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A study of GJB2 and delGJB6-D13S1830 mutations in Brazilian
non-syndromic deaf children from the Amazon region

Estudo de mutacdes no gene GJB2 e delecdo delGJB6-D13S1830 em individuos com surdez ndo sindromica da
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earing impairment affects about 1 in 1000 newborns. Mutations in the connexin 26 (GJB2)
gene rank among the most frequent causes of non-syndromic deafness in different populations,
while delGJB6-D13S1830 mutation located in the DFNB30 locus is known to cause sensorineural
hearing loss. Despite the many studies on the involvement of GJB2 mutations in hearing impairment
in different populations, there is little information on genetic deafness in Brazil, especially in the
Amazon region. Objective: To determine the prevalence of GJB2 mutations and delGJB6-D13S1830
in 77 sporadic non-syndromic deaf patients. Method: The coding region of the GJB2 gene was
sequenced and polymerase chain reaction was performed to detect the delGJB6-D1351830 mutation.
Results: Mutant allele 35delG was found in 9% of the patients (7/77). Mutations M34T and V95M
were detected in two distinct heterozygous patients. Non-pathogenic mutation V271 was detected
in 28.6% of the patients (22/77). None of the deaf patients carried the delGJB6-D13S1830 mutation.
Conclusion: Mutant alleles on gene GJB2 were observed in 40% (31/77) of the subjects in the
sample. Pathogenic variants were detected in only 12% (9/77) of the individuals. More studies are
required to elucidate the genetic causes of hearing loss in miscegenated populations.

genetic counseling.

Palavras-chave: Resumo

aconselhamento
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conexinas: deficiéncia auditiva afeta cerca de 1 em cada 1000 recém-nascidos. Mutacdes no gene da co-
surdez. nexina 26 (GJB2) sdo as causas mais frequentes de surdez nao sindromica em diferentes populacdes

e é sabido que a mutacio delGJB6-D13S1830 em DFNB30 é causadora de surdez neurossensorial.
Muitos estudos descrevem o envolvimento de mutacdes no gene GJB2 com a deficiéncia auditiva
em diferentes populacdes. Entretanto, existe pouca informacio sobre a surdez genética no Brasil,
especialmente na regiio Amazodnica. Objetivo: Determinar a prevaléncia de mutagcdes no gene GJB2
e da mutacio delGJB6-D1351830 em 77 casos esporddicos de surdez nao sindromicas. Método: A
regido codificante do gene GJB2 foi sequenciada e a PCR foi realizada para detectar a mutacio
delGJB6-D1351830. Resultados: O alelo 35delG foi encontrado em 9% dos pacientes (7/77). As
mutacdes M34T e VO5M foram detectadas em dois distintos pacientes heterozigotos. A muta¢io nao
patogénica V271 foi detectada em 28,6% (22/77). Nio foi detectada a mutacio delGJB6-D1351830
em nenhum paciente estudado. Concluso: Alelos mutantes no gene GJB2 foram observados em
40% (31/77) da amostra. Variantes patogénicas foram detectadas em apenas 12% (9/77). Mais estudos
sd0 necessarios para elucidar causas genéticas de deficiéncia auditiva em populacdes miscigenadas.
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INTRODUCAO

METODO

A surdez afeta aproximadamente um em cada mil
nascidos'. A perda auditiva pode estar relacionada a causas
genéticas, ambientais ou a uma combina¢io de ambas. Em
paises desenvolvidos, cerca de 60% de todos os casos tém
origem genética’. Estima-se que 30% dos casos de surdez
genética sejam sindromicos e 70% niao sindrémicos’. No
Brasil, a frequéncia de surdez congénita nio sindromica
é de cerca de quatro em cada mil nascimentos, 16% dos
quais com etiologia genética®. Dentre as manifestacoes de
surdez hereditaria nao sindromica, as formas autossdmicas
recessivas (DFNB) compdem cerca de 75-80% dos casos, as
autossOmicas dominantes (DFNA) cerca de 20%, as formas
ligadas ao X (DFN) de 2-5% e as formas mitocondriais cerca
de 1%°. Atualmente, estima-se que mais de 120 diferentes
loci estejam envolvidos na surdez e 70 genes ja foram
identificados e caracterizados®.

O locus G/B2 foi descrito como a principal causa de
perda auditiva neurossensorial nao sindrémica autossdmica
recessiva®’®. Mutacoes do gene GJB2 foram associadas a
50% dos casos de perda auditiva nfo sindromica autosso-
mica recessiva em muitas populacoes®!®. Mais de 101 dife-
rentes mutacdes no gene da conexina 26 foram associadas
a deficiéncia auditiva. A prevaléncia de algumas mutacoes
do GJB2 difere consideravelmente entre grupos étnicos. A
mutacio 35delG € a variante mais comum em populacdes
européias'?®. A frequéncia do alelo 35delG varia entre 0,97%
e 2,24% na regiao Sudeste do Brasil'*®. No estado de Sio
Paulo, a mutacao 35delG foi a mais frequente (12,4%)'¢; ela
foi encontrada em 23% de casos em uma mesma familia e
6,2% em casos isolados. A mutacio 235delC é geralmente
predominante em populacdes asiaticas'?!, enquanto a
mutacdo 167delT é encontrada com mais frequéncia em
populacdes de judeus Ashkenazi*2!.

Sabe-se que as mutacoes do gene GJB6 sio uma
causa comum de surdez®. A delecio de 243Kb chamada
mutacio delG/B6-D13S1830 no gene GJB6 € a segunda
mais frequente causa genética de surdez pré-lingual niao
sindromica na populacio espanhola®. Ela também ji foi
descrita em judeus Ashkenazi” e pacientes franceses com
perda auditiva nao sindrémica®.

Alguns estudos descreveram a frequéncia genética
das mutacoes do GJB2 e da mutacao delG/B6-D13S1830
associada a surdez n2o sindromica em populacoes brasilei-
ras'21923! As populacdes do Norte brasileiro sio compostas
por uma grande mistura de etnias com a adicao de contri-
buicio genética europeia®. Nao ha dados anteriores dispo-
niveis sobre as variantes alélicas do GJ/B2 ou a frequéncia
da mutacio delG/B6-D13S1830 na regido Amazonica. De
modo a estabelecer a prevaléncia das mutacoes do GJ/B2
em pacientes com surdez da regido, investigamos 77 casos
isolados de surdez pré-lingual nio sindromica. Além disso,
investigamos a prevaléncia da delecio delG/B6-D13S1830.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitirio Joao de Barros
Barreto (protocolo n® 2241/05).

Participantes e avaliacio clinica

O estudo foi conduzido com 77 criancas com perda
auditiva pré-lingual nao sindromica. Os pacientes inclui-
dos no estudo nio tinham qualquer grau de parentesco e
representavam casos isolados de surdez. Amostras foram
obtidas na Escola para Surdos de Belém, no estado do
Para. Pacientes sindréomicos nao foram incluidos no es-
tudo. Todas as 77 criancas tinham deficiéncia auditiva de
grave a profunda. Foi obtido o prontudrio médico de cada
crianca e questionarios foram ministrados para garantir que
a perda auditiva nio tivesse causas ambientais: infeccio
materno-fetal, complicacdes pré e perinatais, meningite,
caxumba, uso prolongado de antibidticos/medicamentos
ototoxicos ou trauma acustico. Todas as criancas foram
submetidas a otoscopia, exames audiovestibulares, audio-
metria e exame geral, incluindo avaliacio sistemdtica de
formas sindromicas de surdez. Os pais de todas as criancas
assinaram termo de consentimento informado.

Anélise molecular

O DNA foi extraido de sangue completo antico-
agulado com EDTA usando o método fenol-clorofér-
mio-etanol. Para identificar as mutacdes do GJB2, um
fragmento de DNA contendo toda a regiao codificadora
foi amplificado usando o par de primers por Rea¢cio em
Cadeia da Polimerase (PCR) e dois primers internos foram
utilizados no sequenciamento do DNA da Cx26: GJB2-1F
(5-GTGTTGTGTGCATTCGTCTTTTC-3) primer na direcio
forward para PCR e sequenciamento; GJB2-2R (57-CCT-
CATCCCTCTCATGCTGTCTA-3") primer na direcio reverse
para PCR e sequenciamento; GJB2-4F (5-GGAAGTTCA-
TCAAGGGGGAGATA-3") primer para sequenciamento
interno na direcdo forward e GJB2-3R (5-ACCTTCTGGGT-
TTTGATCTCC TC-3’) primer para sequenciamento interno
na direcao reversa.

As condicoes do PCR foram 35 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 60°C por
1 min e extensiao a 72°C por 1 min. Em todos os casos
da analise do gene GJB2, foi executado sequenciamento
bidirecional do DNA e em alguns casos primers
internos foram usados para confirmar o resultado. O
sequenciamento foi feito com um ABI Prism Big-Dye
Terminator Cycle Sequencing Kii™ (Applied Biosystems)
e a eletroforese com um ABI Prism 377 DNA Sequencer
(Applied Biosystems). A amplificacio do PCR da mutacio
delGJB6-D13S1830 foi feita com os primers e segundo as
condicdes anteriormente descritas®.
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RESULTADOS

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 1.
A andlise da regido codificadora completa do gene GJ/B2
das 77 criancas com perda auditiva revelou quatro dife-
rentes mutacoes ja descritas: 35delG, M34T, VOSM e V271
Variantes alélicas no gene G/B2foram encontradas em 40%
dos casos (31 de 77 pacientes). A muta¢io mais comum
foi V271, detectada em 22 pacientes: vinte individuos
eram heterozigotos e dois eram homozigotos. Contudo, a
mutac¢ao V271 ja foi descrita como um polimorfismo sem
efeitos patolégicos niao relacionado a perda auditiva'.
Mutacdes patogénicas foram observadas em 12% dos
pacientes. A mutacio 35delG foi detectada em sete (9%)
pacientes: um era homozigoto e seis eram heterozigotos,
nos quais a segunda mutaciao do GJ/B2nao foi encontrada.
A mutacao 35delG foi vista em oito dos dez alelos do G/B2
com mutacao patogénica. Duas outras mutacdes missense
foram observadas, VO5M e M34T, em dois pacientes he-
terozigotos distintos com o segundo alelo normal. Além
disso, a triagem para a mutacio del(GJB6-D1351830) foi
negativa para os 77 pacientes.

Tabela 1. Mutagdes do GJB2 detectadas em Belém, estado
do Par4, Brasil.

Gendtipos N2 de amostras (%) Tipo da mutacao
35delG/35delG 1 1,3%
Frameshift
35delG/Wt 6 7,8%
M34T/Wt 1,3% Missense
VI5M/Wt 1 1,3% Missense
V27I/v271 2 2,6% Missense
V271/Wt 20 26% (Polimorfismo)
Normal (Wt/Wt) 46 59,8%
Total 77
DISCUSSAO

O presente estudo € o primeiro a descrever a
prevaléncia das variantes dos genes G/B2e GJB6 na po-
pulacio amazoénica. Varios estudos demonstraram que a
mutaciao 35delG estd presente em varios grupos €tnicos
e geogrificos, e que representa até 80% das mutacdes do
gene G/BZ2¥. Um estudo anterior descreveu incidéncia
de 2,1% de mutaciao 35delG na regido Norte do Brasil*.
Apesar de nosso trabalho ter se baseado num pequeno
numero de pacientes, seus resultados podem confirmar a
importancia das mutacoes do G/B2 na etiologia da perda
auditiva em Belém - PA. O presente estudo mostrou que
a mutacao 35delG € o mais comum alelo patogénico do
GJB2. O alelo mutante 35delG foi encontrado em 9% dos
pacientes, um achado concordante com estudos feitos an-
teriormente sobre a populaco brasileira®3*%. A relevancia

patolégica da mutacao M34T tem sido debatida. Ela foi
inicialmente associada a perda auditiva em DFNA3®. En-
tretanto, tal mutacao foi descrita por varios autores como
sendo polimorfismo, mutaciao recessiva causal, ou mu-
tacdo dominante®*. Em um estudo populacional feito
no Reino Unido, a M34T se manteve em conformidade
com sua classificacio como mutagcdo que causa perda
auditiva leve/moderada em homozigose ou heterozigose
composta. Este achado acrescenta mais evidéncias de que
a M34T € uma variante suave porém funcional com efeito
maior no grupo 35delG*'. Outro estudo feito na populagio
finlandesa corroborou a hipétese de que a M34T ¢ uma
mutacao patogénica que exibe um padrio autossdémico
recessivo de heranca associado a perda auditiva neuros-
sensorial nao sindromica suave a moderada em situacio
de homozigose™.

A mutacio M34T foi descrita na populacio sul-
-americana® e brasileira'®. A mutacao V95M foi observada
em apenas um paciente heterozigoto. A muta¢cao missense
converte o aminodcido valina em metionina no cédon 95.
A valina € invariante nessa posicio em todos os genes
alfa e beta da conexina conhecidos®. A mutacio VO5M foi
descrita como muito mais rara®. Ela ja foi relatada em um
paciente heterozigoto composto com perda auditiva nio
sindromica em uma populacao do sudeste brasileiro®. De
todas as mutacoes do GJ/B2 detectadas em nosso estudo,
a V271 ¢ a mais frequente. Esta mutagcdo ¢ considerada
um polimorfismo e uma alteracio nao-patoldgica rela-
cionada a perda auditiva'”?*. Ela € raramente observada
na populacio norte-americana®. Contudo, trata-se de
uma mutacao frequente em populacdes asidticas, como
a chinesa®; japonesa'’; coreana* e em populacdes de
descendéncia asiatica””. Em um estudo anterior feito com
pacientes brasileiros, a mutacao V271 foi identificada em
dois individuos heterozigotos sem parentesco de um grupo
de 26 casos esporadicos?.

Dada a elevada prevaléncia da mutagao V271, consi-
deramos a hipétese da mutacio ter resultado da contribui-
¢ao aumentada dos genes amerindios das populacodes do
norte brasileiro®. Para abordar esta questio, investigamos
a frequéncia da mutaciao V271 em uma amostra composta
por 400 individuos da populagao de Belém. Os resultados
(dados nao publicados) demonstraram que a frequéncia
da mutacio V271 entre individuos com boa audiciao da
populacio de Belém € alta (12,4%) e semelhante a fre-
quéncia desta mutacao nos pacientes surdos investigados
(15,5%). Tais frequéncias sao semelhantes aquelas descritas
na China® e mais elevadas que as da populacgio europeia.
Assim, as populacdes amerindias provavelmente sio a
fonte original da mutag¢io V271 na amostra da pesquisa.

A mutacio delG/B6-D13S1830 é a segunda mais
frequente causa genética de perda auditiva pré-lingual
nio sindromica na populagio espanhola. Foi sugerido
um padrao digenético de heranca envolvendo mutacdes
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do GJB2 e a mutacio delGJB6-D1351830 do gene GJ/BG.
O alelo del(G/B6-D1351830) também foi identificado em
7,1% dos pacientes com surdez brasileiros®. Em outro
estudo, a mutacio del(G/B6-D13S1830) foi observada
em apenas um paciente heterozigoto composto (35delG/
del(G/B6-D1351830) do Sudeste brasileiro®. No presente
trabalho, a triagem dos 77 pacientes nio revelou esta
mutaciao e nossos resultados nao permitem a atribuicao
de risco de perda auditiva 2 mutacio del(G/B6-D13S1830)
em nossa populacgio.

CONCLUSAO

Alelos mutantes do GJB2 foram observados em
40% (31/77) dos pacientes surdos amazonicos. Entretanto,
variantes patogénicas (35delG, M34T e V95M) -- conhe-
cidas por sua agao recessiva -- foram detectadas em 12%
(9/77) da coorte. Dentre os nove pacientes com mutagoes
patogénicas, oito portavam apenas uma mutacao na se-
quéncia de codificacio do GJB2, apesar de toda a regiao
codificadora do gene GJB2ter sido sequenciada em todas
as amostras por sequenciamento bidirecional de DNA,
incluindo o heterozigoto 35delG. A segunda mutaciao
putativa presente nesses pacientes poderia estar localizada
em areas nao analisadas do gene GJ/B2, tais como sitios de
splice. A hipétese de que a segunda mutacio poderia estar
localizada em um segundo gene nao pode ser descartada.

Os resultados deste estudo piloto deverao contri-
buir com o desenvolvimento de diagnésticos genéticos
para a surdez, desempenhando um importante papel no
progresso das questdes de satde publica, no aumento
da precisao do aconselhamento genético e no tratamento
precoce da regido. Entrementes, mais estudos e pesquisas
520 necessarios para descobrir e analisar genes e variantes
de modo a elucidar as outras causas gencéticas da perda
auditiva em populagdes miscigenadas.
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