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RESUMO 

Mais de 200 mutações patogênicas já foram descritas no gene que codifica a 

Cx26 (GJB2) que levam à surdez hereditária. A mais frequente destas mutações é a 

c.35delG. Ela é a principal causa de surdez não sindrômica com padrão de herança 

autossômico recessivo na população brasileira e em diversas populações do mundo. 

O genoma humano contém 21 diferentes genes de proteínas da família das 

conexinas que são expressos em diversos tecidos. Os canais comunicantes e 

hemicanais formados por conexinas facilitam a passagem de pequenos metabólitos 

entre as células adjacentes e entre a célula e o meio extracelular, promovendo a 

homeostasia celular. Este estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da mutação 

c.35delG em homozigose no gene GJB2 em SHEDs  sobre a diferenciação celular e 

sobre a expressão das Cx26 (GJB2), Cx30 (GJB6), Cx31 (GJB3), Cx43 (GJA1) e 

Cx50 (GJA8) em SHEDs (Stem cells from human exfoliated deciduous teeth). Para 

isso, obtivemos linhagens de SHEDs a partir de 3 indivíduos portadores da mutação 

c.35delG em homozigose e de 3 indivíduos controle, sem a mutação. Nossos 

resultados indicaram que SHEDs portadoras da mutação apresentam maiores taxas 

de diferenciação em adipócitos e em osteócitos do que SHEDs de indivíduos 

controle. Por meio de RT-PCR, RT-PCR quantitativa e citometria de fluxo 

identificamos a expressão dos genes GJB2 (Cx26), GJB6 (Cx30) e GJA1 (Cx43) e 

suas respectivas proteínas, tanto em SHEDs dos indivíduos com a mutação como 

em SHEDs de indivíduos controle. Não há expressão dos genes GJA8 (Cx50) e 

GJB3 (Cx31) e suas respectivas proteínas em SHEDs. Por meio de RT-PCR 

quantitativa observamos aumento dos níveis de expressão do RNAm de GJA1 e 

redução de RNAm de GJB2 em SHEDs oriundas de pacientes com c.35delG, 

quando comparadas às de amostras controle. Resultados obtidos por meio de 

Western Blotting mostraram aumento de aproximadamente 50% na expressão da 

Cx43 corroborando os resultados obtidos por meio de RT-PCR quantitativo. 

Detectamos que a expressão da Cx26 em células de indivíduos com mutação é 50% 

menor do que em células de indivíduos controle. Os aumentos observados das taxas 

de diferenciação em adipócitos e em osteócitos podem estar relacionados ao 

aumento da expressão da Cx43. Sabe-se que a Cx43 possui importante papel na 

manutenção de pré-adipócitos durante a fase de expansão clonal na adipogênese. A 
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Cx43 também está relacionada à sinalização celular nas vias de proliferação e 

diferenciação durante a osteogênese.  

Indivíduos portadores da mutação c.35delG apresentam surdez sem outros 

fenótipos associados sugerem que ocorra redundância funcional entre as conexinas. 

Além disso, o aumento da expressão de GJA1 (Cx43) nas SHEDs oriundas dos 

indivíduos surdos com a mutação c.35delG falam a favor da existência de um 

mecanismo de regulação compensatório a ser esclarecido, que aumenta a síntese 

de Cx43 na redução ou ausência da Cx26 funcional. 
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ABSTRACT 

 More than 200 patogenic mutations in the connexin 26 gene (GJB2) were 

associated to deafness. The most frequent is the c.35delG mutation, which is the 

most common cause of nonsydromic recessive hearing loss in the Brazilian 

population, and also in several populations in the world. The human genome 

contains 21 genes that comprise the gene family of the connexins, expressed in 

many different tissues. Connexins are components of gap junctions and 

hemichannels, which facilitate the transference of small metabolites between cells 

and between cells and the extracelular medium. The aim of this study was to 

investigate the effects of the c.35delG mutation on adipogenesis, chondrogenesis 

and osteogenesis, and also its effects on mRNA and protein expression related to 

Cx26 (GJB2), Cx30(GJB6), Cx31 (GJB3), Cx43 (GJA1)  and Cx50 (GJA8) in SHEDs 

(stem cells from human exfoliated deciduous teeth). For this purpose, 3 SHED lines 

from patients with c.35delG mutation in homozygosis and 3 lines from individuals 

without mutation were established. We observed that the rates of induced 

differentiation into adipocytes and osteocytes were higher in SHEDs from individuals 

with the c.35delG mutation than in SHEDs from control individuals. By RT-PCR, real 

time RT-PCR and flow cytometry were detected the expression of GJB2, GJB6 and 

GJA1 genes and their respective proteins Cx26, Cx30 and Cx43 in SHEDs from 

control samples and in SHEDs with the mutation. The expression of GJA8 (Cx50) 

and of GJB3 (Cx31) were not detected in SHEDS from both groups. Quantitative 

gene expression analysis using real-time RT-PCR revealed significantly elevated 

levels of GJA1 mRNA expression and decreased GJB2 mRNA expression in cells 

from patients with c.35delG, when compared to cells from normal controls. Western 

Blotting analysis showed an increase of about of 50% of the protein Cx43 in cells 

with c.35delG mutation, in comparison to cells from normal controls, in accordance 

with the real-time RT-PCR results. We detected that Cx26 protein expression in 

samples with c.35delG mutation is approximately 50% lower than in SHEDs from 

normal controls. The observed increase in differentiation rates related to 

adipogenesis and osteogenesis may be explained by the higher levels of Cx43 

expression. This is supported by the fact that Cx43 was reported to play an important 

role in the maintenance of pre-adipocytes during clonal expansion and it was also 

related to cell signaling pathways in proliferation and differentiation during 
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osteogenesis. Individuals with c.35delG in homozygosis present only deafness, 

without other symptoms, which suggests that functional redundancy between 

connexins may exist. The increase of Cx43 expression in SHEDs from deaf patients 

with c.35delG mutation found by us may be related to a compensation mechanism to 

be clarified, which results in increase of the production of Cx43 when functional 

connexin Cx26 is reduced or absent. 

 

 

 

 

. 
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1. INTRODUÇÃO 

Deficiência ou perda auditiva é a incapacidade total ou parcial de captar as 

informações sonoras que nos rodeiam. Ela afeta principalmente a capacidade de 

comunicação dos seres humanos, pois interfere no desenvolvimento da fala, da 

linguagem e, consequentemente, da socialização. A deficiência auditiva é 

considerada uma das deficiências hereditárias mais comuns. Além dos fatores 

hereditários, a perda auditiva pode ter origem em fatores ambientais, ou ainda, em 

uma combinação de ambos. 

O termo “surdez” para alguns especialistas implica em um comprometimento 

auditivo geralmente grave a profundo (Smith e col., 2014), enquanto os termos perda 

ou deficiência auditiva são comumente usados para se referir a qualquer tipo de 

dificuldade auditiva independentemente do grau de gravidade do quadro. Neste 

estudo, utilizaremos os três termos para descrever qualquer déficit ou 

comprometimento auditivo, independentemente do tipo ou grau.  

Resultados do Censo de 2010 (IBGE – Fundação Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística) indicam que cerca de 5,1% da população total (9,7 milhões de 

brasileiros) apresentam algum tipo de incapacidade auditiva; destes, cerca de 340 

mil não escutam de modo algum, 1,7 milhão apresentam grande dificuldade para 

ouvir e 7,5 milhões apresentam alguma dificuldade. 

Em países desenvolvidos, a taxa de perda auditiva congênita se mantém 

aproximadamente em um a dois a cada mil nascidos vivos (Morzaria e col., 2004); 

dentre estes, em aproximadamente 60% dos casos, a deficiência é devida a causas 

genéticas e, em aproximadamente 40% dos casos, é adquirida devido a causas 

ambientais (Finstere e Fellinger, 2005). No Brasil, a incidência de perda auditiva 

grave a profunda foi estimada em cerca de 2,5 a cada mil nascidos vivos 

(Bevilacqua e col., 2010; Chapchap e col., 2011). Até a década de 1990, a 

deficiência auditiva hereditária correspondia a 16% dos casos de surdez no país 

(Braga e col., 1999). No entanto, esse panorama já pode ter sido modificado em 

virtude de mudanças recentes nas condições de assistência à saúde das 

populações. Além da fração congênita, muitas crianças irão apresentar deficiência 

auditiva após o nascimento, mas antes da aquisição da linguagem, e outras 

apresentarão déficit progressivo até a segunda década de vida ou até mesmo após. 
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O desenvolvimento do aparelho auditivo e seu funcionamento dependem da 

ação de vários genes. Segundo a estimativa feita por Finsterer e Fellinger (2005), 

acredita-se que o funcionamento adequado de cerca de 300 a 500 genes seja 

necessário à audição, o que torna a surdez geneticamente muito heterogênea. Além 

disso, a surdez também é clinicamente heterogênea, variando quanto à idade de 

manifestação, gravidade da perda, frequências atingidas, lado do acometimento, 

evolução e origem do defeito.  

Além de serem classificadas quanto à sua manifestação clínica, as perdas 

auditivas podem ser classificadas segundo a etiologia. Perdas causadas por 

agressões ambientais, como exposição excessiva a ruídos, trauma acústico, 

infecções virais ou bacterianas, e o uso de drogas ototóxicas, são chamadas de 

perdas ambientais. Já os casos de etiologia genética ocorrem devido a mutações em 

diferentes genes ou elementos regulatórios gênicos relacionados ao 

desenvolvimento da estrutura e função da orelha (Dror e Avraham, 2009). 

 

1.1 Fisiologia da audição 

O sistema auditivo transforma as ondas sonoras em padrões distintos de 

atividade neural para produzir respostas, sendo a orelha o órgão capaz de captar 

estas ondas sonoras. O aparelho auditivo está dividido em três compartimentos 

distintos: a orelha externa, orelha média e orelha interna. 

O primeiro estágio desta transformação se dá na orelha externa, onde ocorre a 

captação das ondas sonoras que se chocam com a membrana timpânica, gerando 

compressão e descompressão alternada do ar, levando a um deslocamento de “vai-

e-vem” da membrana. Em seguida, na orelha média, ligado à membrana timpânica, 

encontra-se o martelo e este, por sua vez, está associado aos outros ossículos, 

bigorna e estribo, que em conjunto deslocam-se para trás e para frente até 

finalmente atingir a janela oval e transmitir mecanicamente a onda sonora para a 

orelha interna. Na orelha média ocorre a amplificação do som, pois os ossículos 

atuam como alavancas capazes de aumentar a força da vibração mecânica. Na 

orelha interna está localizada a cóclea. A cóclea é um canal ósseo-membranoso em 

formato de caracol e é dividido em três compartimentos preenchidos por fluidos: a 

escala média, a escala vestibular e a escala timpânica (Figura 1).  

A escala vestibular e a escala timpânica são preenchidas por fluidos com 

composição química semelhante à do plasma, com alta concentração de Na+ e baixa 
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concentração de K+. A escala média é preenchida pela endolinfa, que é composta 

por alta concentração de K+ e baixa de Na+. Na escala média está presente o órgão 

de Corti, que é a porção sensorial propriamente dita do sistema auditivo (Guyton e 

Hall, 2011). 

O órgão de Corti está situado sobre a membrana basilar e é composto por 

células de suporte e células ciliadas (Figura 1). Estas últimas são as células 

sensoriais. Elas são classificadas em células ciliadas internas ou externas. A porção 

apical das células ciliadas possui projeções especializadas, ricas em actina e 

banhadas pela endolinfa, denominadas estereocílios. Cobrindo esta camada de 

células ciliadas, encontra-se a membrana tectória. Os estereocílios das células 

ciliadas externas ficam presos sob a membrana tectória, enquanto os das células 

ciliadas internas ficam livres na endolinfa. 

 
Figura 1: Ilustração esquemática da cóclea e sua secção transversal. Em destaque, esquema 

detalhado do órgão de Corti. Modificado de “The inner ear”, capítulo “The auditory system” do livro 

“Neuroscience”, disponível no NCBI Bookshelf – 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=A894. 
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Quando a pressão sonora amplificada é passada mecanicamente da orelha 

média para a orelha interna, fluidos se movem pela escala média e fazem vibrar a 

membrana basilar. Por consequência, por meio dos estereocílios a membrana 

tectória também vibra.  As vibrações são o gatilho para a deflexão dos estereocílios, 

e a abertura dos seus canais mecanoativados. Devido à alta concentração de K+ na 

endolinfa, ocorre o influxo desses íons, gerando assim, a despolarização da 

membrana das células ciliadas internas. Esta despolarização provoca a liberação de 

vesículas contendo neurotransmissores nas sinapses de fibras nervosas localizadas 

na base das células ciliadas internas e o padrão de potenciais de ação é então 

conduzido pelo nervo acústico até o cérebro (Guyton e Hall, 2011). 

 

1.2 Surdez de etiologia genética 

Dentre os casos de deficiência auditiva, foi estimado em países desenvolvidos 

que a surdez genética corresponde a 60% dos casos, enquanto no Brasil, estimou-

se que corresponde a cerca de 16% dos casos de surdez (Braga e col., 1999). 

A surdez de etiologia genética é muito heterogênea, ou seja, fenótipos idênticos 

ou semelhantes decorrem de mutações em muitos lócus diferentes e de diferentes 

mecanismos de herança. Em relação ao mecanismo de herança, a surdez pode ter 

herança autossômica dominante, autossômica recessiva, mitocondrial ou ligada ao 

X, dominante ou recessiva. Divide-se ainda em surdez sindrômica, ou seja, quando 

a surdez apresenta-se associada a outros sinais clínicos; utiliza-se o termo surdez 

não sindrômica quando a surdez é o único sinal clínico. Apesar de existirem mais de 

400 doenças ou síndromes que incluem a surdez como um dos seus sinais clínicos, 

as formas não-sindrômicas correspondem a 60-70% dos casos de surdez hereditária 

(Xing e col., 2007). Cerca de 75-80% dos casos de surdez hereditária não 

sindrômica são de herança autossômica recessiva, 20-25% de herança autossômica 

dominante e 1 a 1,5% de herança ligada ao X (Smith e col., 2014). A frequência da 

herança mitocondrial não é bem conhecida, sendo estimada em 1% (Kokotas e col., 

2007). 

Por exemplo, mutações nos genes GJB2, GJB6, MYO7A, TECTA e TMC1 

podem se comportar como dominantes ou recessivas e acarretar formas sindrômicas 

e não sindrômicas de surdez (Smith e col., 2014).  

Os diferentes lócus ou regiões candidatas a conterem um ou mais genes 

responsáveis pelas formas de surdez não-sindrômica são chamados de DFN (do 
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inglês DeaFNess) e numerados de acordo com a ordem de descoberta. Os lócus 

que estão relacionados à surdez de herança autossômica dominante são 

denominados DFNA, aqueles que estão relacionados à surdez autossômica 

recessiva são denominados DFNB e os que estão no cromossomo X, DFNX. Há 

também dois lócus modificadores, denominados DFNM1 e DFNM2, e um único loco 

no cromossomo Y, denominado DFNY. A numeração dos locos é dada 

cronologicamente, ou seja, a partir da data do seu mapeamento. 

A surdez também pode resultar de mecanismo multifatorial, ou seja, decorrer da 

interação de diversos fatores genéticos com fatores ambientais. 

 

1.2.1 Surdez não sindrômica 

 Apesar da surdez ser muitas vezes associada a outros fenótipos, 70% dos 

casos de surdez hereditária são não sindrômicos (Keats e Berlin, 1999). As 

deficiências auditivas de herança autossômica recessiva são responsáveis por 70-

80% dos casos hereditários não-sindrômicos, e em sua maioria são caracterizadas 

como sensorioneurais, estacionárias, de grau grave a profundo, de manifestação 

pré-lingual e geralmente atingem todas as frequências (Keats e Berlin, 1999). 

Até o momento já foram identificados 60 genes relacionados à surdez 

recessiva (Van Camp & Smith, 2016). Entre eles, o gene GJB2 (loco DFNB1) é o 

mais importante, por ser relacionado a mais de 50% dos casos de surdez não-

sindrômica autossômica recessiva (Gasparini e col., 1997; Bitner-Glindzicz, 2002). 

 

1.2.2 Os genes GJB2 e GJB6 e a surdez de herança de autossômica recessiva 

não-sindrômica 

O gene GJB2, no loco DFNB1 (13q11-12), foi identificado em 1992 por Lee e 

colaboradores e explica mais de 50% dos casos de surdez não-sindrômica 

autossômica recessiva (Gasparini e col., 1997; Bitner-Glindzicz, 2002). Já foram 

descritas mais de 220 mutações patogênicas diferentes no gene GJB2 (Chang and 

Chang, 2014) sendo que a maioria delas acarreta surdez pré-lingual com padrão de 

herança autossômico recessivo (Bitner- Glindzicz 2002; Hilgert et al. 2009; 

Kenneson e col., 2002).  

O gene GJB2 é pequeno, possui apenas 2 éxons, sendo apenas o segundo 

codificador da proteína conexina 26 (Cx26). Dentre todas as mutações descritas no 

gene GJB2, a c.35delG é a mutação predominante, presente em até 75% dos casos 
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de mutações nesse lócus em caucasóides (Gasparini e col., 2000; Connexin 

deafness homepage, 2014). A mutação descrita como c.35delG é uma deleção em 

uma das seis guanosinas repetidas nas posições 30-35, que leva à mudança de 

matriz de leitura, gerando um códon de parada prematuro do tipo opala (UGA) 

poucas bases após a deleção. Isso deve resultar na tradução de uma proteína 

truncada de apenas 12 aminoácidos. É interessante notar que a mutação c.35delG 

em homozigose resulta em surdez não-sindrômica e parece não afetar outros 

tecidos. A mutação c.35delG é também muito frequentemente encontrada na 

população brasileira. Foi identificada em cerca de 12% dos casos de surdez 

averiguados em serviços de genética (Batissoco e col., 2009; Motta e col., 2012).  

Muitas outras mutações neste mesmo gene já foram descritas. A maioria dos 

alelos descritos até o momento no gene GJB2 se comportam como recessivos 

(Kenneson e col., 2002); porém, já foram descritas mutações associadas a um 

padrão de herança autossômico dominante (DFNA3) e também à surdez sindrômica, 

geralmente associada a doenças que afetam a pele (Kelssell e col., 1997; Denoyelle 

e col., 1998; Richard e col., 1998). 

No cromossomo 13, em posição adjacente à do gene GJB2, existe um gene, 

também localizado no loco DFNB1, o gene GJB6, identificado em 1996 (Dahl e col.). 

Ele também codifica uma proteína conexina (Cx 30) que possui 77% de identidade 

na sequência de aminoácidos com a Cx 26 (Pallares-Ruiz e col., 2001). Ao contrário 

do gene GJB2, diferentes estudos identificaram grande deleções no loco DFNB1, 

que excluem o gene GJB6 ou regiões vizinhas a ele, em indivíduos surdos 

previamente caracterizados como portadores de uma única mutação recessiva no 

gene GJB2.  Dentre as deleções já descritas, a delGJB6 (D13S1830) de 309Kb e a 

delGJB6(D13S1854) de 233Kb descritas por  del Castillo e cols., em 2002 e 2005 

respectivamente, são as únicas que possuem nome específico. Estudos recentes 

observaram mutações de ponto no gene GJB6, como é o caso da mutação 

c.263C˃T observada em heterozigose em uma família chinesa portadora da 

síndrome de Clouston, doença com padrão autossômico dominante (Liu e col., 

2015). A mutação foi testada em 14 indivíduos normais da família e em 218 

indivíduos não aparentados à família e não foi detectada em nenhum dos indivíduos. 

Esses resultados levaram a acreditar que se trata de uma mutação patogênica 

responsável pelo fenótipo (Yang e col., 2016). Até o momento apenas três mutações 

de ponto no gene GJB6 foram relacionadas a surdez não sindrômica, a c.C14T, a 
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c.63delG e a c.A607G (Connexin homepage, 2016; Battelino e col., 2012). Nestes 

três casos, não há artigos completos que descrevam a mutação com seus efeitos. 

Na cóclea, as conexinas 26 e 30 se co-localizam nas células de suporte do 

órgão de Corti, na região basal da estria vascular e nos fibrócitos do tipo 1 do 

ligamento espiral, sendo que nenhuma outra conexina foi encontrada nesses tipos 

celulares (Forge e col., 2003). Além das conexinas 26 (gene GJB2) e 30 (gene 

GJB6), outras conexinas também existem na cóclea, porém em regiões diferentes: 

são as conexinas 31 (gene GJB3) e a conexina 43 (gene GJA1) que se expressam 

apenas no ligamento espiral e no nervo auditivo. Entretanto, somente os genes 

correspondentes às conexinas 26, 30 e 31 estão associados à surdez de herança 

autossômica recessiva e/ou dominante (Van Camp e Smith, 2016). 

 

1.3 As proteínas conexinas 

1.3.1 Estrutura 

As conexinas constituem uma superfamília de proteínas dividida em cinco 

subfamílias, alfa, beta, gama, delta e épsilon (Tabela 1), de acordo com a 

similaridade da sequência de aminoácidos, variando a identidade entre 50 a 80% 

(HUGOGene Nomenclature Committee, http://www.genenames.org/genefamilies/GJ; 

Chang e col., 2003) sendo os domínios transmembrânicos os mais conservados. Na 

nomenclatura mais comum para se descrever as conexinas, usa-se “Cx” seguida de 

sua massa em kilodaltons (kDa).  

Tabela 1: Distribuição das conexinas divididas em cinco subfamílias (HUGO Gene 

Nomenclature Committee) com suas respectivas proteínas. 

Família Alfa 
Cx37 (GJA4), Cx40 (GJA5), Cx43 (GJA1), Cx46 (GJA3),          

Cx50 (GJA8), Cx59 (GJA9), Cx62 (GJA10) 

 

Família Beta 

Cx25 (GJB7), Cx26 (GJB2), Cx30 (GJB6), Cx30.3 

(GJB4), Cx31 (GJB3), Cx31.1 (GJB5), Cx 32 (GJB1)  

Família Gama Cx30.2 (GJC3), Cx45 (GJC1), Cx47 (GJC2)  

Família Delta Cx31.9 (GJD3), Cx36 (GJD2), Cx40.1 (GJD4) 

Família Epsilon Cx23 (GJE1) 
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As conexinas possuem uma estrutura em comum, sendo constituídas por 

quatro domínios transmembrânicos hidrofóbicos, ligados entre si por duas alças 

extracelulares, uma alça citoplasmática e um grupo amino (N-terminal) e um carbóxi-

terminal (C-terminal) citoplasmáticos (Bruzzone e col., 1996) (Figura 2). Os dois 

domínios extracelulares são importantes para a ancoragem que ocorre entre dois 

conexons de células adjacentes, bem como para a compatibilidade entre eles, pois 

possuem resíduos de cisteína conservados, que se ligam para formar as pontes 

dissulfídicas.  

 
Figura 2: Representação esquemática da estrutura das conexinas. M1, M2, M3 e M4 

representam os seus quatro domínios transmembrânicos; A1 e A2 representam as duas alças 

extracelulares; AC representa a alça citoplasmática; NT, o domínio N-terminal e CT, o domínio C-

terminal. 

Seis proteínas conexinas se organizam ao redor de um poro central para 

formar os hemicanais denominados de conexons. Os conexons, um de cada célula, 

se alinham no espaço extracelular entre as duas células vizinhas, formando um 

canal de junção comunicante (gap junction). Se o conexon for formado por um único 

tipo de conexina é chamado de homomérico; se for formado por conexinas 

diferentes, heteromérico. Do mesmo modo, o canal de junção comunicante é 

denominado de homotípico se for formado por conexons idênticos e heterotípico, 

quando os conexons são diferentes (Laird, 2006) (Figura 3). Os diferentes tipos de 

conexinas que formam os canais comunicantes proporcionam características de 

permeabilidade únicas, o que é refletido nos tipos de metabólitos e na sinalização 

celular que fluem através deles, assim como nas propriedades de abertura e 

fechamento desses canais (gating) (Cottrell e Burt, 2005). No entanto, estudos 
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diferentes já demonstraram que existe incompatibilidade funcional entre 

determinados tipos de conexinas que formam os conexons e entre os diferentes 

conexons que formam os canais comunicantes. Por exemplo, a Cx26 (GJB2) e a 

Cx30 (GJB6), que pertencem à mesma subfamília beta, são capazes de formar 

canais homoméricos, heteroméricos, homotípicos e/ou heterotípicos funcionais 

(Beltramello e col. 2005). Até recentemente não havia evidências sobre a formação 

de canais comunicantes funcionais ente a Cx26 ou a Cx30 com membros mais 

distantes da família das conexinas, como a Cx43 e a Cx45, que pertencem à 

subfamília alfa (Gemel e col. 2004; Nagy e col.2003). Porém, Shuja e colaboradores 

demonstraram em 2015 a existência de conexons heteroméricos com Cx26 mutante 

e a Cx43 selvagem.  

 
Figura 3: Representação esquemática dos conexons e das junções comunicantes. Na figura 

podemos observar a organização dos conexons pela hexamerização das conexinas, que podem ser 

homoméricos, quando formados pelo mesmo tipo de conexina, ou heteroméricos, se formados por 

conexinas diferentes; é mostrada a organização dos canais comunicantes, que quando forem 

formados por dois conexons idênticos são chamados homotípicos e quando forem formados por dois 

conexons diferentes, são heterotípicos (Modificado de Laird, 2006). 
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1.3.2 Expressão 

O genoma humano contém 21 genes diferentes para conexinas, um a menos 

se comparado ao genoma de camundongo. Na tabela 2 está apresentada a 

distribuição tecidual da expressão de cada conexina. 

Tabela 2: Distribuição tecidual dos RNAm correspondentes a conexinas em humanos (Cxhs) e 

em camundongos (Cxmus) (Modificada de Rackauskas e col., 2010). 

Cxhs Cxmus Local de Expressão 

Cx26 Cx26 

cóclea, pele, glândula mamária, glândula salivar, fígado, útero, testículo 

células da glia, pâncreas, pulmão, estômago, tireóide, paratireóide, 

cérebro 

Cx30 Cx30 cóclea, pele, cérebro, pulmão, útero, cristalino 

Cx31.3 Cx29 oligodentrócitos, músculo esquelético, fígado, pâncreas, rins 

Cx30.3 Cx30.3 pele, rins, blastocisto 

Cx 31 Cx31 

pele, cóclea, epitélio das vias aéreas, placenta, blastócito, rins, 

testículos, olhos 

Cx31.1 Cx31.1 pele, testículos 

Cx31.9 Cx30.2 coração, cérebro (M.musculus) 

Cx32 Cx32 

fígado, pele, células de Schwann, oligodendrócitos, rins, pulmão, baço, 

cérebro, 

glândula mamária, pâncreas, glândula salivar, testículos 

  Cx33 testículos 

Cx36 Cx36 retina, pâncreas, cérebro 

Cx37 Cx37 rins, pulmão, pele, endotélio, células musculares cardíacas, ovários 

Cx40 Cx40 

endotélio, blastocisto, ovários, útero, pulmão, coração, fibras de 

Purkinje 

Cx43 Cx43 34 tecidos e 86 tipos celulares (Laird, 2006) 

Cx45 Cx45 

células musculares cardíacas, blastocisto, pulmão, pele, coração, 

cérebro 

Cx46 Cx46 pulmão, cristalino, células musculares cardíacas, células de Schwann 

Cx47 Cx47 cérebro, oligodendrócitos 

Cx50 Cx50 cristalino, células epiteliais da córnea 

Cx62 Cx57 retina, oócitos (M. musculus) 
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1.3.3 Biossíntese 

 Assim como a maioria das proteínas de membrana, as conexinas são 

sintetizadas pela via clássica das proteínas secretoras. As conexinas são 

sintetizadas no retículo endoplasmático rugoso (RER) e transportadas à membrana 

plasmática por meio do complexo de Golgi e vesículas secretoras (Figura 4). 

Conforme a tradução prossegue, as conexinas adquirem sua estrutura secundária e 

são integradas às membranas do RE co-traducionalmente (Laird, 2005, 2006 e 

2010).  

O local da oligomerização das conexinas em conexons não é precisamente 

definido. Entretanto, acredita-se que seja durante o caminho da via secretora que a 

maioria das conexinas se oligomerizam para formar os conexons. Cada conexina se 

hexameriza em pontos diferentes dessa via, dependendo da conexina, mas 

geralmente isto ocorre entre o reticulo endoplasmático e o complexo de Golgi (Su e 

col., 2014). Por meio de vesículas transportadoras ou através de extensões 

tubulares acredita-se que os conexons sejam inseridos na membrana plasmática, 

onde permanecem como hemicanais até se encontrarem com outro conexon da 

célula vizinha, ao acaso. Somente após pareados migram juntos até a placa 

juncional por meio de movimentos laterais na bicamada lipídica da membrana 

(Koval, 2006; Laird,2006 e 2009). 

As conexinas apresentam meia vida curta, entre uma hora e meia a cinco 

horas (Su e col., 2014). Desse modo, elas são sintetizadas e degradadas 

continuamente. Devido à forte interação conexon-conexon na placa juncional, toda a 

placa, ou parte dela, é internalizada por uma das células adjacentes para ser 

degradada via lisossômica ou proteassômica dependente de ubiquitina (Viken, 

2016). 

A maioria dos estudos sobre síntese e tráfego das conexinas foram realizados 

com a Cx43. Porém, há evidências de que a biossíntese da Cx26 seja diferente da 

Cx43. A Cx43 é sintetizada no decorrer da via secretora, enquanto a conexina 26 

não se mostrou presente na via secretora; acredita-se que ela é sintetizada por 

alguma via alternativa, pois ela é inserida na membrana após a tradução, 

diferentemente da Cx43 e Cx32, e o sinal para a regulação do tráfego da Cx26 está 

no primeiro domínio transmembrânico (Martim e col., 2001). Entretanto, a região N-

terminal é necessária para a sinalização e função da junção comunicante, mas não 

impede que a conexina seja formada (Kyle e col., 2008). 
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Figura 4: Ilustração esquemática da síntese, montagem e degradação dos canais 

comunicantes. As conexinas são sintetizadas no RE, adquirem sua estrutura secundária no próprio 

RE ou passam pelo compartimento intermediário e atingem sua topologia final no complexo de Golgi. 

Os conexons são formados no complexo de Golgi e inseridos na membrana plasmática por vesículas 

transportadoras ou por extensões tubulares e, finalmente, encontram ao acaso os conexons das 

células vizinhas formando o canal comunicante e se deslocam até a placa juncional. A degradação 

dos conexons ocorre através da internalização de toda a placa juncional por uma das células 

adjacentes que será digerida pela via lisossômica ou proteassômica (Modificado de Laird, 2006). 

 

1.3.4 Funções 

Diferentes tipos celulares expressam diferentes tipos de conexinas, que 

consequentemente formarão diferentes tipos de poros (conexons). Sabe-se que a 

composição de cada canal comunicante interfere diretamente no tamanho do poro, 

na sua capacidade e, por consequência, em sua função (Oshima e col., 2014). 

Os canais formados por conexinas estão relacionados a diversos aspectos do 

ciclo celular, como por exemplo, a homeostasia, o crescimento e morte celular, o 
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estabelecimento e manutenção de diferentes tipos celulares, por meio de 

comunicações intracelulares, intercelulares e extracelulares (Oshima e col., 2014). 

Ao nível intracelular, as conexinas que não formaram conexons podem 

interagir fisicamente com proteínas reguladoras do ciclo celular, como por exemplo, 

com as ciclinas, e assim afetar seus níveis de expressão que podem levar a 

alterações nos eventos de crescimento, proliferação/sobrevivência e morte celular 

(Kar e col., 2012). Em diversos estudos avaliando tumores foi demonstrado que a 

ausência ou alteração de função e/ou expressão das conexinas afetam diretamente 

a proliferação de células tumorais (Aasen e col., 2015). 

Aos níveis intercelular e extracelular, as conexinas podem formar os canais 

comunicantes (junções tipo fenda), que possuem como principal função a 

homeostasia celular por meio de transporte de sais inorgânicos e pequenos 

metabólitos, menores que 1kDa (Viken e col., 2016) (Figura 5). 

 
Figura 5: Representação esquemática de canal comunicante do tipo conexon intercelular e 

extracelular. Regulação da homeostasia pelos canais comunicantes através do transporte pelos 

poros de sais inorgânicos e pequenos metabólitos menores que 1kDa. 

Na cóclea, uma das funções dos canais comunicantes é regular o transporte 

dos íons, principalmente os íons potássio na endolinfa. Esses canais fornecem um 

sistema único de separação, transferência e reciclagem dos íons, sendo 

responsáveis pela manutenção dos altos níveis de potássio na endolinfa, e, por 

conseguinte, do seu potencial endococlear, necessário para a transdução de 

impulsos sonoros em impulsos elétricos que são transmitidos até o cérebro (Kalatzis 

e Petit, 1998; Pujol e col., 2006).  
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Em hipóteses preliminares que relacionavam as mutações do gene GJB2 a 

disfunções auditivas, era considerado que a alteração da função da conexina 26 

acarretaria na interrupção do fluxo de potássio nas células ciliadas e sua 

concentração elevada na endolinfa, o que resultaria na intoxicação do órgão de Corti 

por íons potássio. Dessa forma, ocorreria a morte celular e, consequentemente, a 

perda auditiva (Rabionet e col., 2000). No entanto, algumas mutações na conexina 

26 que levam à surdez em humanos alteram apenas a permeabilidade de moléculas 

grandes pelo conexon, como o IP3 (inositol trifosfato), mas mantêm a 

permeabilidade iônica normal do potássio, como no caso da mutação no gene da 

Cx26 p.V84L (Ambrosi e col., 2010). Além disso, trabalhos com camundongos 

nocautes completos e condicionais para o gene Gjb2 têm demonstrado que a surdez 

nesses animais ocorre antes do estabelecimento do potencial endococlear e que 

outras estruturas auditivas já estariam comprometidas antes mesmo do início da 

morte das células de suporte e células ciliadas (Sun e col., 2009; Wang e col., 2009). 

Esses trabalhos sugerem que a Cx26 possa ter outras funções no desenvolvimento 

do órgão de Corti, além da reciclagem dos íons potássio. 

Estudos recentes têm atribuído outras funções às conexinas, além da função 

clássica de formar canais comunicantes. Acreditava-se que os conexons ou 

hemicanais não pareados com o conexon da célula vizinha permaneciam fechados 

devido ao alto nível de Ca+2 no meio extracelular; porém, já foi demonstrado que 

eles são permeáveis à passagem de pequenas moléculas, como ATP (Stout e col., 

2004). 

Além da função de comunicação celular, as conexinas possuem também 

importante papel na regulação da morfologia celular estabelecendo polaridade 

celular, na adesão, na migração e na mobilidade celular. Nota-se que todos esses 

eventos estão relacionados ao papel exercido pelo citoesqueleto (Matsuuchi e col., 

2013). O papel das conexinas na migração e mobilidade celular foi primeiramente 

observado em células neuronais, onde a migração de células de glioma e neuronal 

estava relacionada à expressão de conexina 43. Os camundongos nocautes em 

relação à conexina 43 mostraram diminuição na migração dos neurônios no 

desenvolvimento do córtex cerebral. Além disso, os canais comunicantes que 

formam pareamento promovem uma força de adesão entre células adjacentes e 

interagem por meio do domínio carbóxi-terminal das conexinas com os elementos do 

citoesqueleto (Elias e col., 2007). O domínio carbóxi-terminal dessas proteínas 
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também está associado à sinalização celular (Giepmans e col., 2004). Na cauda C-

terminal citoplasmática das conexinas existem sítios de interação com diversos tipos 

de proteínas, entre elas, as proteínas relacionadas a migração e adesão celular. No 

entanto, detalhes sobre a relação entre as conexinas e eventos de migração e 

adesão celular ainda são largamente desconhecidos (Kameritsch, 2012). 

A comunicação intercelular via canais comunicantes é de fundamental 

importância durante o desenvolvimento embrionário, pois eles desempenham 

notável papel relacionado à proliferação e diferenciação celular. Já foi bem 

demonstrado que a deleção da conexina 26 em homozigose em ratos é letal para o 

embrião (Gabriel e col., 1998), pois os embriões não conseguem se implantar na 

parede do útero. Durante o desenvolvimento embrionário humano in vitro, são 

expressos os RNAm de 18 das 20 conexinas conhecidas, exceto os 

correspondentes a Cx40.1 e a Cx50 (Huettner e col., 2006). Durantes os primeiros 

dias do desenvolvimento as conexinas desempenham relevante função no período 

de pré-implantação embrionária. Identificou-se alta expressão gênica das Cx30 e 

Cx43 no estágio de blastocisto humano, e também a expressão gênica das Cx26 e 

Cx45, porém de forma menos notável (Hougthon e col., 2005). Foi visto que canais 

comunicantes formados pela Cx26, além de estarem presentes nos primeiros 

estágios do desenvolvimento embrionário, voltam a aparecer nos primeiros estágios 

do desenvolvimento da pele e da cóclea (Kammen-Jolly e col., 2001; Arita e col., 

2004; Berthoun e col., 2014). 

 

1.3.5 Redundância funcional e compensação entre conexinas 

Somando-se ao fato da família das conexinas ser composta por 21 tipos 

diferentes de conexinas com alto grau de similaridade, o mesmo tipo de conexina 

pode ser expresso em diferentes tipos celulares e um mesmo tipo celular pode 

expressar conexinas diferentes (Tabela 1). Isto nos leva a pensar na possibilidade 

de redundância funcional por parte destas proteínas e na possibilidade de 

compensação entre as conexinas no caso de ausência de uma delas. Sabe-se da 

alta expressão da Cx43 e Cx26 no primeiros estágios do desenvolvimento do cortex, 

principalmente nos neurônios e nas células da glia. Utilizando-se RNA de 

interferência Elias e col. (2007) bloquearam a expressão da Cx43 e  observaram que 

não houve efeito sobre a proliferação cellular. Observaram também que os defeitos 

vistos em relação à migração celular eram relativamente brandos.  
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Sabendo-se que na cóclea de camundongos as Cx26 e Cx30 se co-localizam, 

Ahmad e col., (2007) demonstraram que a super-expressão da Cx26 compensava 

os efeitos deletérios na cóclea causados por mutações no gene para a Cx30. Em 

outro estudo, com camundongo nocaute para a Cx30 como modelo, foi observado 

que a audição dos camundongos era normal (Boulay e col., 2013). Quando a Cx26 

foi mutada, a super-expressão da Cx30 não compensou os efeitos deletérios na 

cóclea causados pelas mutações no gene da conexina 26 (Lee e col., 2015) e os 

camundongos eram surdos. Isto indica que a Cx26 parece substituir a Cx30 na 

cóclea, mas o inverso não é verdadeiro. 

Apesar da Cx32 não ser expressa na cóclea, ela se mostrou funcionalmente 

equivalente à Cx26 em células da cóclea de ratos com o gene da Cx26 

nocauteados, quando induzida a sua superexpressão. Foi demonstrado que a 

superexpressão da Cx32 foi suficiente para compensar a ausência da Cx26 quando 

foram avaliadas as funções auditivas dos ratos nocauteados (Degen e col., 2011). 

A Cx26, além da cóclea, é expressa em outros 13 tecidos (Tabela 2). No 

entanto, mutações recessivas no gene da Cx26, como por exemplo, a c.35delG, 

estão associadas apenas à surdez hereditária não sindrômica, não afetando outros 

tecidos. Isso sugere que nos demais tecidos onde a conexina 26 é expressa, outras 

conexinas, provavelmente da mesma subfamília, devem compensar sua ausência no 

estabelecimento dos conexons e/ou dos canais comunicantes. Já nos casos de 

surdez sindrômica associada ao gene GJB2, os sinais clínicos adicionais estão 

geralmente associados a doenças de pele, como o queratoderma palmoplantar 

(OMIM, http://www.omim.org/). 

Tanto nos casos de surdez sindrômica e/ou não sindrômica, associados a 

mutações no gene da Cx26, os tecidos afetados são sempre de origem ectodérmica, 

especialmente as células epiteliais. Um dado interessante é que entre os tecidos de 

origem ectodérmica, a Cx26 é expressa somente na cóclea, na pele e no cérebro 

(tabela 2) e as doenças associadas a ela se manifestam em dois desses tecidos (o 

cérebro não é afetado). Já nos demais tecidos onde a Cx26 é expressa, de origem 

endodérmica ou mesodérmica não encontramos doenças associadas às mutações 

no gene que a codifica, o GJB2. Isso nos leva a indagar se os efeitos das alterações 

no gene da Cx26 seriam tecido-específicos, compreendendo apenas os tecidos de 

origem ectodérmica (exceto o cérebro) e talvez a enorme variedade de conexinas 
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expressas possa suprir a ausência dos conexons compostos por Cx26 nos outros 

tipos celulares em virtude de redundância funcional. 

 

1.3.6 Outras doenças associadas às conexinas 

Muito do que conhecemos sobre as conexinas na homeostasia dos diferentes 

órgãos foi revelado por estudos de mutações em genes que codificam as conexinas 

humanas, causando a perda de função em uma variedade de doenças. Diferentes 

conexinas já foram associadas a outras doenças hereditárias, além de surdez. 

Atualmente, são conhecidas 14 diferentes doenças que são causadas por mutações 

em um ou mais membros da família das conexinas (Kelly e col., 2014). Dentre as 21 

conexinas humanas descritas, apenas 12 tiveram os seus genes associados a 

doenças humanas (Tabela 3). 

Tabela 3: Seis grupos de doenças relacionadas a mutações nos genes das conexinas 
(Modificado de Laird , 2014) (na= não avaliado). 

Doenças hereditárias Proteína (Gene) OMIM 

Surdez Sindrômica e não sindrômica 

         Muito comum 

         Pouco comum 

 

         Neuropatias ligadas à audição 

 

GJB2 (Cx26); GJB6(Cx30) 

GJA1 (Cx43); GJB3 (Cx31); 

GJB4 (Cx30.3) 

GJB1 (Cx32); GJC3 

(Cx30.2/Cx29) 

 

121011; 604418 

na;603324; na 

 

304040; 611925 

Doenças relacionadas a mielina 

         Doença de Charcot-Marie-Tooth 

Doença de Pelizaeus-

Merzbacher 

 

GJB1 (Cx32) 

GJC2 (Cx47) 

 

304040 

608803 

Displasias Oculodentodigital e 

craniometafiseal 

GJA1 (Cx43) 121014 

Catarata GJA3 (Cx46); GJA8 (Cx50) 121015; 600897 

Doenças afetando a Pele 

         Síndrome de Bart-Pumphrey 

         Síndrome de Clouston 

         Eritroqueratodermia Variabilis 

 

         Ictiose com surdez 

Síndrome KID (queratite, ictiose       

e surdez) 

         Síndrome de Vohwinkel 

 

GJB2(Cx26); GJB6 (Cx30) 

GJB6 (Cx30) 

GJB3 (Cx31); GJB4 

(Cx30.3); GJB6 (Cx30) 

GJB2 (Cx26) 

GJB2 (Cx26); GJB6 (Cx30) 

 

GJB2 (Cx26); GJB6 (Cx30) 

 

121011; na 

604418 

603324; 

605425; na 

121011 

121011; na 

 

121011; na 

Doenças Cardiovasculares 

         Fibrilação Atrial (FA) 

Síndrome da morte súbita 

infantil 

 

GJA5 (Cx40); GJA1 (Cx43) 

GJA1 (Cx43) 

 

121013; na 

na 
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1. 4 Células-tronco mesenquimais 

Células-tronco (CT) apresentam prolongada capacidade de auto-renovação, 

ou seja, se multiplicam mantendo seu estado indiferenciado e capacidade de 

diferenciação, podendo dar origem a uma variedade de células de diferentes tecidos 

(Watt e Hogan, 2000). As células-tronco que ocorrem naturalmente são classificadas 

em CT do adulto e embrionárias. As mais utilizadas em pesquisa, até o momento, 

são as CT do adulto, devido à menor resistência ética envolvida na sua obtenção. 

Entre os tipos de CT do adulto, as células-tronco mesenquimais (do inglês, 

Mesenchymal Stem Cells – MSCs) exibem facilidade de isolamento e cultivo, alto 

potencial de renovação, alto espectro de diferenciação, além da facilidade técnica e 

ética de obtenção (Kassem, 2004). No ser humano, a principal fonte dessas células 

é a medula óssea. Porém, devido à dificuldade de obtenção desse tecido (pois é 

necessário biópsia sob efeito de anestesia), as células mesenquimais têm sido 

isoladas a partir de diversos outros tecidos, como por exemplo, tecido adiposo, 

endotélio e subendotélio da veia umbilical, das vilosidades coriônicas, do sangue do 

cordão umbilical e placentário, do sangue menstrual, da polpa dentária, dentre 

outros. 

 

1.4.1 Células-tronco de polpa dentária 

No início de o desenvolvimento dentário ocorre o espessamento do epitélio 

oral, formando um broto. O epitélio continua invaginando-se até formar uma capa 

com mesênquima condensado internamente. A seguir, inicia-se a diferenciação das 

células do epitélio em esmalte e a interação entre epitélio e mesênquima sinaliza as 

células do mesênquima condensado a se diferenciar em dentina, ficando a polpa 

conservada na região interna. Isso ocorre na fase chamada de sino. Por último, 

ocorre a erupção do dente (Figura 6) (Volponi e col., 2010). 
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Figura 6: Representação esquemática dos estágios de desenvolvimento dentário (Modificada de 

Volponi e col.,, 2010). 

Gronthos e colaboradores (2002) descreveram pela primeira vez a presença 

de CT na polpa dentária do terceiro molar dos humanos adultos. Estas células são 

capazes de se auto-renovar após transplante in vivo e se proliferam in vivo e in vitro. 

Mais tarde, foi visto que os dentes decíduos humanos também apresentam CT 

(Miura e col., 2003). Estas são chamadas de SHEDs (do inglês, stem cell from 

human exfoliated deciduos teeth). As SHEDs podem ser isoladas e multiplicadas in 

vitro. São capazes de se diferenciar em linhagens celulares de origem mesenquimal 

como osteócitos, condrócitos e adipócitos (Dominici e col., 2006), apresentam altas 

taxas de proliferação (Nakamura e col., 2009), e expressam fatores de transcrição 

específicos de células indiferenciadas, como OCT4, SOX2 e NANOG (Govindasamy 

e col., 2010). 

 

1.5. A expressão das conexinas em células-tronco 

A expressão de diferentes conexinas já foi demonstrada em CT: (i) 

embrionárias humanas (Carpenter e col., 2004; Wong e col., 2004, 2006; Huettner e 

col., 2006); (ii) embrionárias de camundongos (Woesdorfer e col., 2008); (iii) 

mesenquimais humanas da medula óssea (Schichor e col., 2011); células 

pluripotentes induzidas (iPS) (Sharovskaya e col., 2012; Ke e col., 2013) e células 

progenitoras neurais de camundongos (Imbeault e col., 2009). Os resultados destes 

estudos estão resumidos na Tabela 4. 
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Tabela 4: Expressão gênica e proteica de conexinas. (+) expressão avaliada e positiva; (-) 
expressão avaliada e negativa; (na) expressão não avaliada. (Modificado de Rackauskas e col., 
2010). A primeira linha se refere ao estudo do RNAm correspondente ao gene da conexina. A 
segunda linha se refere à espressão da proteína correspondente. 

 Embrionária 
de 

camundongos 
(Worsdorfer e 

col., 2008) 

Embrionárias 
Humanas 

(Huettner e 
col., 2008) 

Mesenquimais 
Humanas 
(medula 
óssea) 

(Schichor e col., 
2011) 

iPS 
humanas 

(a partir de 
fibriblastos) 

(Ke e col., 
2013) 

Progenitoras 
Neurais de 

camundongos 
(Imbeault e 
col., 2009) 

GJA1 
Cx43 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

GJA3 
Cx46 

- 
na 

+ 
na 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

GJA4 
Cx37 

+ 
na 

+ 
na 

na 
na 

+ 
na 

+ 
+ 

GJA5 
Cx40 

- 
na 

+ 
+ 

na 
na 

+ 
na 

+ 
+ 

GJA8 
Cx50 

- 
na 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

na 
na 

GJA9 
Cx59 

na 
na 

+ 
na 

na 
na 

+ 
na 

na 
na 

GJA10 
Cx62/Cx57mus 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

+ 
na 

- 
na 

GJB1 
Cx32 

+ 
- 

+ 
na 

- 
na 

na 
na 

+ 
- 

GJB2 
Cx26 

+ 
- 

+ 
na 

+ 
na 

+ 
na 

+ 
+ 

GJB3 
Cx31 

+ 
+ 

+ 
na 

+ 
na 

+ 
na 

na 
na 

GJB4 
Cx30.3 

- 
na 

+ 
na 

+ 
na 

+ 
na 

na 
na 

GJB5 
Cx31.1 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

na 
na 

na 
na 

GJB6 
Cx30 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

+ 
na 

+ 
+ 

GJB7 
Cx25 

na 
na 

+ 
na 

na 
na 

+ 
na 

na 
na 

GJC1 
Cx45 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
na 

+ 
na 

+ 
+ 

GJC2 
Cx47 

- 
na 

+ 
na 

- 
na 

+ 
na 

+ 
+ 

GJC3 
Cx30.2 

na 
na 

+ 
na 

+ 
na 

+ 
na 

- 
na 

GJD2 
Cx36 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

na 
na 

+ 
- 

GJD3 
Cx31.9/ Cx30.2 
mus 

- 
na 

+ 
na 

na 
na 

+ 
na 

- 
na 

GJD4 
Cx40.1 

na 
na 

- 
na 

na 
na 

na 
na 

na 
na 
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As conexinas 43 e 45 são as proteínas de maior expressão nas células-tronco 

(Assou e col., 2007; Liu e col., 2012). Estudos in vitro com CT embrionárias de 

camundongos nocautes em relação aos genes que codificam as conexinas 43 ou 45 

evidenciaram redução da proliferação celular e da expressão de marcadores 

relacionados à pluripotência, como Oct4, Sox2 e Nanog (Ke e col., 2013). Além 

disso, também já foi demonstrado que o bloqueio das junções comunicantes ou dos 

hemicanais por meio de agentes químicos inibe a proliferação celular. Estes estudos 

in vitro foram realizados com células-tronco embrionárias humanas e de 

camundongos, iPS humanas e progenitoras neurais de camundongos (Huettner e 

col., 2006; Worsdorfer e col., 2008; Ke col., 2013; Imbeault e col., 2009). Em todos 

esses estudos, os autores sugerem que as conexinas estão relacionadas de algum 

modo com o controle ou manutenção da pluripotência, da proliferação e da 

diferenciação celular. 

 

1.6 Diferenciação de células-tronco mesenquimais em células da cóclea 

O desenvolvimento da cóclea começa a partir da invaginação de um 

espessamento ectodérmico no placóide ótico, formando uma vesícula chamada 

otocisto (Morsli e col., 1998). As células multipotentes presentes no otocisto seguem 

então três linhagens celulares diferentes: (i) linhagem prosensorial, que dá origem às 

células ciliadas e de suporte; (ii) linhagem proneural, que forma os neurônios 

auditivos e vestibulares; e (iii) linhagem não-sensorial, responsável pelas células 

com funções estrutural, secretora e/ou de absorção (Driver e col., 2009).  

Diversos protocolos em diferentes tipos de células-tronco foram estabelecidos 

com o objetivo de obter de células ciliadas da orelha interna e neurônios auditivos. 

As células-tronco embrionárias humanas (do inglês, Human Embryonic Stem Cells - 

hESC); são capazes de se diferenciar tanto em células ciliadas quanto em neurônios 

auditivos in vitro e in vivo (Chen e col., 2012). Neurônios auditivos e células ciliadas 

também foram obtidos por meio de diferenciação de células-tronco humanas 

pluripotentes induzidas (do inglês Human Induced Pluripotent Stem Cells - hiPSC). 

Ainda foi visto que in vivo os neurônios auditivos mostraram-se capazes de criar 

sinapses, em co-cultura, com as células ciliadas de explantes de cócleas de 

camundongos (Gunewardene e col., 2014). 

Em relação as células-tronco mesenquimais (MSCs), o primeiro experimento 

capaz de obter células progenitoras de células ciliadas ocorreu em 2007 (Jeon e 
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col., 2007). MSCs obtidas da medula óssea de camundongos foram inicialmente 

diferenciadas em progenitores neurais. Em seguida, utilizando-se 2 protocolos 

diferentes a partir das progenitoras neurais, os autores obtiveram as células ciliadas 

e células de suporte em cultura. 

 Diferentes grupos também obtiveram células ciliadas a partir de MSCs de 

medula óssea (Qin e col., 2011; Lee e col., 2012) utilizando basicamente 

combinações do fatores EGF e IGF-1 e outros suplementos específicos, em 

concentrações diferentes. Sempre obtiveram progenitoras neurais e progenitoras de 

células ciliadas como intermediárias, com eficiências entre 3 a 4% das células 

utilizadas, que foram capazes de diferenciar. 

Células ciliadas foram obtidas também a partir de MSCs de tecido adiposo de 

camundongo (Lin e col., 2012) por meio de transfecção com adenovírus 

expressando o gene Atoh1 em construção com fusão a EGFP. Após duas semanas, 

foi observado que todas as células marcadas com EGFP expressavam o marcador 

de células ciliadas, miosina VIIa. O grupo de Lin foi o primeiro a obter células 

ciliadas sem passar por etapas intermediárias, onde geralmente eram obtidas 

células progenitoras neurais. 

Embora os experimentos sobre diferenciação de CT em células 

especializadas em transmissão neurosensorial de forma integrada ao órgão de Corti 

frustrem em parte a esperança dos autores em contribuir para o desenvolvimento de 

terapias (Lin e col., 2012), as células-tronco são ferramentas valiosas para se 

estudar o efeito molecular de diversas mutações que causam doença, 

especialmente em tecidos de difícil acesso, como é o caso da cóclea, na tentativa de 

recapitular eventos celulares que ocorreram durante o desenvolvimento. 
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2. CONCLUSÕES 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da mutação c.35delG em 

homozigose no gene GJB2 em células-tronco da polpa dentária (SHEDs) sobre a 

diferenciação celular em adipócitos, condrócitos e osteócitos e sobre a expressão do 

RNAm e das proteínas conexinas Cx26, Cx30, Cx31, Cx43 e Cx50, por meio da 

comparação entre células de indivíduos com a mutação com as de indivíduos sem 

mutação. 

Nossos resultados demonstraram alterações nos padrões de diferenciação 

celular das SHEDs com a mutação quando comparadas aos padrões de 

diferenciação de SHEDs de indivíduos sem mutação. As SHEDs com mutação 

apresentaram maiores taxas de diferenciação adipogênica (P=0,048) e osteogênica 

(P=0,044) e menor taxa de diferenciação condrogênica, quando comparadas às 

SHEDs de amostras controle, a um nível de significância de 95%.  

Os estudos de expressão revelaram, por meio de RT-PCR, RT-PCR 

quantitativa e citometria de fluxo, a expressão dos transcritos dos genes GJB2 

(Cx26), GJB6 (Cx30) e GJA1 (Cx43) e de suas respectivas proteínas, tanto em 

SHEDs dos indivíduos com mutação como em SHEDs controle. Entretanto, não há 

expressão de RNAm e nem das correspondentes proteínas dos genes GJA8 (Cx50) 

e GJB3 (Cx31) nas SHEDs com mutação, nem nas controle. Esses dados são 

inéditos na literatura. 

Em relação aos efeitos da mutação c.35delG em homozigose no gene GJB2, 

observamos por meio de RT-PCR quantitativa que a expressão do RNAm do gene 

GJB2 (Cx26) é reduzida, enquanto a expressão do gene GJA1 (Cx43) é aumentada 

em SHEDs com a mutação, quando comparadas às SHEDs sem a mutação 

(P=0,007 e P=0,041, respectivamente). Utilizando-se a densitometria das bandas 

obtidas por experimentos de WB, realizamos análise semi-quantitativa da expressão 

de Cx26 e de Cx43. Observamos que expressão da Cx26 foi aproximadamente 50% 

menor, enquanto que a da Cx43 foi aproximadamente 50% maior nas amostras de 

indivíduos portadores da mutação quando comparadas à amostras controle. 

As alterações nos padrões de diferenciação celular observadas na 

adipogênese e osteogênese das células com mutação podem estar relacionadas ao 

aumento da expressão da Cx43. Na literatura, já foi descrito o importante papel 

desempenhado pela Cx43 na manutenção de pré-adipócitos durante a fase de 
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expansão clonal da adipogênese. Além disso, a Cx43 também foi relacionada à 

sinalização celular nas vias de proliferação e diferenciação durante a osteogênese. 

O fato dos indivíduos com a mutação c.35delG só apresentam surdez sem 

outros fenótipos associados a favor de redundância funcional entre as conexinas, ou 

seja, a falta da Cx26 poderia ser suprida por outras proteínas, provavelmente da 

própria família das conexinas em vários tecidos, exceto na cóclea. 

As alterações de expressão de GJA1 (Cx43) nas SHEDs oriundas dos 

indivíduos surdos com a mutação c.35delG nos sugerem que a Cx43 possa ter um 

efeito compensatório na ausência da Cx26. Assim, o aumento de expressão de 

GJA1 (Cx43) detectado no nosso trabalho é forte evidências a favor não somente da 

idéia de redundância funcional entre as conexinas, como também a favor da 

existência de algum mecanismo regulatório compensatório que aumenta a síntese 

da Cx43 na redução da Cx26. 
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