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Resumo

A surdez congénita ocorre em aproximadamente 1 entre 1000 nascimentos. Nos
paises desenvolvidos, em média, 60% da deficiéncia auditiva é de origem genética. No
entanto, no Brasil as maiorias dos casos de surdez de etiologia esclarecidas ocorrem devido
a fatores ambientais, tais como as infec¢des congénitas (principalmente a rubéola), andxia
perinatal, Kernicterus e meningite.

A deficiéncia auditiva hereditaria ¢ um grupo heterogéneo de entidades genéticas, as
quais pddem ser distinguidas através de manifestagdes clinicas, padrdo de heranga e locus
genéticos. A maioria dos pacientes com surdez genética nfo apresenta outras manifestacdes
clinicas ou laboratoriais, sendo estes casos denominados de surdez ndo sindromica.
Aproximadamente 80% dos casos de surdez nfo sindrémica possuem padrdo de heranca
autossomica recessiva, 15% autossomica dominante e 1-3% heranga ligada ao cromossomo
X. Mutagdes mitocondriais, principalmente nos genes 12SrRNA e tRNAS VN também
tem sido descritas como importante causa da deficiéncia auditiva neurossensorial nio
sindrémica em algumas populagées.

Diferengas consideraveis nas freqiiéncias das mutagdes 12STRNA A1555G e
tRNA3N A7445G tem sido reportadas em diferentes populacdes. Nos analisamos 206
pacientes de diferentes familias Brasileiras portadoras de surdez neurossensorial nfo-
sindromica, foi encontrado um individuo portador da mutagdo A1555G (0,485%) e um
portador da mutagdo A7445G (0,485%).

Sendo assim, nosso estudo revelou baixa freqiiéncia das mutagdes mitocondriais

A1555G e A7445G na populagéo Brasileira.



Abstract

Congenital deafness occurs in approximately 1 in 1000 live births. In developed
countries about 60% of hearing loss is genetic. However, in Brazil most cases of hearing
loss are due to environmental factor, such as congenital infections (mainly rubella),
perinatal anoxia, Kernicterus and meningitis.

Hereditary deafness is a heterogeneous group of genetic entities, which can be
distinguished by clinical manifestations, mode of inheritance and genetic locus. The
majority of patients with hereditary deafness have no other clinical or laboratory
pathologies and are referred to as non-syndromic cases. Approximately 80% of non-
syndromic cases show a recessive pattern of inheritance, 15% of cases show dominant
transmission and 1-3% are X-linked. Mitochondrial mutations, especially in the
mitochondrial 12SrRNA and tRNA 3"U™ genes, are known to be one of important causes
of non-syndromic sensorineural hearing loss in some population.

Considerable differences on frequencies of the mitochondrial 12SrRNA A1555G
and tRNASU™N A7445G have been reported in different populations. Our screening of
206 patients coming from independent Brazilian families with prelingual sesorineural non-
syndromic deafness revealed one deaf individual with A1555G (0,485%), and one deaf
individual with A7455G (0,485%).

Therefore, our study shows that the mitochondrial A1555G and A7445G mutations
are not a common cause of non-syndromic sensorineural hearing loss in the Brazilian

population.
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1- INTRODUCAO

1.1-  Sistema Auditivo

1.1.1- O som

O som ¢é produzido por ondas de compressio e descompressdo que sdo
transmitidas no ar ou em outros meios elasticos, tal como a agua. No ar, o som se propaga
com a velocidade de cerca de 335 m/s. As ondas estdo associadas & variagdo de pressdo,
chamada de pressdo do som. A unidade de pressdo sonora é o N/m2, porém ela é mais
comumente expressa como o nivel de pressdo do som (SPL). A unidade do SPL ¢ o decibel
(db). O nivel de pressdo do som € calculado pela expressdo:

SLP = 20 log (P/Pr) onde P € a pressdo sonora e Pr ¢ uma pressdo de referéncia

0,0002 dinas /cm2 ou 1 N/ m2 (limiar absoluto para a audi¢do humana).

A freqiiéncia do som é medida em ciclos por segundo, ou Hertz (Hz). No entanto,
o som ¢, na verdade, uma mistura de tons puros. Cada tom puro resulta de ondas
sinusdides, com determinada freqii€ncia, e € caracterizado ndo s6 por sua freqiiéncia, mas
também por sua amplitude e fase (Figura 1). Assim, ¢ possivel dividir a composicdo de

determinado um som em um conjunto de tons puros.
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Figura 1 — Esquema de uma onda sinuséide.

O ouvido humano normal é sensivel a tons puros com freqiiéncias que variam
entre 20 e 20000 Hz. O limiar para a detec¢do de um tom puro varia com sua freqiiéncia.
Os limiares mais baixos, para os tons puros da audi¢do humana, sdo de cerca de 1000 a
3000 Hz. Por definicdo, o limiar nessas freqiiéncias é de, aproximadamente, zero dB

(pressdo de referéncia, 0,0002 dinas/cm2) (BERNE et al., 2000).

De acordo com essa escala, a fala tem intensidade de cerca de 65 dB, e as
principais freqiiéncias nela ultilizadas ficam na faixa de 300 a 3500 hz. Sons que excedem
100 dB podem causar lesdo no aparelho auditivo periférico e os acima de 120 db podem
causar dor. A medida que as pessoas envelhecem, sua capacidade de ouvir freqiiéncias altas

diminui, condi¢do chamada de presbiacusia.



1.1.2- O Ouvido

O aparelho auditivo periférico € o ouvido, que pode ser subdividido em ouvido
externo, ouvido médio e ouvido interno (figura 2), e que também podem ser chamados de
orelha externa, média e interna, respectivamente. O ouvido externo capta o som e 0 médio o

transmite para o ouvido interno, onde o som ¢ processado (HUDSPETH,1989).

Nervo
facial

A
Conduto
acustico
nterno

o

Conduto auditivo
i externo
mdsitado e Alty, #3% Orelha externa . ' Orelha
média Orelha Interna

Figura 2 - Esquema mostrando o ouvido externo, médio e interno (adaptado de SALZ,

1998)



O ouvido externo consiste em auricula e canal auditivo externo, o qual transfere o

som para a membrana timpanica, que separa o ouvido externo do médio.

Quando as ondas sonoras atingem a membrana timpAnica, causam a vibracio
desta, cuja parte central ligada a trés alavancas 6sseas (figura 3), os ossiculos auditivos, que
conduzem as vibra¢des para o ouvido interno. Os ossiculos auditivos sdo o martelo, a

bigorna e o estribo (BERNE et al., 2000).

estribo

—

s T

b g

Figura 3 - Ossiculos auditivos.

O ouvido médio também exerce outras fungdes, por meio de dois musculos no
ouvido médio: o tensor do timpano e o estapédio, que se ligam respectivamente, ao martelo
e ao estribo. Quando eles se contraem, amortecem os ouvidos da cadeia ossicular e

diminuem, assim, a sensibilidade do aparelho actstico. Essa a¢do pode proteger o aparelho



acustico de sons lesivos, tais como a vocalizagdo, que pode ser antecipada. No entanto, sons
como de uma explosdo subita podem danificar o aparelho acistico, porque ndo ocorre a
contragdo reflexa dos musculos do ouvido médio com rapidez suficiente. O ouvido médio
conecta-se com a faringe através da trompa de Eustaquio, por meio da qual as diferengas de

pressdo entre o ouvido externo € o médio s@o igualadas (GUYTON, 1988).

No ouvido interno, o 6rgédo sensorial que converte 0 som em sinais neurais ¢ a
coclea. A estrutura basica desse 6rgdo € um sistema de trés tubos enrolados lado a lado: o
canal vestibular, o canal médio, e o canal timpanico. E neste sistema de tubos espiralados,
cheios de liquido, que o som ressoa, causando nodos de vibragdes com alta intensidade, um

nodo para cada tom do som (GUYTON et al., 1996).

O estribo tem uma Base que se prende a janela oval, abaixo da janela oval se
localiza a coclea. O movimento da membrana timpénica para dentro, ocasionado pela
pressdo do som, faz com que a cadeia dos ossiculos empurre a base do estribo contra a
janela oval (figura 4), e esse movimento, por sua vez, desloca o liquido no interior do canal
vestibular. A onda de pressdo que se inicia no liquido € transmitida através da membrana
basilar, que se localiza entre o canal timpédnico € o canal médio. Na superficie desta
membrana encontra-se o 6rgio de Corti, composto de células ciliadas que convertem a
energia vibratoria dos nodos de ressonincia em impulsos nervosos. A freqiiéncia de cada
tom € determinada pelo local na membrana basilar onde ocorre a ressonancia. As fibras
nervosas que conectam essas células ciliadas ao cérebro possuem orientacdo espacial, de

modo que para cada local que é estimulado na membrana basilar existe um local



correspondente que também € excitado nas diversas areas auditivas do cérebro (GUYTON

et al., 1996).

Estribo na
janela oval Rampa vestibular

Membrana ; : ; Janela redonda / Membrana basilar
timpénica : !

Rampa timpénica

Figura 4 — Ilustrag@o da forma pelo qual o movimento da base do estribo desloca a janela
redonda causando os movimentos do liquido da coclea. (Redesenhado de Kandel E,

Schwartz JH: Principles of neural science, New York, 1981, Elsevier North-Holland.)

O ouvido deve detectar ondas sonoras conduzidas pelo ar, porém os mecanismos
de transdugdo neural dependem de movimentos estabelecidos na coluna de liquido no
interior da coclea. Dessa forma, as ondas de pressdo no ar devem converter-se em ondas de
pressdo no liquido. Uma vez que a impedancia actstica da d4gua é muito maior do que a do
ar, se ndo houvesse um dispositivo especial para combinar as impedancias a maior parte

dos sons que o ouvido seria simplesmente refletida (GUYTON, 1988).



1.2-  Aspectos gerais da deficiéncia auditiva

A deficiéncia auditiva € um dos distrbios sensoriais humanos mais comuns, e
pode se manifestar em qualquer faixa etaria (SIMOES & MACIEL-GUERRA, 1992;

KALATZIS & PETIT, 1998).

Em vista da complexidade do mecanismo de audigdo, ndo ¢ dificil compreender
que a surdez possa resultar de ampla variedade de anomalias geneticamente determinadas
(surdez hereditdria), bem como de diversos fatores ambientais (surdez adquirida). Assim
sendo, frente a um portador de deficiéncia auditiva, o diagndstico etiologico ¢

freqiientemente dificil de ser estabelecido.

A surdez adquirida pode ser de origem pré-natal (infecgdes congénitas,
particularmente a rubéola; uso de determinados medicamentos durante a gestagdo, como a
talidomida), peri-natal (anéxia neonatal, tocotraumatismo, kernicterus) ou pos-natal
(meningoencefalite, patologias de ouvido médio, traumatismos, uso de medicamentos como

os antibidticos aminoglicosideos).

Quanto a surdez hereditaria, esta pode ser sindrémica, ou seja, apresentar-se
associada a malformagdes cranio-faciais ou cervicais, displasias esqueléticas, anomalias
cutdneas ou oculares, doengas neuroldgicas, e disfuncdes renais ou metabdlicas, entre

outras; ou isolada (nfo-sindromica) (VAN CAMP & SMITH, 1997).



A deficiéncia auditiva pode ser classificada, também, de acordo com alguns outros
critérios. Com relacdo a localizagdo do defeito, ela pode ser condutiva, quando a anomalia
afeta 0 ouvido médio ou externo, neurossensorial (perceptiva ou neural), quando as
anomalias estdo situadas entre os receptores do ouvido interno e as regides auditivas do
cérebro, ou ainda mistas, quando envolvem ambos os defeitos. De acordo com o grau da
perda auditiva, ela pode ser classificada como leve, correspondendo a perda de 27-40dB;
moderada (41-55 dB); moderada a grave (56-70 dB); grave (71-90 dB); e profunda,
correspondendo a perda auditiva >90dB. A deficiéncia auditiva pode ser pré-lingual,
quando estd presente ao nascimento ou antes da aquisicdo da linguagem, ou pds-lingual,
quando se apresenta depois (KALATZIS & PETIT, 1998). Ao impedir a aquisicdo da
linguagem, a surdez pré-lingual tem graves conseqiiéncias sobre os mais diversos aspectos

da vida de seus portadores.

1.3- Epidemiologia da deficiéncia auditiva

A prevaléncia da deficiéncia auditiva congénita varia segundo varios autores nas
diferentes populagdes. No Brasil, entretanto, nfo existem dados oficiais da prevaléncia da
deficiéncia auditiva. Segundo dados da Organiza¢io Mundial de Saide (OMS), 10% da
populagdo mundial apresenta algum tipo de problema auditivo, devendo, portanto, existir
cerca de 16 milhdes de deficientes auditivos no Brasil, sendo 35 mil portadores de surdez

profunda.



Em paises desenvolvidos, a prevaléncia da deficiéncia auditiva na infincia ¢é
estimada em 1/1000, variando de 0,8 a 2/1000 em diferentes areas do mundo
industrializado, sendo que entre as criangas com déficit permanente de audicdo cerca de
90% apresentam distirbios neurosenssoriais, 5% de condugio e 5% mistos (PARVING &
HAUCH, 1994). Estima-se que 60% dos casos de surdez pré-lingual tenham bases
genéticas (MURGIA er al., 1999), e que 30% destes casos sejam sindromicos e 70% ndo
sindromicos (KALATZIS & PETIT, 1998). Além disso, 1/1000 criangas tornam-se surdas
apOs a aquisi¢do da linguagem, ou seja, no periodo pos-lingual, formas essas que sdo

freqlientemente menos graves e progressivas.

A tabela I ilustra algumas das principais causas de surdez observadas na
popula¢do brasileira em cinco diferentes centros do estado de Sdo Paulo. A predominincia
acentuada dos casos de etiologia de causa ambiental reflete as mas condi¢bes médico-
sanitarias da populacdo, de cuja melhoria depende a profilaxia de diversos casos de surdez,
além da falta de busca diagndstica. Em paises desenvolvidos, a diminui¢io acentuada das
causas ambientais de surdez tem aumentado a freqiiéncia da deficiéncia auditiva de

etiologia genética (RUSSO, 2000).



Tabela I - Principais causas de deficiéncia auditiva em criangas, detectadas em cinco

institui¢es do estado de Sdo Paulo (%) (RUSSO, 2000).

Causas DERDIC UNIFESP Santa Casa HC/USP CPA/USP
N&o conhecidas 45,5 40,9 60,4 43,9 54,0
Rubéola 29,0 31,8 20,9 12,5 2,0
Meningites 18,0 9,0 12,8 7,3 35,0
Trauma no parto 5,5 9,0 3,5 14,2 9,0

DERIC- Divisdo de Educacio e Reabilitacio de Desordens da Comunicacgio, Universidade Catélica de Sdo

Paulo; UNIFESP- Universidade Federal de Sio Paulo; Santa Casa de Sao Paulo; HC/USP- Hospital Publico

da Universidade de Sdo Paulo; CPA/USP- Universidade Sdo Paulo, campus Bauru.

1.4 - Diagnostico etiologico da surdez

A busca do diagnéstico etiolégico da deficiéncia auditiva esbarra, em grande

parte, na demora em se reconhecer essa deficiéncia, 0 que geralmente ocorre a partir do

segundo ano de vida (PARVING & HAUCH, 1994). A tabela II mostra a idade de

diagnéstico da surdez em criangas, num estudo realizado na Universidade de Sdo Paulo

(USP) em1992 (RUSSO, 2000)

Quanto mais se demora a fazer o diagndstico etiologico da surdez, torna-se menor

a confiabilidade dos dados a respeito de intercorréncias neonatais e das dosagens

sorologicas para o diagnéstico de infec¢des congénitas. Além disso, em muitos casos em
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que ndo sdo detectados quaisquer fatores ambientais que possam ter originado a deficiéncia
auditiva, ndo ha também antecedentes familiais sugestivos de uma origem genética ¢ nem
outras anomalias congénitas associadas; assim sendo, ndo ha como determinar a etiologia,

e, conseqiientemente, o risco de recorréncia familial.

Tabela II - Idade das crian¢as com diagnédstico de surdez (RUSSO, 2000).

Idade (meses) (%)
0-12 6,52
13-24 20,82
25-48 45,82
49-144 26,84

Nos casos de surdez adquirida, o risco de recorréncia familial dessa anomalia €
praticamente desprezivel. Em se tratando de surdez hereditéria, por outro lado, existe uma
probabilidade de que surjam outros casos na familia, probabilidade essa que depende de seu
mecanismo de heranga. Nos casos em que ndo se chega a um diagnédstico etioldgico, o risco
de recorréncia pode ser fornecido, empiricamente, como sendo cerca de 10% - em algumas
familias, porém, esta serda uma superestimativa, € em outras uma subestimativa. Apenas o
diagnéstico etiologico preciso pode vir a tranqiiilizar aqueles que nio estdo sob risco e

alertar os que de fato poderdo vir a gerar outros portadores dessa anomalia.
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1.5 - Deficiéncia auditiva de etiologia genética

Como ja foi dito, surdez hereditiria pode ser sindromica, ou seja, apresentar-se
associada a malformacGes cranio-faciais ou cervicais, displasias esqueléticas, anomalias
cutdneas ou oculares, doengas neurologicas, e disfungdes renais ou metabdlicas, entre

outras; ou isolada (ndo-sindromica) (VAN CAMP & SMITH, 1997).

Mutagbes em genes responséveis por quadros sindrémicos associados a surdez
neurosensorial vém sendo identificadas freqiientemente. Acredita-se que existam mais de
400 condi¢oes gencticamente determinadas nas quais a surdez seja uma das caracteristicas.
A tabela III mostra alguns desses achados, nos quais a disacusia é considerada uma das

caracteristicas relevantes.

A deficiéncia auditiva ndo-sindromica € quase exclusivamente monogénica e
altamente heterogénea. Acredita-se que mais de 100 genes possam estar envolvidos na
surdez ndo-sindromica (SOBE er al., 2000), que pode se apresentar com vérios padrdes de
heranga: ligado ao cromossomo X (DFN) (1 - 3% dos casos), autossomico dominante
(DFNA) (15%), e formas autossémicas recessivas (DFNB) (80%). Além disso, existem os
casos com heran¢a materna devido a muta¢des em genes mitocondriais (2 %) (KALATZIS

& PETIT, 1998).
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Tabela I1I - Exemplos de sindromes que apresentam deficiéncia auditiva.

Surdez com malformacdes craniofaciais e

cervicais

Sindrome de Treacher Collins
Sindrome de Crouzon

Sindrome de Apert

Surdez com displasias esqueléticas

Osteogénese imperfeita

Sindrome de Klippel-Feil

Surdez com anomalias cutineas Sindrome de Waardenburg
Surdez com disfunc¢ao renal Sindrome de Alport
Surdez com anomalias oculares Sindrome de Usher

Sindrome de Fraser

Surdez com disfun¢iao metabélica

Sindrome de Pendred

Sindrome de Hurler

Surdez com anomalias cromossémicas

Trissomia do cromossomo 18

Trissomia do cromossomo 21

Até o momento, com rela¢do as formas ndo-sindrémicas de surdez, 90 locus foram
mapeados, sendo 39 para as formas autossomicas recessivas (DFNB) (tabela IV), 51 para as
autossomicas dominantes (DFNA) (tabela V), e 8 ligadas ao cromossomo X (DFN) (tabela

VI). Foram clonados 25 genes nucleares e 2 genes mitocondriais (http://dnalab-

www.uia.ac.be/dnalab/hhh/).

13




Tabela IV — Locis envolvidos com as formas nio-sindrémicas, autossdmicas recessivas de

surdez (VAN LAER et al, 1998; VAN CAMP & SMITH, 2000; http:/dnalab-

www.uia.ac.be/dnalab/hhh/).
Locis Localizagéo Gene Marcadores Referéncias
DFNBI 13q12 GJB2 D13S143 D13S175 D13S292 Cuilford et al, 1994
Kelsell et al, 1997
DFNB2 11q13.5 MYO7A  DI11S911 D11S527 D11S937 Guilford et al, 1994
Liu et al,1997
Weil et al, 1997
DFNB3 17pl1.2 MYOI15 D178122 D17S805 D175842 Friedman et al, 1995
Wnag et al, 1998
DFNB4 7q31 PDS D7S501 D7S496 D7S523 Baldwin e al, 1995
Liet al, 1998
DFNB5 14q12 ? D14S79 D14S253 D14S286 Fukushima et al, 1995
DFNB6 3pl4-p21 ? D351767 D3S1289 D3S1582 Fukushima et al, 1995
DFNB7 9q13-q21 ? D9S850 D9S301 D9S16 Jain et al, 1995
DFNBS 21q22 ? D21S8212 D21S1225 D218S1575  Veske et al, 1996
DFNB9 2p22-p23 OTOF D25144  D2S171 D2S158 Chaib et al, 1996
D2S174 Yasunaga et al, 1999
DFNB10 219223 ? D21S168 D21S1260 D21S1259  Bonné-Tamir et al,
1996
DFNB12 10g21-q22 ? D10S68 D10S535 D10S580 Chaib et al, 1996
DFNBI13 7q34-q36 ? D7S661 D7S498 Mustapha er al, 1998
DFNB1i14 7931 ? D7S527 D7S3074 Mustspha et al, 1998
DFNBI15 3q21-g25 ? D3S1309 D3S1593 D3S1553 Chen et al, 1997
19p13 D19S592 D19S221
DFNB16 2q2415q21-q22 ? THBS1 D15S132 D15S123 Campbell et a/
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DFNBI17

DFNBIS8

DFNBI19

DFNB20

DFNB21

DFNB22

DFNB23

DFNB24

DFNB25

DFNB26

DFNB27

DFNB28

DFNB29

DFNB30

DFNB31

DFNB32

DFNB33

DFNB34

DFNB35

DFNB36

DFNB37

7q31
11pl4-p15.1
18pl1
11g925-gter
11q

16pl12.2

10p11.2-g21

11923

4p15.3-q12

492 modif. 1q22-23

2q23-q31
22q13
21q22

10p12.1

9q32-q34
1p13.3-22.1

9q934.3

14g24.1-24.3

?

6ql3

TECTA

OTOA

?

CLDN14

MYO3A

WHRN
?

?

MYO6

D782487 D75655 D75480
D115902 D11S921 D11S861
D18S62 D185843 D18S378
D11S969 D115439

D11S4111 D11S925 D11S934

?

D10S220 D10S1762 D10S1652

D10S2017 D10S1986 D10S199
2

D4S1632 D45S405 D4S428

D4S8424 DAS1604 DiS1153
D1S1679
D28326, D2S2257, D2S2273

D22S283, D225S423, D22S5274

D10S1160, D10S1775, D10S197
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Grenwald et al, 1998

Jain et al, 1998

Moynihan et al, 1999
Mustapha et al, 1999
Zwaenepoel et al.,
2002

Richard Smith,
unpublished

Richard Smith,
unpublished

Richard Smith,
unpublished
Riazzuddiun er al,
1999

Pulleyn et al., 2000

Wilcox et al., 2001

Mustapha et al., 2002
Masmoudi et al.,2003
Medlei-Hashim et al.,

2002

Ansar et al., 2003

Ahmed er al., 2003



DFNB38 ? ?

DFNB39 ? ?
DFNB= forma de deficiéncia auditiva genética ndo-sindrémica de transmissdo autossémica recessiva
?= desconhecido

nd= informago nio disponivel

Tabela V- Locis envolvidos com as formas nfo-sindromicas, autossdmicas dominantes de

surdez (VAN LAER er al, 1998; VAN CAMP & SMITH, 2000; http://dnalab-

www.uia.ac.be/dnalab/hhh/).
Locis Localizagio Gene Marcadores
DFNA1 5g31 HDIA1L D58640 D5S410 D5S412
DFNA2 1p34 GJB3 D1S255 MYCL1 D1S193
KCNQ4
DFNA3 13q12 GJB2 D13S5143 D13S175 D13S292
GJB6
DFNA4 19q13 ? D195208 D19S2224 ApoC2
DFNAS 7p15 ? D78629 D7S673 D7S529
DFNA6 4pl6.3 ? D4S1614 D4S412 D4S132
DFNA7 11q21-q23 ? D1S194 D1S196 D1S210
DFNAS 11q22-24 TECTA DI11S41111 D11S925 D11S934
DFNA9 14q12-q13 COCH D14S54 D14S121 D14S49
DFNA10 6q22-q13 ? D6S267 D65407 D6S472
DFNA11 11q12.3-q21 MYO7A D11S911 D11S527 D11S937
DFNA12 11q22-q24 TECTA D11S4111 D11S925 D11S934
DFNA13 6p21 ? D6S1051 D11S1680 D6S1666
DFNA14 4pl6 ? D452925 D4S3023 D4S431 D4S2935
DFNAI1S 5q31 POUA4F3 D5S8436 D5S210
DFNA16 2q24 ? D2S82380 D2S335
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DFNA17

DFNA1S8

DFNA19

DFNA20

DFNA21

DFNA22

DFNA23

DFNA24

DFNA25

DFNA26

DFNA27

DFNA28

DFNA29

DFNA30

DFNA31

DFNA32

DFNA33

DFNA34

DEFNA35

DFNA36

DFNA37

DFNA38

DFNA39

DFNA40

DFNA4]

DFNA42

DFNAA43

22q
3gq22
17925
17925
6p21
6ql3
14q

4q
12q21-24
17925
4q12

8q22

15926

?

?
9q13-q21
?

4ple6
4g21.3
16p12

12q24-qter

2pl2

T™MCI

WEFS1

D228280 D225282

D17S1806,D175928

D63S257, D6S445

D17S784 D178914 D175970
D45428 D4S392

GAATI1A4 D8S1132

D15S130 D15S127
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DFNA44

DFNA45

DFNA46

DFNAA47

DFNA48

DFNA49

DFNAS0

DFNASI1

3g28-29

?

?

9p21-22
12q13-q14
?

?

9qg21

DFNA= forma de deficiéncia auditiva genética ndo-sindromica de transmissdo autossémica dominante

?= desconhecido

nd= informagfio nio disponivel

Tabela VI - Locis envolvidos com as formas de surdez de transmissdo ligada ao

cromossomo X (VAN LAER et al., 1998; VAN CAMP & SMITH, 2000; http://dnalab-

www.uia.ac.be/dnalab/hhh/).

Locis Localizacdo Marcadores
DFNI1 Xq22 DDP DXS101
DFN2 Xq22 ? COL4A5
DFN3 Xq21.1 POU3F4 DXS26 DXS995 DXS232
DFN4 Xq21.2 ? DXS997 CXS992
DFNS5
DFN6 Xp22 ? DXS8036 DXS8022 DXS8019
DFN7 ? ?
DFN8 ? ?

2= descor.i:zcido

nd= informa¢3o nio disponivel

18



Nao surpreende a quantidade de Joci envolvidos no fendtipo da surdez, se
considerarmos que a coclea é um dos 6rgdos mais complexos do ser humano. Como
responsavel pela audigdo, esta utiliza aproximadamente 16.000 células sensoriais ciliadas
que dependem, para seu bom funcionamento, de despolariza¢io da membrana celular e
transducdo mecanoelétrica, liberagio da transmissdo e transporte de ions, entre outros

eventos (AVRAHAN, 1997).

Os estudos genéticos da surdez ndo-sindromica tém sido muito lentos em
decorréncia da similaridade dos fendtipos associados aos diversos genétipos. Entretanto,
grandes avangos ocorreram nos ultimos cinco anos. A despeito do grande nimero de loci
envolvidos na surdez ndo-sindromica, particularmente naquela com padrio de heranga
autossdmico recessivo, a descoberta de que muta¢des no gene da conexina 26 (GJB2) sdo
responsavets pela grande maioria desses casos mudou consideravelmente a pratica clinica

do aconselhamento genético nessa area (LIU et al., 1997; KELSELL et al., 1997).

O gene GJB2 foi o primeiro a ser identificado como sendo responsavel pela surdez
neurossensorial ndo-sindromica de padrdo autossdmico recessivo. Este gene localiza-se no
locus DFNBI, na regido cromossdmica 13q12 (KELSELL et al., 1997). A partir de entZo,
muitos outros genes envolvidos no fenotipo da surdez neurossensorial ndo-sindromica

foram clonados e estdo sendo estudados.

Acredita-se hoje, que o gene da conexina 26 (GJB2), seja o principal responsavel

pela deficiéncia auditiva neurossensorial congénita (GASPARINI er al., 2000).
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1.6 Conexinas

Em termos evoluciondrios, as conexinas podem ser agrupadas em pelo menos trés
subfamilias: o, B, e y, a conexina 26, por exemplo, ¢ uma beta conexina: GJB2 (gap
junction protein, beta-2). Entretanto, a nomenclatura mais comum ¢é baseada no peso
molecular da proteina, isto é, Cx26 (GB2), Cx30 (GJB6), Cx31 (GJIB3), Cx32 (GJBI1),
Cx43 (a 1) e assim sucessivamente (KRUTOVSKIKH & YAMASAKI, 2000). Muta¢Ges
nestes genes causam surdez com heranga autossomica recessiva (GJB2 e GIB3),
autossomica dominante (GJB2, GJB3 e GJB6) ou ligada ao X (GJB1). Além disso, sdo
responsaveis tanto por surdez sindromica (GJB2, ceratodermia palmoplantar; GJIB3,
variabilidade eritodermia; e GJB1, neuropatia periférica), quanto ndo-sindromica (GJIB2,

GIB3 e GIB6) (RABIONETE et al., 2000).

1.7 O Gene GJB2

As descobertas mais importantes até o momento no estudo molecular da deficiéncia
auditiva referem-se as muta¢des observadas no gene da conexina 26 (GJB2), que se
revelaram como a origem mais freqiiente da surdez de heran¢a autossémica recessiva.
KELSELL et al (1997) estavam inicialmente estudando uma familia que apresentava tanto
ceratodermia palmoplantar (PPK) quanto surdez neurossensorial congénita. Por meio de
uma avaliagdo clinica, presumiu-se que a PPK nfo estava associada a surdez. Estudos de

ligacdo indicaram o envolvimento dos fenotipos na regido 13q11-12, onde 3 loci haviam
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sido localizados: o da surdez ndo-sindromica autossdmica recessiva (DFNB1), o da surdez
nio-sindromica autossémica dominante (DFNA3), e o da doenga de Clouston (displasia
ectodérmica hidrética — HED). O gene candidato para ambas as doengas, PPK ¢ HED,
encontrado na regido 13q12, foi identificado como o codificador da proteina conexina 26
(GIB2 ou Cx26). Este gene contém somente dois exons, um exon 5°ndo codificante, e um
codificante de aproximadamente 800 pb separados por uma regido 5°— 3’nfo codificante

(DENOYELLE et al., 1999).

Baseados nessas observagdes, esses pesquisadores resolveram procurar por
mutag¢Oes no gene da conexina 26 nos individuos afetados por PPK ou HED. Entretanto,
uma substituicio (T— C) no coédon 34 do gene foi identificada nos individuos que
apresentavam surdez neurosens}orial. A partir de entdo, o gene GJB2 foi investigado com
relag@o a sua expressido em cdclea, ducto coclear e estria vascular de rato. Cruzando estes
dados, o gene apresentou-se como forte candidato a responsavel pela surdez ndo-

sindrémica neurossensorial (KESELL et al., 1997).

A comprovagéo posterior de que mutagdes no gene GIB2 estdo envolvidas em 50%
dos casos de surdez pré-lingual ndo-sindrémica de heranga autossdmica recessiva, o que
corresponde a 10% -20% de todos os casos de surdez (WILCOX et al., 2000), mudou a
pratica do aconselhamento genético nessa area, principalmente considerando o fato de que
uma mutagdo especifica (35delG) estd presente em 80% dos casos onde este gene esta

envolvido (DENOYELLE et al., 1997; COHN et al., 1999).
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Ja existem mais de 50 mutagdes descritas no gene GJB2, resultando tanto em
formas dominantes quanto recessivas de surdez nio-sindromica. A maioria das mutagoes se

encontra relacionada com as formas recessivas (http://www.iro.es/cx26deaf html).

1.7.1- A Mutagdo 35delG

A mutagdo 35delG, cuja detec¢do tem alta relevancia no rastreamento genético da
surdez, € observada em individuos de diferentes grupos étnicos: arabes, beduinos,
caucasoides, indianos, israclenses, italianos, paquistaneses, espanhéis, entre outros. Trata-
se da delegdo de uma guanina (G) de uma série de seis guaninas que se estendem da
posicdo 30 a 35 no gene GJB2. Essa delegdo, que esta presente no cédon 10, altera o quadro
de leitura de aminoacidos (frameshift). Com isso, a glicina é convertida para valina no
cédon 13 e € formado um stop cédon logo apés (tabela VII) (DENOYELLE et al.,1997;

ESTIVILL et al., 1998; SCOTT et al., 1998; GASPARINI et al., 2000; SOBE et al., 2000).

Estudos tém demonstrado uma alta freqiiéncia de portadores da mutagiio 35delG em
diferentes regides geograficas. A partir desses estudos algumas hipéteses estdo surgindo
para explicar esses achados. O fato de que em paises europeus o indice de heterozigotos
para muta¢do 35delG € bastante alto, principalmente na regifio sul, sugere que esta mutacio
possa ter se originado neste continente. A alta freqiiéncia de portadores também pode, por
outro lado, indicar um efeito fundador ou uma vantagem seletiva para os heterozigotos, ou

mesmo uma combinacdo entre ambos (GASPARINI et al., 2000). Atualmente foram
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detectados dois raros SNPs ( single nucleotide polymorphisms ) com desequilibrio de
ligacdo com a mutagdo 35delG em diferentes populagbes, demonstrando assim que o

defeito molecular 35delG nio € um hotspot (ROTHROCK et al., 2003).

Pesquisas sobre a incidéncia da mutagdo 35delG mostraram que a freqiiéncia de
heterozigotos na Europa €, em média, de 1 em cada 51 individuos (GASPARINI et al.,
2000). No estado de Sdo Paulo, foram identificados seis heterozigotos para a mutagio
35delG, em uma amostra aleatéria de 620 neonatos, ou seja, uma proporgdo de 0,97%
(SARTORATO et al., 2000). Outro estudo mostrou que a muta¢io 35delG é a mais
freqliente entre os deficientes auditivos nfo sindromicos brasileiros; entre uma amostra de
36 pacientes surdos de etiologia ndo definida, 22% eram portadores da mutagdo 35delG.

(OLIVEIRA et al., 2002).

A alta freqii€éncia de surdez pré-ligual de heranga autossOmica recessiva é um
indicio de que muitas pessoas da populagcdo sejam portadoras de mutacdes no gene da
conexina 26 (DENOYELLE et al., 1997). A penetrancia determinada pela homozigose para
a mutagdo 35delG € bastante varidvel, de surdez leve/moderada a profunda, havendo
também alguns casos de surdez progressiva. Esta variabilidade fenotipica sugere que outros
fatores possam compensar a inatividade da Cx26 na fungdo coclear (STEEL, 1999). Esses
possiveis fatores modificadores dos efeitos desta muta¢do poderiam também explicar o fato
de alguns individuos que s@o heterozigotos para mutagdes no gene GJB2 apresentarem

deficiéncia auditiva (WILCOX et al., 2000).
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Tabela VII — Alteragdo no quadro de leitura da proteina Cx26 na presenga da mutagdo

35delG.

Mutacgio Seqiiéncia dos aminoacidos

Mutado: GIn Thr Ile Leu Gly Val
35delG STP

Normal: Gin Thr Ile Leu Gly Gly
Val

aa: 7 8 9 10 11 12 13

1.7.2- Outras mutagdes

Além da mutacdo 35delG, outras mutagGes no gene GIB2 causadoras de surdez

foram descritas, dentre as quais devem ser mencionadas: a 167delT e a 235delC.

A mutag@o 167delT resulta em um cédon de terminagdo precoce no cédon 81, e esta
localizada no segundo loop extracelular da conexina 26. Nio existem dados acerca da
freqliéncia desta mutagdo na populacdo em geral, mas em Judeus Askenazitas 4,3% dos
surdos analisados eram portadores desta mutag&o, enquanto apenas 0,7% eram portadores

da mutacio 35delG (MORELL et al., 1998).
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J4 a mutagdo 235del C tem sido observada em orientais (populagbes japonesas e
chinesas), sendo nestas popula¢des, a mais freqiiente das mutagdes. Entre os pacientes
Japoneses com deficiéncia auditiva de origem genética, sua freqiiéncia foi estimada em
2:203. Nenhum dos estudos realizados nessas populagdes identificaram a mutagdo 35delG

(FUSE et al., 1999).

1.8 - Outros genes

Além do gene da conexina 26 (GJB2), existem outros genes que também estdo
envolvidos com a deficiéncia auditiva neurossensorial nfo-sindromica. Recentemente foi
descrita uma grande delecdo no gene GJB6 [delta(GJB6-DI13S1830)). Esta mutagdo ¢
recessiva, causando surdez em individuos homozigotos ou duplos heterozigotos (para esta
dele¢do e para mutac¢des no gené GJB2). Nos individuos duplos heterozigotos, a dele¢do foi
observada em frans com outra mutagdo no gene da conexina 26 (35delG, 167delT)
(LERER, et al., 2001; PALLARES-RUIZ, et al., 2002). Na populagdo francesa, esta
mutacgdo foi reportada como a segunda mais freqiiente causa da surdez pré-lingual, sendo a

mais freqiiente a mutago 35delG (CASTILLO et al., 2002).

Outro mmportante gene relacionado com a deficiéncia auditiva neurossensorial
autossomica recessiva (DFNB 9) é o chamado OTOF ( YASUNAGA et al, 2000). Até o
momento cinco diferentes mutagdes foram detectadas neste gene em familias portadoras de

surdez (YASUNAGA et al, 2000; MIGLIOSI et al, 2002).
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1.9 - DNA mitocondrial e sua relacio com a deficiéncia auditiva

1.9.1 - O DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) é um pequeno genoma circular localizado no
interior da mitocdndria, a qual encontra-se no citoplasma da célula. Ha a hipétese da
mitocondria ter se originado como um simbionte de células proto-eucaridticas ha
aproximadamente 1,5 a 2 bilhdes de anos (WALLACE et al.,1999), e conseqiientemente

possuir a molécula de DNA diferente, autonoma e independente do DNA nuclear.

Ha centenas de mitocondrias em cada célula eucaridtica, e elas possuem variadas
fun¢bes metabdlicas, sendo a mais importante a sintese de ATP através da fosforilacdo
oxidativa. Cada mitocondria possui de 2 a 10 moléculas de mtDNA; assim, cada célula
contém milhares moléculas de mtDNA. Devido este fato podemos observar mutacdes
homopldsmicas ou heteroplasmicas, ou seja, uma muta¢do pode estar presente em todas as

copias do DNA mitocondrial (homoplasmia) ou apenas em parte delas (heteroplasmia).

Cada uma destas moléculas de mtDNA constitui-se de 16.569 bp, dupla fita, em
forma de circulo fechado. A molécula de mtDNA codifica 13 genes de mRNA, 2 de rRNA,
e 22 de tRNA, especificos desta organela. Os 13 mRNA sdo transcritos em ribossomos
mitocondriais-especificos, através de um cédigo também especifico, em 13 proteinas. Estas
proteinas interagem com aproximadamente 60 proteinas codificadas no nucleo para formar

5 complexos enzimaticos requeridos na fosforilagdo oxidativa. Estes complexos, situados
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na membrana das mitocdndrias, estdo envolvidos na cadeia transportadora de elétrons e

sintese de ATP (ATTARDT & SCHATZ, 1988).

O DNA mitocondrial € transmitido exclusivamente pela mée, j4 que apenas as
mitocondrias do odcito sdo transmitidas de uma gerago para a préxima. O espermatozodide

ndo contribui com mtDNA a prole (WALLACE et al.,1999).

Apenas 1 Kb do mtDNA de mamiferos ndo € codificante, sendo portanto
considerado compacto. Ao contrario do DNA nuclear, 0 DNA mitocondrial ndo interage
com histonas, apresentando assim maior instabilidade devido a falta de protegdo, fungdo
desempenhadas por estas proteinas. Além disso, este DNA estd constantemente exposto a
radicais livres devido & proximidade com a cadeia respiratdria. Acredita-se que seja em
decorréncia destes fatos que a taxa de mutag@o deste acido nucléico ¢ maior que a do DNA
nuclear. Outro importante fato que contribui com a alta taxa de mutagio nesta molécula € a

auséncia de um sistema de reparo.

Desordens mitocondriais geralmente geram doengas que afetam tecidos que
requerem altos niveis de energia, como o muscular € o nervoso. Também € comum
observar deficiéncia auditiva causada por danos mitocondriais (mutagdes no mtDNA), ja
que a coclea € um oOrgio altamente dependente do metabolismo da cadeia respiratéria

(PETTY et al., 1986).
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1.9.2 - Mutacdes mitocondriais que causam surdez

Mutag¢des nos genes mitocondriais podem causar deficiéncia auditiva sindrémica ou

ndo-sindromica. A tabela VIII lista as mutages mitocondriais que provocam surdez

sindromica, e a tabela IX as muta¢Ges que originam deficiéncia auditiva nio-sindromica.

Tabela VIII - Mutagdes mitocondriais associadas a deficiéncia auditiva sindromica

(dnalab-www.uia.ac.be/dnalab/hhhy/).
Gene Mutagio Fenotipo Referéncias
tRNA Leu(UUR) 3243A—-G MELAS e MIDD Goto et al, 1990
van den Ouweland et
al, 1992
tRNALys 8344A-G MERRF Shoffner et al, 1990
3856T—C MERRF Zeviani et al, 1992
8296A—G MIDD Kameoka et al, 1998
tRNASer(UCN) 7512T—>C Progressiva Jaksch et al, 1998b
mioclonia, epilepsia,
ataxia e surdez
muitos Delecao grande KSS Moraes et al, 1989
muitos Delecgdo MIDD Ballinger et al, 1992
grande/duplicagdo
tRNAGIu 14709T—>C MIDD Hao et al, 1995
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MELAS=Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes,
KSS=Kearns-Sayre ~ Syndrome, MERRF=Myoclonic  epilepsy and red fibers,

MIDD=Maternally inherited diabetes and deafness

Tabela ¥X - MutagSes mitocondriais associadas a deficiéncia auditiva ndo-

sindromica(dnalab-www.uia.ac.be/dnalab/hhhy/).

Gene Mutagdo  Sintomas adicionais Referéncias

12SrRNA 1555A—>G Sem provas Prezant et al, 1993
Usami et al, 1998
Estivill er al, 1998
tRNASer(UCN)  7445A—G Queratodermia palmoplantar Reid et al, 1994
Fischel-Ghodsian er al,
1995
Sevior et al, 1998
7472insC  Disfuncdo neurolégica, Tiranti ef al, 1995
incluindo ataxia e mioclonia Jaksch et al, 1998 a
Jaksch et al, 1998 b
7510T—C Nenhuma ocorréncia Schuelke et al, 1998

7511T—>C Nenhuma ocorréncia Sue et al, 1999

Entre as formas de surdez sindromica, é freqiiente observar a deficiéncia auditiva

como parte do fenétipo de sindromes neuromusculares como KSS, MERRF e MELAS ou
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ainda como acompanhantes da diabetes melitus de heranga materna (http://danalab-

www.uia.ac.be/hhh/mito _bory.html):

- KSS (Kearns-Sayre Syndrome)
Oftalmoplegia externa progressiva (PEQO) e retinopatia que semanifesta antes de 20
anos de idade; ataxia, bloqueio cardiaco ou CSF. A surdez neurossensorial pode fazer parte

do fenotipo.

-MERRF (Myoclonic epilepsy and red fibers)
O fenétipo € caracterizado pela mioclonia, epilepsia ¢ ataxia , embora, a deméncia,

atrofia dptica e surdez também possam ocorrer.

-MELAS (Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes)

MELAS ¢ uma doen¢a infantil caracterizada por vOmitos intermitentes, fraqueza
nas pernas ¢ bracos e cefaléia recorrente semelhante a uma pancada; é também
freqlientemente associada com baixa estatura. H4 uma grande variedade de sintomas entre

os pacientes, incluindo a surdez em aproximadamente 30% das pessoas afetadas.

-MIDD (Maternally inherited diabetes and deafness)
Em muitas familias com diabetes melitus e surdez neurosensorial, tém sido
descritas mutagdes mitocondriais. A que tem sido observada mais freqiientemente ¢é a

o3

mutagdo 3"43A—>G, também observada como causadora da MELAS. Em estudos de
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populagdes diabéticas, a 3243A—G tem sido encontrada em uma pequena porcentagem dos

pacientes (NEWKRIRK et al, 1997).

Com relagdo a surdez ndo-sindromica, cinco muta¢Ses mitocondriais, até o
momento, foram reportadas em alguns pacientes. Porém, para duas destas cinco mutagdes,
tem-se observado sintomas adicionais acompanhando a deficiéncia auditiva. Com excegio
da mutacdo A1555G, todas as mutagdes ndo-sindrOmicas estdo localizadas no gene

tRNASer(UCN).

1.9.3 - Mutagdo A1555G

1.9.3.1 — Aspectos gerais da mutag¢do A1555G

O defeito molecular homoplasmico A1555G, localizado no gene ribossomal 128
rRNA, o primeiro a ser identificado no DNA mitocondrial como responsavel pela surdez,
foi descrito em 1993 em uma grande familia 4rabe-israelita (PREZANT et al., 1993). Esta
mutacdo apresenta altas freqii€ncias em certas populagées como a espanhola e a japonesa.

Até o momento, nio ha estudos publicados desta mutagio entre a populago brasileira.
A importancia deste defeito molecular estd no fato de ser constatado em altas

freqliéncias nos pacientes com deficiéncia auditiva neurosensorial que tiveram contato com

medicamentos aminoglicosidicos, o que faz crer que em muitos desses casos a surdez
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relacionada a mutagio mitocondrial, possa ter sido induzida pelo uso de aminoglicoideos

(USAMI, 1997; CASANO et al., 1998; ESTIVILL et al., 1998; USAMI et al., 2000).

A ototoxidade aminoglicosidea ¢ uma das causas mais comuns de surdez adquirida.
Apesar dos danos vestibulo—cloqueares serem quase universais quando os individuos sio
expostos a altos niveis de aminoglicosideo por periodos prolongados, e na exposi¢io de
baixas quantidades desses medicamentos ha significativo componente genético
influenciando na susceptibilidade para ototoxidade (KONIGSMARK et al, 1976;

HIGASHI, 1989; HU et al., 1991).

Além do fato de, em inimeras familias, terem sido descritos casos de surdez ap0s a
exposicdo a aminoglicosideos, diferencas entre os limiares de susceptibilidade a essas

drogas também sugerem um componente genético (STEBBINS et al.,1981).

Este componente genético foi identificado com a analise de trés familias chinesas,
nas quais muitos individuos desenvolveram surdez apds o uso de aminoglicosideos.
Sabendo dos efeitos dos aminoglicosideos na capacidadede de tradu¢io dos ribossomos e
do padrio de heranca materna para a surdez que estas familias apresentavam, foram
rastreados defeitos genéticos nos genes de rRNA mitocondrial, assim detectando uma

muta¢do no gene 128 r RNA nas trés familias analisadas (PREZANT et al., 1993).

Acredita-se que além desta mutagfio existam outros fatores genéticos e ambientais
influenciando na susceptibilidade a otoxidade, pois nio se observa um tnico padrio

fenotipico entre os portadores desta mutagdo. Um fator nuclear foi descrito como umas das

32



possiveis influencias nas diferengas fenotipicas relacionadas a deficiéncia auditiva
associada a mutacdo A1555G (GUAN et al., 1996). Na China uma pequena proporcdo de
pacientes sem um histérico familiar positivo para ototoxidade a aminoglicosideos exibiu

esta mutagdo (FISCHEL-GHODSIAN et al., 1995).

Estudos realizados nos E.U.A. mostraram uma freqiiéncia de 15% da mutagio
Al1555G nos casos de surdez induzida por aminoglicosideo (FISCHEL-GHODSIAN et al.,
1997); ja no Japédo, o niimero encontrado foi de 30% (HU et al., 1991). Esta diferenca de
freqii€ncia pode ser reflexo do maior e mais prolongado uso de aminoglicosideos nos

E.U.A. (FISCHEL-GHODSIAN, 1997)

1.9.3.2 — Ototoxicidade

As ototoxicoses sdo provocadas por drogas medicamentosas que alteram o ouvido
interno. Podendo afetar o sistema coclear, ou o sistema vestibular, ou ambos.

Diferentes tipos de drogas podem causar ototoxidade. Entre elas esta o grupo dos
antibidticos aminoglicosideos, como a estreptomicina, a diidroestreptomicina , a neomicina,
a canamicina A e B, a paramomicina, a aminosidina, a gentamicina, a amicacina a
tobramicina, anetilmicina. Desse grupo, estreptomicina, tobramicina e gentamicina sio
mais vestibulotoxicos que cocleotoxicos; sedo os demais mais cocleotdxicos. Alguns
antibi6ticos ndo aminoglicosideos tém sido citados na literatura como ototoxicos. Sdo eles:

a eritromicina, com efeitos reversiveis; o cloranfenicol, principalmente por agdo topica; a



ampicilina; a miocilina, derivado da tetraciclina com ago vestibulotoxica; a cefalosporina,
com poucas referéncias; a viomicina; a capreomicina, com maior toxicidade vestibular; a
polimixina B e E; e a colistina.

Outros grupos de drogas ototoxicas sdo os desinfetantes, como clorexidine,
benzetdnio, benzalconio, iodo, iodine e iodoforo, e élcoois, como etanol e propilenoglicol.
Essas drogas sdo usadas as vezes para assepsia em cirurgias do ouvido médio, podendo
provocar ototoxidade por agdo local. Ha também o grupo dos beta-bloqueadores, como
practolol e propanolol, aos quais se atribuem alteragdes cocleares com perda auditiva.
Diuréticos como o acido etacrinico, a furosemida, a bumetanina, a piretamida e a
indapamida s3o cocleotoxicos, mas as alteragbes auditivas sio reversiveis. Entretanto,
embora essas drogas ndo sejam vestibulotéxicas; potencializam a agdo dos

aminoglicosideos.

Drogas antinflamatérias, como salicilatos, aspirina e quinino, podem provocar
alteragGes auditivas, mas a cocleotoxidade dos salicilatos e da aspirina é reversivel.
Antineoplasticos também podem ser ototdxicos, como é o caso da cisplatina, da mostarda
nitrogenada e da vincristina, podendo ser reversivel ou nfo. Os contraceptivos orais podem
provocar perdas auditivas uni ou bilaterais progressivas e irreversiveis (BLACK &

PESZNECKER, 1993).

Dos grupos de drogas ototdxicas, os antibidticos aminoglicosideos sdo talvez os
mais importantes, € sem divida os mais estudados. Alguns autores concluiram que estes
antibidticos se ligam a receptores das membranas das células ciliadas do 6rgio de Corti, da

macula sacular e da utricular e das cristas do sistema vestibular. Esses receptores sio os
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polifosfoinositidios, componentes da membrana celular com papel importante nos eventos
bioelétricos e na permeabilidade da membrana por interagdo com o ion célcio. A formagio
de complexos entre os antibibticos aminoglicosideos e os polifosfoinositidios produz
modificagdes na fisiologia da membrana e na sua permeabilidade, acabando por afetar a
estrutura e a fungdo dos cilios, em primeiro lugar, depois da prépria membrana, e

finalmente, por causar destrui¢io das células receptoras (SCHACHT, 1993).

1.9.4 - Mutagio A7445G

A mutacdo A7445G foi encontrada em uma familia da Escécia € uma da Nova
Zelandia. Ambas as familias apresentavam deficiéncia auditiva neurosensorial ndo-
sindrémica de padrdo de heran¢a materna (REID et al., 1994; FISCHEL-GHODSIAN et
al., 1995). A avaliagio clinica da familia da Nova Zelindia revelou queratoderma
palmoplantar em muitos de seus membros. Além disso, a mutagdo A7445G foi detectada
em uma familia japonesa com queratoderma palmoplantar e surdez neurosensorial

progressiva (SEVIOR et al., 1998).

Esta mutacdo também demonstrou ser um defeito molecular homoplasmico em

todas as familias em que foi encontrada até¢ o momento (FISCHEL-GHODISIAN, 2000).

Curiosamente, a penetrancia desta mutagdo para os deficientes auditivos da familia
escocesa mostrou-se baixa, enquanto que nas familias da Nova Zeldndia e Japdo

apresentou-se muito alta. A mutacdo A7445G é uma mudanca silenciosa no ultimo
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nucleotideo do gene da cadeia pesada do citocromo oxidase I e no nucleotideo adjacente da
terminagdo 3’ do gene do tRNASer(UCN) (cadeia leve). A mutagdo interfere
mecanicamente no processamento da cadeia leve do mRNA policistronico, com
significante diminui¢do na quantidade de tRNASer(UCN) (GUAN et al, 1997). A diferenga
da penetrancia nestas situagGes ¢ aparentemente devida uma diferenca de haplétipos
mitocondriais. Na familia da Nova Zelandia, a seqiiéncia completa do mtDNA revelou trés
mudangas adicionas no gene do complexo protéico I (FISCHEL-GHODISIAN et al.,

1995).

1.9.5 - Mutagéo 7472insC

Também no gene do tRNASer(UCN), a inser¢io de um C na posi¢do do nucleotideo
7472, foi observada em uma familia italiana com surdez progressiva, isolada ou
acompanhada de ataxia, disartria e, mais raramente mioclonia focal (TRIANTI et al.,
1995). Esta mutagdo também foi encontrada em uma familia holandesa com deficiéncia
auditiva progressiva de heranca materna (VERHOEVEN et al., 1999). A surdez era do tipo
nio sindrdmico em todos os membros da familia, exceto em uma pessoa que

adicionalmente sofria também de ataxia e mioclonia.

Jaksch et al. (1998) observaram diversas pessoas em pequenas familias que eram

homopldsmicas para a inser¢do 7472. Além de deficiéncia auditiva, os portadores desta

mutacgdo sofriam de epilepsia miocl6nica, ataxia e deficiéncia mental.
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1.9.6- Mutagdes T7510C e T7511C

Hutchin er al (1999) identificaram uma familia com deficiéncia auditiva
progressiva de heranca materna nfo associada a nenhum outro sintoma. Nesta familia, foi
detectada uma nova mutacio de uma timina para uma citosina no gene do tRNASer(UCN),
na posicdo 7510. A mutagdo ndo estava presente nos controles, e a mutagdo era

homoplasmica nos individuos afetados.

Uma grande familia com deficiéncia auditiva de heranga materna foi estudada por
Friedman et al. (1999). O historico familiar ndo revelou nenhuma outra deficiéncia além
surdez, que era progressiva. O rastreamento de mutagcdes no mtDNA revelou uma mutagdo
pontual (T7511C) no gene do tRNASer(UCN). Dezoito dos vinte membros surdos da

familia possuiam seu DNA mutado.

1.10 - Aconselhamento genético

Segundo os autores Silva e Duarte (1995), o aconselhamento genético é um
processo de comunicag@o que visa, especialmente, orientar casais sobre o risco de doengas
genéticas em descendentes e fornecer-lhes informac¢do pertinente, exposta de forma

simples, sincera e direta.
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A esséncia do processo de aconselhamento genético € a mesma, tanto envolvendo
deficientes auditivos, como pessoas portadoras de outras anomalias genéticas. No entanto,
tratando-se de deficiéncia auditiva, dois aspectos especificos fundamentais devem ser

considerados: a questdo socio-cultural e a heterogeneidade etiologica.

A deficiéncia auditiva como cultura é uma conseqiiéncia natural do agrupamento de
criangas surdas em escolas especiais ¢ do uso de uma linguagem gestual comum, a
linguagem dos sinais. Nos Estados Unidos, 90% dos adultos deficientes auditivos casam-se
com pessoas também deficientes auditivas, havendo casais que manifestam predile¢do por
filhos deficientes auditivos (ARNOS, 1994). No Brasil ndo ha dados a respeito deste
assunto, mas a questdo da autonomia reprodutiva entre os surdos vem sendo discutida,

principalmente pela doutora em antropologia Débora Diniz. (SILVA & DUARTE, 1995).

A outra questdo relevante no aconselhamento genético é a heterogeneidade
etiolégica da deficiéncia auditiva. Uma grande parcela dos afetados é representada por
casos esporadicos de surdez isolada (SILVA & DUARTE, 1995). Nos casos em que apenas
uma pessoa ¢ afetada na familia, sem anomalias associadas que permitam o diagnéstico de
sindrome especifica ¢ sem historia de consangiiinidade, torna-se praticamente impossivel
definir se o paciente apresenta deficiéncia auditiva de etiologia genética ou ambiental.
Nestas circunstincias, um levantamento minucioso de dados sobre antecedentes
gestacionais e intercorréncias pos-natais pode auxiliar na exclusdo ou nio da influéncia de
fatores ambientais. Quando tais fatores sdo excluidos, o aconselhamento genético €

complicado pela presenga de heterogeneidade genética. Desta forma, € de extrema
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importincia fornecer aos consulentes, a0 menos riscos empiricos, calculados com base em

pesquisas populacionais sobre a ocorréncia e recorréncia da perda auditiva.

Mesmo em um pais como o Brasil, onde a deficiéncia auditiva de etiologia
ambiental predomina, a freqiiéncia de casos de etiologia genética é significativa (16%).
Braga er al. (1999) estudaram uma amostra brasileira, observando que o risco de
recorréncia para irmios de casos afetados isolados é de 3% quando as causas ambientais da
deficiéncia auditiva nfio podem ser excluidas; mas aumenta para 21% quando sio
eliminadas. Quando a consangiiinidade parental esta presente, 0s respectivos riscos

aumentam para 17% e 25%.

Sendo assim, com a possibilidade de etiologia genética para a deficiéncia auditiva, é
relevante que as familias de afetados recebam orientagdo quanto aos riscos de recorréncia
do problema em filhos e outros parentes mais proximos. Geralmente os médicos que
acompanham as criangas encaminham suas familias para servi¢os de aconselhamento
genético. A decisdo de ter filhos ou ndo € da competéncia exclusiva dos casais; entretanto,
estes casais devem estar supridos de informac¢des suficientes que lhes permitam tomar

decisdes conscientes.

Este estudo, ao investigar a presenca das mutagdes A1555G ¢ A7445G e, com isso,
criar estimar a prevaléncia destas mutagles entre os brasileiros portadores de deficiéncia
auditiva neurosensorial ndo-sindromica sem mutagdes no gene da conexina 26, também
teve o propdsito de ativamente auxiliar no aconselhamento genético, além de alertar os

pesquisadores que também trabalham com estas mutagdes quanto a conveniéncia de
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padronizar a metodologia deste tipo de estudo para possibilitar a agregagio de resultados, a

fim de produzir uma analise estatistica significativa dos dados.
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2 - OBJETIVOS

Investigar as mutagdes A1555G e A7445G, respectivamente nos genes
mitocondriais 12S rRNA e tRNASer(UCN), em individuos brasileiros, portadores de
deficiéncia auditiva neurossensorial nio-sindromica e com auséncia de mutagdes no gene

GJB2.

Determinar a freqiiéncia da mutacdo A1555G em trés tipos de amostras:
- pacientes com histérico de complicagdes neonatais e possivel exposicdo a medicamentos
aminoglicosideos
- pacientes com menores probabilidades de exposi¢do a esses medicamentos

- pacientes sem avaliagdo genético-clinica prévia
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Casuistica

Estudou-se um total de 206 casos indices, sendo 78 provenientes do CEPRE (Centro
de Estudos e Pesquisas em Reabilitagdo Prof. Dr. Gabriel Porto), 98 do HC-UNICAMP
(Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas) e 30 da ABRAE
(Associagdo Brasileira dos Amigos de Excepcionais); que apresentavam deficiéncia
auditiva neurosenssorial ndo-sindromica. A idade dos pacientes variava entre 1 e 57 anos.
Todos os individuos incluidos na amostra tiveram sua participacdo previamente autorizada
pelos responsdveis, mediante assinatura do consentimento pés-informagio (Anexo 8.1),

apos o esclarecimento sobre o estudo a ser realizado.

A amostra foi dividida em 3 grupos para o estudo da mutagdo A1555G, ja que este
defeito molecular est4 associado & predisposi¢do a ototoxidade.
Grupo A - pacientes com histérico de complicagSes neonatais e exposi¢do possivel ou
comprovada a medicamentos aminoglicosideos (16 individuos — 12mulhesres e quatro
homens).
Grupo B - pacientes cuja historia clinica indica menor probabilidade de exposi¢do a esses
medicamentos (62 individuos — 33mulheres e 29 homens).
Grupo C - pacientes com antecedentes pessoais nio conhecidos (128 individuos — 59

mulheres e 69 homens).
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Os individuos dos grupos A e B foram selecionados entre os pacientes atendidos no
Ambulatdrio de Genética do Centro de Estudos e Pesquisa em Reabilitagdo (CEPRE); esse
ambulatorio faz parte do servico de Genética Clinica do Departamento de Genética Médica
da Faculdade de Ciéncias médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). A médica responsavel pela selecdo foi a Dra. Andréa Trevas Maciel Guerra.
Os pacientes selecionados foram avaliados clinicamente a fim de excluir a0 maximo a

influéncia de fatores ambientais na etiologia da surdez.

Em relag¢do aos pacientes selecionados no CEPRE, realizou-se um levantamento do
historico clinico de cada um, separando os que apresentavam complicacdes neonatais e
exposi¢cdo possivel ou comprovada a medicamentos aminoglicosideos (Grupo A), dos que

ndo apresentavam essas caracteristicas (Grupo B).

Dentre os pacientes do Grupo C, dos quais nio se teve acesso ao histérico clinico,
98 eram pacientes do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-

UNICAMP) e 30 da ABRAE.

3.2 — Método

Inicialmente foi investigada a presenca de mutagdo no gene da conexina 26 (GJB2)
através de seqiienciamento, a metodologia utilizada para andlise molecular deste gene
encontra-se no anexo 8.2. As familias portadoras de alteracdo nesse gene foram excluidas

do estudo do mtDNA.
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Para verificar a presengca das muta¢Ses mitocondriais A1555G e A7445G foi

utilizado o método de RFLP.

3.2.1 - Analise molecular do DNA mitocondrial

A analise molecular do DNA mitocondrial foi realizada a fim de detectar as
mutagées A1555G e A7445G, localizadas nos genes 12S rRNA e tRNASer(UCN),

respectivamente, utilizando as técnicas que abaixo seguem.

3.2.1.1 - Extracdo do mtDNA

A técnica utilizada na extragdo do DNA mitocondrial foi a mesma usada para a
analise molecular do gene da conexina 26 (descrita no anexo 8.2). Ambas as mutagdes
analisadas sdo descritas na literatura como homoplasmicas; sendo assim, nio houve
restricdo na escolha do tecido utilizado para extragdo do mtDNA. A extra¢do foi realizada a

partir de 10 a 15ml de sangue periférico.

3.2.1.2 - Amplificagdo dos fragmentos do DNA mitocondrial

Foram amplificados dois fragmentos de mtDNA, um de 2060 pares de bases (pb)
para verificar a presenca da mutaciio A1555G (fragmento 1), e outro de 1821 pb para
verificar a presenca da mutagio A7445G (fragmento 2). Para esta rea¢do de amplificacdo
foram sintetizados dois pares de primers (1 e 2, para analise das mutacdes A1555G e

A7445G, respectivamente) de acordo com ANDERSON et al., 1981. As seqiiéncias dos
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primers construidos (direito CxF e inverso CxR), a posi¢do de anelamento e o tamanho (em

pares de bases) dos fragmentos amplificados por cada par de oligonucleotideos sio

mostrados na tabela X.

Tabela X - Posi¢des de anelamento e seqiiéncias dos primers utilizados na amplificagio

dos fragmentos mitocondriais e tamanhos dos fragmentos gerados.

Posicio de Tamanho do
Par |anelamento Seqiiéncia dos Primers 5°— 3’ fragmento (pb)
1 1039 Cx1F- ATATC TGA ACACACAATAG 2060
3099 Cx1R- CT ATTAGGTCCAGCCAAAG
2 6900 Cx2F- AAATGATCTGCTGCAGTGCT 1821
8721 Cx2R- GGTATGTGTTGTGATTTCCT

As amplificacdes de ambos os fragmentos foram realizadas em 40 ciclos

utilizando 200 a 500ng de DNA genomico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato

(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20pmol de cada primer (direto e inverso), 2,5U de enzima

Tag DNA polimerase em tampdo de PCR 10x (Tris-HCl 10mM pH 8,8) ¢ 1,5mM de

MgCl2, em volume final de reag¢do de S0pul.

45




Os ciclos usados na amplificagdo dos fragmentos estfo representados na figura 5.

95°C {
94°C
5, 30, b

40
ciclos

54°C
1’

I_—

65°C

65°C

/ 2

7”

Figura 5 - Ciclos utilizados na amplificagdo dos fragmentos mitocondriais.

3.2.2.3 - Digestéo dos fragmentos de mtDNA com enzimas de restri¢io

Os fragmentos 1 e 2 foram submetidos a digestdo com as enzimas BsmA I e Xba 1,

respectivamente. As reagdes foram realizadas da seguinte maneira:

- Digestdo do fragmento 1: 17,5 pl do produto do PCR do fragmento 1;

b4

0,5 pl da enzima BsmA 1 e 2 pl de tampdo.

- Digestéo do fragmento 2: 17,5 pl do produto do PCR do fragmento 2;

0,5 pl da enzima Xba I e 2 pl de tampio.

O fragmento mimero 1, de 2060 pares de bases, quando digerido com a enzima de

restricio BsmA 1, na auséncia da mutagio A1555G, gera 3 fragmentos; os tamanhos em

pares de bases destes fragmentos sdo 1100, 516 e 444. J4 na presenga desta mutagfio um dos
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sitios de restri¢do € abolido; assim, apenas dois fragmentos sdo gerados, um de 1616 pb e

outro de 444 pb.

No fragmento niimero 2, de 1821 pares de bases, a presenga da mutagdo A7445G
também abole um sitio de restri¢do, s6 que para a enzima Xba [. Na auséncia da mutagio
A7445G, a digestdo do fragmento com a enzima de restricdo Xba [ gera 3 fragmentos, de
435 pb, 540 pb e 846pb. Quando a mutagdo A7445G estd presente, a digestdo gera apenas

dois fragmentos, um de 435 pb e outro de 1386pb.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampdo Tris-Borato-EDTA, ou TBE 10x, composto de Tris Base a 0,089M, Acido
Bérico a 0,089M e EDTA a 0,002M e em pH 8,0. O gel foi corado com brometo de etidio
(na concentragdo final de O,Sp.g/ml) que foi feito a partir de solu¢do estoque diluida em
100ml de agua Milli Q. Os fragmentos digeridos foram visualizados com iluminagéo

iitravioleta.
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4 - RESULTADOS

Os resultados da analise molecular do gene da conexina 26 encontram-se no anexo

8.3.

4.1 — Analise molecular do DNA mitocondrial

4.1.1 — A mutacdo A1555G

Para a detec¢do da mutacdio A1555G foi amplificado um fragmento do gene 12S

rRNA (fragmento 1) de cada paciente, pela técnica de PCR (figura 6).

a b
Figura 6 — Fragmento do gene 12S rRNA amplificado pela reacdo de PCR (fragmentol),

em gel de agarose, corado com brometo de etidio. (a) leder de 1Kb e (b) fragmento 1 de

2060 pb.
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Os fragmentos amplificados foram submetidos & digestdo com a enzima de restricdo
Bsma [. Na figura 7 estdo ilustrados os resultados da digestdo do produto do PCR

(fragmento 1) de um paciente ndo portador da mutagdo A1555G e o de um portador.

Figura 7 — Resultado da analise da presenga da mutagdo mitocondrial A1555G por meio de
digestdo do fragmento 1, com a enzima de restricdo Bsma I, em individuo portador da
muta¢io onde a enzima de restricio divide o fragmento 1 em 2 fragmentos (A), € em

individuo normal onde a enzima de restri¢do divide o fragmento 1 em 3 fragmentos (B).

Os resultados gerais dos rastreamentos da mutagdo A1555G nos grupos A, Be C

estdio apresentados na tabela XI. Como ja foi dito anteriormente, o teste para verificagdo do
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defeito molecular A1555G nfo foi realizado nos pacientes homozigotos para mutagdo no

gene da conexina 26, foram retirados das amostras 19 pacientes.

Tabela XI — Resultado do rastreamento da mutagdo A1555G nos 206 pacientes estudados.

Grupo | Descricio do grupo| N° de N° de pacientes | Freqiiéncia da | Freqiiéncia da
pacientes | portadores da mutagio mutagio em
estudados mutacio %

-Complicagdes
neonatais
A 16 0 0 0
-Possivel exposi¢do
a aminoglicosideos
-Pequena
probabilidade de
B o 62 0 0 0
exposi¢do a
aminoglicosideos
-Com antecedentes
C pessoais nio 128 1 1/128 0,781
conhecidos
TOTAL 206 1 1/206 0,485
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A mutagdo AlS555G foi encontrada em 0,485% da amostra total, ou seja,
considerando as trés amostras como uma tnica. Pode-se dizer, portanto, que a freqiiéncia
do defeito molecular A1555G entre os portadores de deficiéncia auditiva, neurosensorial,
ndo-sindromica e ausentes de mutagdes no gene GJB2 em homozigose, nesta amostra

estudada, é de 0,485%, ou aproximadamente 0,5%.

4.2.2 — Mutagdo A7445G

-a a detec¢do da mutagdio A7445G foi amplificado um fragmento do gene

tRNASer/UCN) (fragmento 2) pela técnica de PCR (figura 8) de cada paciente.

Figura 8 — Fragmento do gene tRNASer(UCN) amplificado pela reagdo de PCR
(fragmento 2), em gel de agarose, corado com brometo de etidio. (a) leder de 1Kb e (b)

fragmento 2 de 1821 pb.

51



O fragmento amplificado foi submetido a digestdo com a enzima de restrigdo Xbal.
A figura 9 ilustra o resultado da digestdo do produto do PCR (fragmento 2) de um paciente

ndo portador da mutagio A7445G e de um paciente portador do defeito molecular A7445G.

Figura 9 - Resultado da andlise da presenga da muta¢o mitocondrial A7445G através da
digestdo do fragmento 2 com a enzima de restrigdo Xba I em individuo normal (a) e em

individuo portador da mutagéo A7445G (b).
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A muta¢do mitocondrial A7445G foi rastreada nos mesmos pacientes em que se

verificou a presenga do defeito molecular A1555G.

Entre os 206 pacientes, foi detectado um portador da mutagdo A7445G
(proveniente do HC-UNICAMP), ou seja, este defeito molecular foi observado em 0,485%
da amostra. Sendo assim pode-se dizer que a freqii€éncia desta mutag¢fio nesta amostra de
portadores de deficiéncia auditiva, neurosensorial, ndo-sindrémica e sem mutagdes no gene

GJB2 em homozigose, € de 0,485%, ou aproximadamente 0,5%.
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5 — DISCUSSAO

A populacdo brasileira ¢ uma das mais heterogéneas do mundo, resultado de 5
séculos de intercruzamentos entre populagdes de 3 continentes: colonizadores Europeus,
representados em sua maioria pelos portugueses; escravos africanos; e os indios nativos

(americanos).

Quando os portugueses chegaram na América, ha 500 anos, havia aproximadamente
2,5 milhdes de indios vivendo na area onde hoje encontra-se o Brasil (SALZANO &
FREIREMAIA 1967; BETHEL 1997). Apés a chegada dos portugueses, a missigenagéo
entre homens portugueses e mulheres indias era um evento comum, e apds 1755, foi usado
até mesmo como estratégia para aumentar a populacio e, desse modo, ocupar o pais
colonial (MORNER 1967). A populagdo dos indios americanos decaiu drasticamente
devido aos conflitos com os colonizadores europeus e as doencas as quais nio estavam
adaptados (SALZANO & FREIRE-MAIA 1967, 1970; MONTEIRO 1994; RIBEIRO
1995). Hoje h4 aproximadamente 326.000 indios no Brasil vivendo em reservas assistidas

pelo governo federal.

Os africanos comecaram ser introduzidos na popula¢do brasileira em meados do
século XVI; para o trabalho escravo em fazendas de cana-de-agucar, na extragdo do ouro e
diamantes e plantagdes de café. Historicamente foi constatada a vinda de aproximadamente

3,5 milhdes de africanos (SALZANO & FREIRE-MAIA 1967; CURTIN 1969; RIBEIRO
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1995). Com relacio aos europeus, estimou-se que migraram para o Brasil aproximadamente

500 mil portugueses entre 1500 e 1808 (SALZANO &FREIRE-MAIA 1967).

Com os portos abertos para os paises amigos, o Brasil recebeu mais imigrantes de
varias partes do mundo (Itdlia, Espanha, Alemanha, entre outros). No século XX, as

imigragdes asiaticas tiveram forte expressdo através dos japoneses, libaneses e sirios.

De acordo com Callegari-Jacques & Salzano (1999), 58% dos imigrantes que
vieram para o Brasil entre 1500 e 1973 eram Europeus, 40% eram africanos e 2% asiaticos.
E apartir desta estimativa, surgiram questionamentos sobre como estes diferentes grupos
étnicos contribuem atualmente para o “pool” génico, em especial o mitocondrial, de nossa

populacgdo.

Em estudo recente de hapldtipos mitocondriais, foi demonstrado que essencialmente
a heranca materna brasileira € africana e indigena, ou seja, o DNA mitocondrial da
populagdo brasileira é em sua maioria representado por haplotipos africanos e indigenas
(ALVES-SILVA J et al., 2000). Estes resultados sdo compativeis com os dados histdricos,
onde ha relatos de maior propor¢do de imigrantes europeus homens em relagdo a mulheres,
além de ter sido comum o relacionamento entre homens europeus e mulheres indias ou

negras.

Assim as baixas freqiiéncias destas mutagdes encontrada neste estudo (cerca de
0,5% cada), quando comparadas aos dados da literatura, poderiam ser explicada pela

constituicdo étnica da nossa populagdo. No entanto, como ndo existem estudos da
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prevaléncia destas muta¢Ses em populagdo africana ou indigena Americana, nio podemos

afirmar que esta seria a explicagfo para nossos achados.

Outro fato que a ser considerado € o da precariedade do sistema de satide brasileiro,
que limita a obtenc@o de informagdes do historico de satide dos pacientes. Geralmente, este
histérico € obtido dos préprios pacientes ou de suas familias sem registros que possam ser
obtidos de outros prontudrios médicos além daqueles obtidos na instituicdo atual. Em varios
casos faltam informagSes precisas de intercorréncias durante a gestagio, o parto e periodo
peri-natal, entre outras. Além disso, ndo ha uma padroniza¢do com relagdo a anaminese que

garanta uma homogeneidade na investiga¢do clinica.

Sendo assim, trabalhou-se com amostras de pacientes que diferem daquelas
utilizadas em trabalhos semelhantes da literatura, como os estudos realizados por Fischel-
Ghodsian (1997) e Hu (1991), onde se investigam a relagio da mutagiio A1555G com a
ototoxicidade utilizando amostra composta apenas por individuos que foram sabidamente

expostos a aminoglicosideos.

Neste trabalho a divisdo da amostra em 3 grupos para o estudo da mutagdo A1555G,
foi uma tentativa de trabalhar a relagdo da mutagio com a ototoxidade, mas devido as
dificuldades discutidas anteriormente, conseguiu-se apenas uma pequena amostra de
pacientes com exposi¢do possivel ou comprovada a medicamentos aminoglicosideos, assim
ndo sendo possivel & realizagdo de uma comparagdo, estatisticamente vidvel, entre as

amostras.
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As reduzidas freqiiéncias das mutagdes mitocondriais encontradas neste estudo,
podem também ser um reflexo da inclusio de pacientes com surdez de causa ambiental que

ndo tenha sido diagnosticada durante a avaliagéo clinica, na amostra.

As freqiiéncias das muta¢des mitocondriais encontradas neste estudo, mesmo sendo
de uma mostra da populacdo, ela nos fornecem referéncia sobre a grandeza destas
freqiiéncias na populacio brasileira de portadores de deficiéncia auditiva neurosensorial

ndo-sindromica e sem mutagdes no gene GJB2.

Uma solugdo para o problema da dificuldade de se conseguir em um unico trabalho
amostras devidamente estruturadas, afins de uma analise estatistica integra, seria os
pesquisadores que trabalham com estas mesmas muta¢des padronizarem a metodologia
possibilitando, com isso, a unidio de dados de diferentes estudos para producéo conjunta de

trabalhos onde se consiga determinar estimativas exatas de freqii€ncias.
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6— CONCLUSAO

A andlise molecular do gene 12S rRNA quanto a presen¢a da mutagdo A1555G em
206 pacientes portadores de deficiéncia auditiva neurosensorial, nfo-sindrémica e sem
mutagdes no gene GJB2, permitiu a identificagdo de mutagdo em 0,485% dos casos. O que
sugere uma baixa freqliéncia de tal defeito molecular na popula¢do de deficientes auditivos

brasileiros.

O rastreamento da mutagio A7445G no gene mitocondrial tRNAS™VN em 206
pacientes portadores de deficiéncia auditiva neurosensorial, n3o-sindrOmica e sem
mutacdes no gene GJIB2, também indicou baixa freqiiéncia deste defeito molecular entre os
surdos brasileiros. A mutacio A7445G também foi detectada em 0,485% dos casos

estudados.

Sendo assim, este estudo nos forneceu uma referéncia sobre a grandeza da
freqliéncia das mutagdes A1555G e A7445G na populagio brasileira portadora de
deficiéncia auditiva neurosensorial, nio-sindromica e sem muta¢des no gene da conexina

26.
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8 — ANEXO

8.1 - Consentimento pés-informacao
Projeto: Estudo da freqiiéncia de muta¢des mitocondriais em brasileiros portadores de
deficiéncia auditiva neurossensorial ndo-sindromica de etiologia nfo esclarecida
Responsaveis: Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato
(Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética - CBMEG - UNICAMP)
Profa. Dra. Andréa Trevas Maciel-Guerra
(Departamento de Genética Médica - FCM - UNICAMP)
Mestranda Mitsue Taukeuti Brianti
(Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética - CBMEG - UNICAMP)

Nome do paciente:

Registro hospitalar (HC):
Endereco:
Cidade: Estado
CEP: Fone: ( )
Responsavel: Idade:
RG: Grau de parentesco:

Justificativa e objetivos do estudo
Este trabalho investigara a presenca das mutacdes mitocondriais: A1555G, A7445G. A
casuistica serd composta de pacientes que apresentam deficiéncia auditiva nfo-sindromica

com histérico de complicagdes neonatais e possivel exposicdo a medicamentos
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aminoglicosidecos (grupo A), com auséncia de exposicdo a esses medicamentos (grupo B)
e sem avaliacdo genético-clinica (grupo C).

O DNA sera extraido de amostras de sangue periférico. Inicialmente sera
investigada a presenga de mutagdo no gene da conexina 26; e as familias que portarem
alterag@o neste gene serdo descartadas deste estudo.

Dois métodos serdo utilizados: andlise do tamanho de fragmentos gerados por
enzimas de restricdo e sequenciamento das regides onde ocorrem as mutagdes. Estimando,
dessa forma, as porcentagens de mutagGes mitocondriais entre os individuos portadores de
DA ndo-sindromica sem alteragdes no gene da conexina 26.

Deste modo, serd possivel ndo sé contribuir para o conhecimento global na area da
ototoxidade, mas também atuar em nivel individual na investigagio diagnostica e no
aconselhamento genético.

Procedimentos a que serdo submetidos os pacientes

As mutagOes mitocondriais: A1555G, A7445G; serdo analisadas a partir de
amostras de sangue doadas pelos pacientes (5 ml). A detec¢do das mutagdes sera realizada
através de do método enzimas de restricdo (RFLP).

Risco e Desconforto

Para a realizagdo do exame serdo necessarios cerca de 5ml de sangue venoso, que
podera ser obtido em uma tnica coleta. Os riscos associados a esse procedimento sio
minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue.
O desconforto serd minimo, pois, em geral essa coleta sera realizada pela veia do brago, por

profissional treinado e devidamente habilitado para realiza-la.
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Beneficios esperados

Nos casos em que for detectada alguma mutagdo mitocondrial relacionada a surdez,
serdo fornecidas informagdes ao paciente quanto ao padrdo de heranga da mutagdo
detectada e seus risco.

Garantimos aos pacientes e suas familias resposta a qualquer pergunta e
esclarecimento de qualquer duvida acerca dos assuntos relacionados com esta pesquisa,
sendo proporcionadas ainda informagdes atualizadas durante o estudo.

Sera mantido o sigilo e o carater confidencial das informagdes, e a identificagdo dos
pacientes ndo sera exposta nas conclusdes ou publicagdes.

Recusa ou descontinuagio da participacio

Aceito que a participagdo nesse projeto de pesquisa, do paciente pelo qual sou
responsavel, é voluntaria e que eu posso recusar ou retirar meu consentimento, a qualquer
momento (incluindo a retirada da amostra de sangue), sem comprometer os cuidados
médicos que o paciente recebe atualmente, ou recebera no futuro.

Caso seja necessario contactar-nos:

Comité de Etica (019) 3788-8936

Profa. Dra. Edi Licia Sartorato CBMEG - (019) 3788-1147

Profa. Dra. Andréa T. Maciel Guerra ~ Depto. de Genética Médica - (019) 3788-8907

Mestranda Mitsue T.Brianti CBMEG - (019) 3788-1147

Local e data:

Ambulatério:

Paciente ou responsavel:

Médico responsavel:
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8.2 — Metodologia da andlise molecular do gene GJB2

A analise molecular do gene da conexina 26 foi realizada conforme as técnicas que

seguem:

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de leucocitos obtidos em 10 a 15 ml de
sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA 10%, de acordo com o
protocolo adaptado no laboratério de Genética Humana — CMEG.

Ao sangue coletado adicionou-se 35 ml de solugdo A (Triton-X 100 a 1%; MgCh
5mM; Sacarose 0,32M; Tris-HCl 10mM pH 8,0). Apés homogeneizacdo a mistura foi
colocada em gelo por 30 minutos para lisar as hemacias. Em seguida, centrifugou-se a 2500
rpm por 15 minutos a 4°C; ap6s, retirou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet
(aglomerado de células e restos celulares formado com 6 processo de centrifugacio)
novamente em 20 ml de solugdo A, agitou-se por inversdo até o pellet se desprender do
fundo do tubo, e apds centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2500 rpm em
temperatura ambiente. Terminado o processo de centrifugacdo, desprezou-se o
sobrenadante. Esta etapa realizou-se consecutivamente até o pellet estar limpo.

Para continuar o procedimento, ressuspendeu-se o pellet em 1 mi de solugdo B, 2x
concentrada (Na2 EDTA 29 mM; NaCl 20 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0); em seguida,
adicionou-se 250 pl de solugdo C preparada na hora (para 1 ml de solugdo C: 0,5 mi de
solucdo B, 1 mg de Proteinase K- Boerhinger Mannheim GmbH, Mannheim, Germany ,

0,5ml de SDS 105). Incubou-se em banho-maria a 37 °C por aproximadamente 12 horas.
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Apés o periodo de incubagdo, procedeu-se a purificagio do DNA gendmico com
fenol/cloroférmio. O fenol permite a remogao de peptideo e proteinas de solu¢do aquosa.

Acrescentou-se as amostras 0 mesmo volume de fenol saturado com tampdo Tris-
HCI1 10 mM pH 8,0 que o contido em cada uma delas, homogeneizou-se por inverso lenta
dos tubos durante 5 minutos, € em seguida centrifugou-se a 2500 rpm por 15 minutos em
temperatura ambiente. Terminada a centrifugag@o, coletou-se o sobrenadante em um novo
tubo, e descartou-se o precipitado. Repetiu-se mais uma vez esta etapa de extragdo com
fenol.

A fase aquosa coletada acrescentou-se igual volume de cloroformio/alcool
isoamilico na proporg¢do 24:1. Novamente os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 15
minutos em temperatura ambiente, e separou-se a fase aquosa.

O DNA foi precipitado na fase aquosa adicionando-se 0,1 volume de acetato de
sodio 3 M, pH 5,5 e 2 volumes de etanol absoluto gelado. O precipitado de DNA foi obtido
ap6s inversio lenta dos tubos. Com o auxilio de um bastdo, o DNA foi coletado e em
seguida lavado com etanol 70% para retirada do excesso de sal.

O DNA foi ressuspendido em 200 a 500 pl de TE ix (TE 10x Tris-HCI 10 mM pH
8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0), dependendo do volume de material obtido . Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente por aproximadamente 12 horas para que o DNA
entrasse em solucfio. A concentra¢do final de DNA foi estimada por leitura de absorgdo
optica a 260 nm em espectrofotdmetro e sua integridade foi verificada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampdo Tris-Borato —-EDTA, ou TBE 1x, (TBE

10x é composto de Tris Base 0,89 M; Acido Bérico 0,89 M e EDTA 0,002 M em pH 8,0).
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o gel foi corado com brometo de etideo (na concentragdo final 0,5 p/ml) e visualizado sob

luz ultravioleta.

Amplificagdo do gene GIB2

O Gene GJB2 compde-se de apenas um exon codificante (GenBank, nimero de
acesso: M86849), o qual foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR-
polymerase chain reaction). Para esta reagdo foram sintetizados iniciadores de acordo com
KELSELL er al (1997) e DENOYELLE et al (1997). Os iniciadores ou primers sao
oligonucleotideos sintéticos a partir dos quais os desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs) sdo
incorporados, ou seja, onde se inicia a sintese de DNA. As seqiiéncias dos primers
construidos (direito CxF e inverso CxR), a posi¢do de anelamento e o tamanho (em pares
de bases) dos fragmentos amplificados por cada par de oligonucleotideo sdo mostrados na

tabela XI1I.

Tabela XII - Posi¢des de anelamento, seqiiéncias e tamanhos dos fragmentos gerados pelos

primers utilizados na amplificagdo do gene GIB2.

Par | Posicio Primers 5°—> 3’ Tamanho (pb)
1 -32 Cx1F- TCT TTT CCA GAG CAA ACC GC 284
254 CxIR- GAC ACG AAG ATC AGC TGC AG
2 172 Cx2F- CCA GGC TGC AAG AACGTG TG 520
692 Cx2R- GGG CAA TGC GTT AAA CTG GC

A amplificacdo do gene GJB2 foi realizada em 30 ciclos utilizando 200 a 500 ng

de DNA genémico, 200 pM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
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dTTP), 20pmol de cada primer (direto e inverso), 2,5 U de enzima Tag DNA polimerase
em tampdo de PCR 10x (Tris-HCI 10 mM pH 8.,8) e 1,5 mM de MgCI2, em volume final de
reacdo de 50 pl

Os ciclos usados na amplificagdo dos fragmentos foram determinados segundo
KELSELL et al (1997) e DENOYELLE et al (1997), ndo desrespeitando a temperatura

(TM) de cada primer utilizado (figura 10).

95°C 04°C 1 30 I——
. ciclos
Smin fmi
min 72°C = T2°C
1min Smin
60°C
1min

Figura 10 - Ciclos utilizados na amplificagdo do gene GIB2.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo Tris-Borato-EDTA, ou TBE 1x (TBE 10x é composto de Tris Base 0,089M;
Acido Bérico 0,089M e EDTA 0,002M em pH 8,0). O gel foi corado com brometo de
etidio (na concentragdo final de 0,5 g/ml), os fragmentos amplificados foram visualizados

sob iluminagdo ultravioleta e fotografados.
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Seqiienciamento
O sequenciamento foi realizado a fim de detectar mutagées no gene GJB2. Para isso foram
utilizados os produtos de PCR conseguidos através da etapa descrita anteriormente. O
método utilizado foi o de terminagfo de cadeias (Sanger et al., 1976), através do uso do kit
Thermo sequenase Radiolabeled termination cycle sequencing (AMERSHAN Life
Science). Este método se baseia na incorporacdo de nucleotideos terminadores da reagéo
em cadeia da polimerase. Estes didesoxinucleotideos terminadores (ddGTP, ddATP, ddTTP
e ddCTP), uma vez incorporados na fita em sintese, interrompem o processo de
incorporagdo de outros nucleotideos.

Foram utilizados 10 pl do produto da PCR, sendo 5 pl para cada uma das reagdes
(direta e reversa). Cada 5 pl do produto de amplificagio foi previamente tratado com 10 U
de Exonuclease I (EXO I) e 2 U de Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP). Esta solugio
contendo 5 pul do produto de PCR, 1ul de EXO I (10 U/ul) e 1 pul de SAP (2 U/ul) foi
incubada a 37 °C por 15 minutos e 80°C por 15 minutos (para ativagdo das enzimas). Neste
tratamento s@o eliminados os DNA em fita simples (primers, fragmentos inespecificos) e os

nucleotideos ndo incorporados durante a reagdo de PCR.

- Reagio [o**-P] — dANTPs
A mistura de reagdo para sequenciamento foi a seguinte:
e 7 ul da reagdo de pré-tratamento do produto da PCR
e 1 ul do primer (direto ou inverso) ~ 2 pmoles
e 2 pl de reaction buffer 10X (260 mM Tris-HC], pH 9,5; 65 mM MgCl,)

e 8 ul de H,O
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e 2 ul enzima Thermo Sequenase (4 U/ul)
Foram distribuidos 4,5ul dessa reagdo para cada um dos 4 tubos ja contendo uma
mistura de terminagdo que compde-se de:
o 2 1l dGTP termination master mix (7,5 pM/pl dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
e 0,5 pl (0,3 pM/pl) de cada ddNTP marcado com a*>-P: ddGTP - 0,3uM [o’*-P] ddLTP
(1500 Ci/mmol, 450 uCi/ml), 11,25 puCi; ddATP - 0,3 uM [a*-P], ddATP (1500Ci/mmol,
450 pCi/ml), 11,25 pCi,; ddTTP - 0,3 pM [o**-P] ddTTP (1500Ci/mmol, 450 pCi/ml),
11,25 uCi; ddCTP - 0,3 uM [a**-P] ddCTP (1500Ci/mmol, 450 pCi/ml), 11,25 pCi.
Uma gota de 6leo mineral foi acrescentada a cada .tubo para evitar evaporacdo. A
reacdo de sequenciamento foi feita em 40 ciclos nas condi¢Ges especificadas na figura 10.
Apos a reag8o foram acrescentados 4 pl de stop solution (95% formamida, 20 mM

EDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xileno cianol) para interromper o processo.

40 ciclos

95°C

72°C
1min

T. anelamento
do primer
(°C)

30seg

Figura 10 - Ciclos utilizados no sequenciamento do gene GJB2. A temperatura de
anelamento é correspondente ao primer utilizado.
-Preparo do gel de acrilamida

O gel utilizado foi de poliacrilamida a 6%, composto por 10,5ml de solugio estoque
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de acrilamida a 40% contendo 3% de bisacrilamida, 7ml de tampdo TBE 10X, 29,4g de
uréia e agua destilada para um volume final de 70ml. Para a polimerizagdo, foram
adicionados 500ul de persulfato de aménio 10% e 501 de TEMED
(Tetrametiletilenodiamino). A solug@o foi vertida em um aparato montado entre duas placas
de vidro (com as dimensdes de 42cm x 33,5cm e 39,5cm x 33,5¢cm) emparelhadas e tendo
entre elas espagadores sem gradiente de espessura. As placas foram previamente lavadas
com detergente, acetona e etanol absoluto e somente a placa maior sofreu um tratamento
com 3ml de Repel-Silane (substincia repelente a base de silicone). Antes da aplicagdo das
amostras no gel de sequenciamento, foi realizada uma pré-corrida em tampao TBE 1X para
um aquecimento prévio do gel.

As amostras foram previamente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e 2pl de cada
tubo foram aplicadas no gel de sequenciamento sendo posteriormente submetidos a uma
corrida eletroforética nas condi¢cbes de 2000V, 50W e 50mA. O tempo de corrida foi
estipulado de acordo com o tamanho de cada fragmento sequenciado.

Decorrido o tempo necessdrio da corrida eletroforética, as placas foram
desmontadas. Em fungio do Repel-Silane a placa maior separou-se sem dificuldade do gel,
0 qual permaneceu na placa menor. Um papel filtro 3MM com as mesmas dimensdes da
placa menor foi colocado sobre o gel, transferindo assim o gel para o papel. Em seguida o
papel foi envolto em filme de PVC para embalagem e deixado para secar por 1 hora a 80°C
num ambiente a vacuo. Uma vez seco, o papel foi exposto a um filme sensivel (Kodak

Biomax) durante aproximadamente 12 horas a —~70°C (com intensificador).
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8.3 Resultado da analise molecular do gene GJB2

Os resultados da analise molecular do gene da conexina 26 encontram-se na tabela

XIII.

Tabela XIII — Mutagdes rastreadas no gene GJB2 dos individuos estudados.

Local de origem dos | Niimero de pacientes Pacientes que apresentaram
pacientes estudados mutacio
83 5 (35delG/35delG) - homozigoto
CEPRE
5 (35delG/N) - heterozigoto
(grupo A e B)
HC-UNICAMP 102 2 (35delG/35delG) - homozigoto
(grupo C) 2 (35delG/N) - heterozigoto
ABRAE 30 2 (35delG/35delG) - homozigoto
(grupo C) 1 (35delG/N) - heterozigoto
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