas cuja patogenicidade é
desconhecida. As mutagdes del (GJB6-1351830) e del (GJB6-D13S1854) no gene GJBS,
A1555G no gene 12S rRNA ndo foram detectadas nos pacientes estudados nesta amostra. No
grupo com mutacdo ¢.35delG observou-se maior nimero de pacientes que se autodenomiram
e/ou foram classificados fenotipicamente como brancos do que o observado no grupo sem
essa mutacdo. A etiologia genética contribuiu de forma importante, o que ficou evidenciado
pelo numero de afetados com mutacdes patogénicas no gene GJB2 e numero de relato de
deficiéncia auditiva familial.
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APENDICE C

Descricao dos casos de DA por familias incluidas no estudo.

B N° p,acientes Ne° E)agiente,s referidos Total de individuos
Familia incluidos neste N&o incluidos neste
estudo estudo com DA
01 07 06 13
02 01 10 11
03 02 03 05
04 04 03 07
05 05 03 08
06 07 06 13
09 05 00 05
10 10 08 18
12 01 02 03
13 01 02 03
14 02 02 04
15 01 01 02
16 01 01 02
17 06 04 10
18 02 03 05
19 01 01 02
20 01 00 01
21 03 00 03
22 01 02 03
23 02 01 03
24 02 00 02
25 01 00 01
26 01 00 01
27 01 01 02

28 02 00 02
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Continuagdo: APENDICE C - Descrigdo dos casos de DA por familias incluidas no estudo

N° pacientes N° pacientes referidos T e
Familia incluidos neste N&o incluidos neste otal de individuos
estudo estudo com DA
29 01 00 01
30 01 01 02
32 01 01 02
33 01 02 03
34 01 00 01
39 01 01 02
41 04 00 04
42 01 04 05
44 01 02 03
45 01 02 03
46 01 07 08
47 01 00 01
48 01 03 04

Total 86 82 168
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APENDICE D

Descri¢do dos individuos com e sem DA integrantes das familias incluidas neste
estudo que residem em outras cidades da Bahia ou de outros estados.

Eamilias N° individuos com DA em N° familiares em outras N° familiares em outros
outras cidades cidades baianas estados brasileiros
01 04? 01° 38?
03 00 01¢ 00
04 03? 10° 29°
05 01° 15" 40°
06 00 3¢ 22P
09 00 00 03?
10 00 04" 08¢
12 02? 00 13°
14 00 01¢ 06°
15 01° 01° 00
17 012 11' 07"
19 00 04} 032
20 00 01¥ 02°
21 00 12! 00
23 00 00 05°
25 00 00 01?
27 00 00 05°
29 00 00 02°
41 00 o1m 02?
42 00 01" 142
44 00 00 02°

2330 Paulo; "Tucano; °Euclides da Cunha; dCansan(;:?lo; °01 de Senhor do Bonfim e 9 de Cansancéo;
'01 de Barreiras, 01 de Cansangdo, 01 de Castro Alves, 10 de Canudos, 01 de Uaua e 01 de Valente;
902 de Uaué e 01 de Salvador; "02 de Cansancéo, 01 de Euclides da Cunha e 01 de Angico; '09 de
Euclides da Cunha, 01 de Cansancgdo, 01 de Senhor do Bonfim; ‘01 de Senhor do Bonfim; 01 de
Canudos, 01 de Luiz Eduardo Magalhdes e 01 de Serrinha; 01 de Salvador; '12 de Jitirama; ™01 de
Feira de Santana; "02 de Parand, 01 de Rio de Janeiro; 36 de Sdo Paulo e 01 de Mato Grosso; °04 de
Pernambuco e 18 de Sdo Paulo; %02 de Paraiba e 06 de S&o Paulo; '01 de Rio de Janeiro e 06 de S&o
Paulo.
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APENDICE E
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FIGURA 10: Heredograma da familia N° 41 com os individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco.
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FIGURA 11: Heredograma da familia N° 18 com os individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco.
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APENDICE F

—
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FIGURA 12: Heredograma da familia N° 09 com individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco e individuo com presbiacusia na cor cinza.
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FIGURA 13: Heredograma da familia N° 23 com individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco e individuo com presbiacusia na cor cinza.
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APENDICE G
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FIGURA 14: Heredograma da familia N° 02 com individuos incluidos no estudo indicados por
asterisco.
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FIGURA 15: Heredograma da familia N° 29 com individuos incluidos no estudo indicados por

asterisco.
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Projeto de Pesquisa: "Genética no Sertio: Ancestralidade e Bases Moleculares de Doencas Genéticas
na Regido de Monte Santo-BA".

Pesquisadora Responsével: Dr* Angelina Xavier Acosta
Instituicdo ou Departamento: LASP/CPqGM-FIOCRUZ
Consideragdes:

Ap6s anélise ética do projeto e realizagéo dos esclarecimentos solicitados ao responsavel, o CEP considera
que o projeto atende aos principios éticos de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundag&o
Oswaldo Cruz (CEP-CPqQGM/FIOCRUZ), conforme atribuices conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta
Doc.32-04/97), com base na Resolugdo 196/96 e suas complementares, julga aprovado o projeto
supracitado.

O CEP/CPqGM-FIOCRUZ especifica, abaixo, o periodo de vigéncia, bem como, determina as datas para o
envio dos relatérios semestral e final, referentes ao desenvolvimento do protocolo de pesquisa aprovado.

Vigéncia: 18/12/2008 a 18/06/2013.

Envio dos Relatérios Semestrais em: 18/06/2009 — 18/12/2009 — 18/06/2010 — 18/12/2010 — 18/06/2011 —
18/12/2011 - 18/06/2012 — 18/12/2012.

Relatério Final: 18/07/2013.

The present study, entifled “Genética no Sertdo: Ancestralidade e Bases Moleculares de Doencas
Genéticas na Regido de Monte Santo-BA” (protocol number 274) has been approved by the Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ (IORG00002090 / IRB000026120) in
December 18" 2008 meeting. The protocol and procedures presented in the project are in accordance with the
ethical standards of the responsible committee on human subject (institutional) and with the Helsinki
Declaration of 1975, as revised in 2000. In the present version, this project is licensed and valid until June 18"
2013.

Salvador, 18 de dezembro de 2008.

St
Dr® Maria Fernanda Rios Grassi
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CPgGM/FIOCRUZ
|IORG-0002090 / IRB-00002612

Rua Waldemar Falcéo, n® 121, Candeal, Salvador, Bahia, CEP 40.296-710, Brasil. Tel: (55)—(71) 3176-2285
Fax: (55)-(71) 3176-2327, e-mail: cep@babhia.fiocruz.br
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ANEXO B

H Centro de Pesquisa Gongalo Moniz-CPgqGM

Fundacéo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ/BA
Laboratério Avancado de Saude Publica-LASP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do projeto: “Genética no Sertdo: Ancestralidade e Bases Moleculares de Doencas
Genéticas”
Nome do Sub-projeto de Pesquisa: “Bases Moleculares da Surdez Hereditaria Nao-
Sindrémica em Monte Santo”
Pesquisador Responsavel e Instituicdes Envolvidas:
Angelina Xavier Acosta
Professor Adjunto do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina/UFBA e
Pesquisadora Colaboradora do CPqGM
Em caso de davida entrar em Contato: e-mail: axacosta@hotmail.com Telefones: (71)
3176-2246/ 3176-2213
Propdsito e Revisdo Geral

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de um projeto de pesquisa
que ird estudar a base molecular, ou seja, ira estudar - analisar, pesquisar - um componente
especifico (DNA) que esta presente nas células (menor parte do corpo humano, que forma
os diversos 6rgaos, como exemplo de 6rgdo podem ser citados: o coragéo, a pele, o olho e
0 sangue) e que é responsavel pelas caracteristicas de um individuo (pessoa), que séo
transmitidas de pai para filho, desta forma possibilitando que os filhos se assemelhem
(sejam parecidos) em algumas caracteristica aos pais. Neste estudo pretende-se analisar
este componente das células (DNA) quanto a presenca de caracteristicas semelhantes entre
a pessoa com deficiéncia auditiva (paciente com dificuldade de ouvir, surdo) e seus pais.
Pretende-se também verificar a ancestralidade (a origem da familia), ou seja, verificar qual a
contribuicdo de indio, africano (negro) e europeu (branco) neste pacientes (mistura racial).

Para a andlise serdo estudadas caracteristicas genéticas (mutacfes, alteracoes,
mudangcas no DNA). Com estes resultados e os dados da historia da familia (&rvore
genealdgica) sera verificada a associa¢do da ancestralidade com a presenca da deficiéncia
auditiva de origem genética (deficiéncia auditiva cuja causa esta relacionada com alteracéo
no DNA).

Para sabermos o grau de mistura racial em portadores de deficiéncia auditiva de
Monte Santo-BA e/ou seus familiares estudaremos diferencas no material genético (DNA)

consideradas como normais, ou seja, nao relacionadas com doencgas.
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Serdo convidadas a participar do projeto pessoas com deficiéncia auditiva (surdez)
neurossensorial nao-sindrdmica (surdez sem associagdo com ma formacdes -
anormalidades, caracteristicas diferentes das normais) com etiologia ndo esclarecida (que
nao foi possivel identificar a causa) de Monte Santo-BA.

A participacdo nesta pesquisa néo traz complicacdes legais. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres
Humanos conforme Resolucao no. 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa ira responder um questionario para
coleta de dados pessoais e informacdes sobre o histérico familiar, sera realizada avaliagéo
médica, bem como avaliagdo do ouvido para verificar se a pessoa ouve normalmente, além
disto, seréa realizada a coleta de sangue em quantidade correspondente a uma colher de
sopa cheia, utilizando material apropriado (tubos e agulhas estéreis e descartaveis). Essa
coleta podera provocar desconforto temporario causado pela picada de agulha, queimor, e,
muito raramente, hematoma (roxidao) e infeccdo. A participacdo no estudo também autoriza
gque as amostras coletadas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em andlises futuras,
desde que os estudos adicionais sejam analisados pelo CEP - telefone para contato: (71)
3176-2285.

O material coletado sera processado, analisado e estocado no Laboratério Avangado
de Saude Publica da FIOCRUZ-BA.

Em relacdo aos exames a serem utilizados para verificar se ouve normalmente vocé
nao vai sentir nenhuma dor ou qualquer outro incémodo. Vocé sera avaliado por um médico
(otorrinolaringologista) que ira olhar seu ouvido, nariz e garganta com auxilio de uma fonte
de luz. Posteriormente, serd avaliado pela fonoaudidloga que primeiro irA examinar o seu
ouvido com um aparelho que tem uma luz na ponta (meatoscopia), para o segundo exame
serd colocado um fone em um ouvido e no outro ouvido uma sonda que parece uma
pequena borracha furada no meio que vai fazer um som alto (imitanciometria), no terceiro
exame vocé ficara em sala fechada com um fone de ouvido respondendo com a mao se
ouviu ou ndo o0 som ou entdo repetindo o que foi solicitado (audiometria), € no quarto exame
ficara deitado numa maca, vamos colocar uns fios no seu rosto (eletrodos) e fones de
ouvido no qual vai ouvir um som (Bera). Como ja dito, nenhum destes exames causa
qualquer tipo de dor.

Todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais.
Somente o(a) pesquisador(a) e o(a) orientador(a) terdo conhecimento dos dados.

Vocé sera beneficiado diretamente participando desta pesquisa, pois receberd
informagfes de como esta a sua audi¢do e caso esteja com problemas e houver indicagcdo
vai poder participar do programa de adaptacdo de aparelho ou sera encaminhado para

outros tratamentos.
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Além disto, esperamos que este estudo traga informag¢des importantes sobre a causa
da deficiéncia auditiva em Monte Santo-BA, de forma que o conhecimento que sera obtido a
partir desta pesquisa possibilite identificar pessoas em risco para deficiéncia auditiva de
causa genética e, com isso, informar sobre possibilidades de ocorréncia de novos casos,
estabelecendo medidas de salde para acompanhamento médico e aconselhamento
genético (analise feita por profissional especializado para verificar como uma determinada
caracteristica que é passada dos pais para o(s) filho(s) aparece e permanece na familia e
que possibilita estimar a probabilidade - qual a chance, a possibilidade - do(s) filho(s)
apresentarem estd caracteristica). Os pesquisadores se comprometem a divulgar os
resultados obtidos.

Os exames serdo realizados em Salvador em U(nica visita e caso necessite
participagdo no programa de adaptagdo de aparelho auditivo serdo necessarias pelo menos
mais duas viagens.

Vocé nao tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como
nada sera pago por sua participacao.

Gostariamos ainda de esclarecer que a ndo concordancia em participar deste estudo
nao implicard em nenhum prejuizo referente ao acompanhamento médico que vocé ja faz.

Apoés estes esclarecimentos, solicitamos 0 seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu recebi uma copia deste documento, e tenho o direito de negar ou desistir de participar
deste estudo em qualguer momento sem qualquer prejuizo para os cuidados a mim
dispensados. A PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUNTARIA.

Eu , R.G. reafirmando
gque tenho ciéncia do acima exposto, concordo em patrticipar desse estudo, e estou ciente
que tenho:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
davida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa a
gue serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no
estudo sem que isso traga prejuizo a continuacéo dos meus cuidados;

3. A seguranca de que nao serei identificado e que ser4 mantido o carater confidencial da
informacg&o relacionada com minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informagéo atualizada durante o estudo, ainda que
esta possa afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizagdo que legalmente teria direito, por
parte da Instituicdo a Saude, em caso de danos que a justifiquem, diretamente causados
pela pesquisa e;

6. O conhecimento de que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo
or¢camento da pesquisa.

, de de 20

Participante ou Responsavel Legal Pesquisador Responsavel

Testemunha 1:

Testemunha 2:

Polegar direito



