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RESUMO

A surdez € considerada a doenca sensorial mais prevalente em humanos, causada por uma
variedade de fatores ambientais e genéticos. No Brasil, ndo h4 dados oficiais referentes a
prevaléncia e a etiologia das deficiéncias auditivas, mas sabe-se que os fatores ambientais ainda
superam os de origem genética. No diagndstico etiolégico da surdez, a realizacdo concomitante
de exames laboratoriais, de imagem e genéticos, embora amplie a chance diagndstica, onera o
Sistema de Satide, devido ao alto custo. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
eficacia dos exames de imagem e genéticos e seu impacto em Saudde Publica, bem como
estabelecer um protocolo diagndstico, visando maior eficiéncia e reducdo de custos na
determinagdo da etiologia das perdas auditivas. Foi realizada a anélise de 100 individuos com
perda auditiva neurossensorial, atendidos no Ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital
das Clinicas da UNICAMP, no periodo de 2002 a 2010, e que foram submetidos ao implante
coclear. Uma investigacdo detalhada foi realizada nos pacientes, incluindo exames de imagem,
genéticos e laboratoriais (em casos especificos). Apds a realizacdo dos exames especificos, o
nimero de casos com a etiologia ndo esclarecida foi reduzido de 72 para 42, representando
reducdo de 42%. AlteracOes radioldgicas foram identificadas em 29 pacientes, enquanto
alteracdes moleculares foram encontradas em 31 individuos, incluindo a c¢.35delG, p.V27I,
p-M34T, p.V371, p.E47X, p.L90P, p.VO5M, p.KI168R, p.W172X no gene GJB2, a
del(GJB6-D13S1830) no gene GJB6 e a m.1555A>G no gene mitocondrial MTRNRI. Os exames
de imagem e genéticos contribuiram, respectivamente, para o diagndstico etiologico de 20% e
19% dos casos analisados. A etiologia ndo foi esclarecida em 42% dos pacientes, em 25% foi de
origem ambiental, 19% genética, e em 14% dos casos decorrente de malformagdes ou outros
problemas na orelha interna. Pdde-se concluir que tanto os exames de imagem quanto oS
genéticos foram importantes para a identificacao da etiologia das perdas auditivas, no entanto, os
testes moleculares contribuiram principalmente para o diagndstico dos pacientes com surdez
congénita, enquanto os exames radioldgicos tiveram maior contribui¢do para os casos com perda
progressiva ou abrupta. A alta prevaléncia de mutacdes no gene GJB2 foi confirmada,
especialmente da mutacdo c¢.35delG, nos casos de perda auditiva neurossensorial severa a

profunda bilateral. A pesquisa molecular teve importante contribui¢cdo no diagndstico etiolégico
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da surdez, além de possibilitar o aconselhamento genético e sugerir melhor progndstico para o
implante coclear, como observado em estudos prévios. O TagMan® OpenArray® Genotyping é
uma técnica promissora para o diagndstico molecular da perda auditiva, pois permite a andlise de
diversas mutacdes em vérios pacientes de uma s6 vez, o que implica em um diagndstico mais
rdpido a um custo mais baixo. O protocolo sequencial permite a otimizacdo do diagndstico
etioldgico e redug@o dos custos, ao contrdrio da realizacdo concomitante de exames de imagem,
laboratoriais e genéticos. Por fim, mesmo com uma investigacdo detalhada, a etiologia
desconhecida continuou prevalecendo, o que aponta para a necessidade de estudos moleculares

mais aprofundados, para que a real causa possa ser esclarecida.
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ABSTRACT

Deafness is considered the most prevalent sensory disorder in humans, caused by a variety
of environmental and genetics factors. In Brazil, there are no official data regarding the
prevalence and etiology of hearing impairment, but it is known that environmental factors are
among the major causes. Although a simultaneous testing approach, including clinical exams,
audiological, laboratorial, imaging and genetic expands the etiological diagnosis, overloads the
healthcare system due to high costs. Thus, the goal of the present study is to evaluate the
effectiveness of imaging and genetics tests and their impact on public health, aiming to increase
efficiency and reduce costs of the etiological diagnosis of hearing loss. It was conducted an
analysis of 100 patients with sensorineural hearing loss, from Department of
Otorhinolaryngology of the State University of Campinas (UNICAMP), submitted to cochlear
implantation between 2002 and 2010. A detailed investigation was performed in patients,
including imaging and genetics analysis. After specific tests, the number of individuals with
unknown cause was reduced from 72 to 42 (42% of reduction). Radiologic abnormalities were
identified in 29 of the patients, while molecular alterations were found in 31 individuals,
including c.35delG, p.V271, p.M34T, p.V37I, p.E47X, p.LO9OP, p.VIO5M, p.K168R, p.W172X in
the GJB2 gene, del(GJB6-D13S1830) in the GJB6 gene and m.1555A>G in the MTRNRI
mitochondrial gene. Genetic and imaging results contributed to the etiological diagnosis of 19%
and 20% of the cases, respectively. The etiology remained unknown in 42% of the patients, was
due to environmental factors in 25%, genetics in 19% and inner ear malformations or other
defects in 14% of the cases. It was concluded that both imaging and genetic analysis were
important to identify the etiology of hearing loss, however, molecular tests contributed mainly for
diagnosis of patients with congenital deafness, while radiologic exams had greater contribution
for diagnosis of cases with progressive or sudden hearing loss. The high prevalence of mutations
in the GJB2 gene was confirmed, especially the c¢.35delG mutation, in cases of sensorineural
severe to profound bilateral hearing loss. The molecular research had an important contribution to
the etiology of deafness, besides providing genetic counseling and a better prognosis for cochlear
implantation, as suggested by previous studies. The TagMan® OpenArray® Genotyping is a

promising technique for molecular diagnostic of hearing loss, because it allows the analisys of
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many mutations in several patients at once, which implies in a faster diagnosis at a lower cost.
The sequential protocol enables an optimization of the etiological diagnosis and cost reduction, as
opposed to simultaneously holding imaging, laboratory and genetic tests. Finally, even with a
careful investigation, the unknown etiology prevailed as main cause which points to the need of
carrying out detailed genetic studies in those cases with idiopathic hearing loss in order to

elucidate the diagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. O sistema auditivo

As informacdes que seguem a respeito do sistema auditivo foram baseadas: na revisdo de
Dror & Avraham (2009), no capitulo “The Auditory System” da Segunda edi¢cdo do livro
“Neuroscience”, editado por Purves e colaboradores (2001), disponivel no NCBI Bookshelf
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci), € na pagina da internet da
Fundacgao Otorrinolaringologia (FORL).

O sistema da audicao ¢ um dos mais complexos do nosso organismo. Ele é responsavel
por captar as diferentes ondas sonoras e dar inicio ao processo de percep¢do e interpretagdo do
som. E composto pela orelha externa, média, interna e nervo auditivo.

Uma mistura de ondas sonoras € constantemente gerada no ambiente e alcanca nossas
orelhas. Esta rica colecdo de sons € misturada e contém um amplo espectro de tons altos e baixos
em uma variedade de intensidades. A orelha € um Orgdo capaz de decifrar precisamente as
diferentes frequéncias e intensidades, enquanto ao mesmo tempo transfere as informacgdes
coletadas para o cérebro e nos permite categorizar cada som e identificar sua distancia relativa e
direcdo.

A orelha € dividida em trés compartimentos anatdmicos: orelha externa, média e interna
(Figura 1). O principal papel da orelha externa € conduzir as ondas sonoras do ambiente para a
orelha interna. As ondas sonoras sdo captadas pelo pavilhdo auricular da orelha externa e
conduzidas através do canal auditivo até a membrana timpénica. A orelha média € composta por
trés pequenos ossos (martelo, bigorna e estribo), os ossiculos, que sdo montados em conjunto e
servem como um elo entre o timpano e a janela oval da orelha interna, que € preenchida por
fluido. Apds o estimulo sonoro, a vibracdo do timpano levard ao movimento dos ossiculos da
orelha média, e posteriormente, dos fluidos da orelha interna, a parte sensorial da orelha. A orelha
interna contém os 6rgaos sensoriais que nos permitem ouvir e que controlam o nosso equilibrio e
orientacdo espacial. Essas estruturas sdo: a ciclea, responsdvel pela audi¢ao; o vestibulo, sensivel

a gravidade e aceleracdo; e o saco endolinfatico, desprovido de fun¢do sensorial.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=894

42

ORELHAEXTERNA MEDIA INTERNA

PAVILHAO
AURICULAR

Figura 1. llustracdo esquematica do sistema auditivo, evidenciando as principais partes da
orelha externa, média e interna (Modificado de:
<http://audiovoxfonoaudiologia.blogspot.com/2010_05_01_archive.html>).

A cdclea € um canal 6sseo-membranoso em forma de caracol rodeado pelo osso temporal.
E dividido em trés compartimentos preenchidos por fluidos: as escalas média, vestibular e
timpanica. A escala média € uma cavidade cheia de endolinfa, localizada entre a escala vestibular
e timpanica, cavidades preenchidas por perilinfa. A escala média contém o 6rgido de Corti, ou
orgdo Espiral, que € a porcdo sensorial propriamente dita do sistema auditivo. Esse 6rgdo, situado
na membrana basilar, é constituido por células de suporte e células sensoriais, denominadas
células ciliadas. A porcdo apical das células ciliadas contém projecdes especializadas ricas em
actina, denominadas estereocilios. Uma membrana acelular, chamada membrana tectdria, cobre o
epitélio de células ciliadas. As células ciliadas internas sdo capazes de transformar a energia
mecanica em um sinal elétrico, que € o principio bdsico da audicdo. A Figura 2 traz uma
ilustragdo esquemadtica da céclea e detalhe de suas porgdes, evidenciando a localizacdo das
células ciliadas do 6rgdo de Corti e dos estereocilios.

Quando o som ¢ captado, fluidos se movem pela escala média e fazem vibrar a membrana
basilar e a membrana tectdria. As vibragcdes provocam a deflexdo dos estereocilios, permitindo o
influxo de fons potassio por meio da abertura de canais que despolarizam a membrana das células
ciliadas internas. Essa despolarizacdo provoca a liberacdo de vesiculas contendo

neurotransmissores nas células ciliadas internas ou externas, que desencadeiam o impulso
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nervoso. Esses impulsos elétricos sdo transmitidos ao nervo auditivo, que leva a informagdo ao

cérebro, onde sdo interpretados.

Seccdo transversal da cdclea

Nervo Membrana
vestibular tectoria

auditivo

Nervo
auditivo

Ganglio
espiral

Janela
oval !
/

Janela
redonda Escala

timpanica

Coclea

Células ciliadas

Membrana internas Células
tectdria  fornl Miml?lfam ciliadas
stereocilios asilar —

Estereocilios das Estereocilios das

células ciliadas células ciliadas
internas externas
Orgéo de Corti Células ciliadas

AxOnios externas

Membrana .. - Tinelde  oferentes
Ani basilar - orti
Axonios ciliadas
aferentes internas

Figura 2. Ilustracdo esquemadtica da céclea vista de frente e em seccdo transversal. A
seccao transversal da coclea mostra a escala média entre as escalas vestibular e timpanica. Em
destaque esquema detalhado do 6rgdo de Corti e micrografia dos estereocilios das células ciliadas
(Adaptado de: “The inner ear”, capitulo “The Auditory System” do livro “Neuroscience”, editado
por Purves e colaboradores (2001) e disponivel no NCBI Bookshelf —
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=neurosci&part=894).
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1.2. Definicao e epidemiologia das perdas auditivas

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), a surdez refere-se a perda total
da capacidade auditiva em uma ou nas duas orelhas. Ja a defici€ncia ou perda auditiva, referem-se
a perda parcial ou completa da capacidade de ouvir (OMS, 2009).

Os termos surdez, perda auditiva e deficiéncia auditiva neste trabalho serdo adotados para
se referir a qualquer comprometimento do sistema auditivo significante, independentemente do
tipo, etiologia, grau e frequéncia. Essa mesma terminologia pode ndo se aplicar para outros
profissionais, como por exemplo, otorrinolaringologistas e fonoaudidlogos. Entretanto, em
publicagdes cientificas sobre genética, esses termos sdo os mais empregados, ja que muitas vezes
perdas genéticas com a mesma etiologia exibem gravidade de manifestacdo muito varidvel.

A surdez é uma doenca extremamente heterogénea, tanto clinica como geneticamente. E
considerado o disturbio sensorial mais prevalente em humanos. Segundo dados da OMS, cerca de
10% da populacao mundial apresenta algum tipo de problema auditivo.

As deficiéncias auditivas podem ser classificadas de diferentes formas, como por
exemplo, baseada na regido afetada da orelha, podendo ser do tipo condutiva, neurossensorial ou
mista. A perda condutiva € causada por problemas na orelha média e/ou externa; a
neurossensorial é causada por problemas na orelha interna e/ou nervo coclear; e a mista é causada
por uma combinacdo de ambos componentes condutivos e neurossensoriais (Ito et al., 2010).

De acordo com o inicio da perda auditiva, esta pode ser classificada como congénita,
adquirida ou tardia. Se estiver presente ao nascimento ou antes da aquisicdo da linguagem, a
perda auditiva pode ser pré-lingual e, quando se manifesta apds a aquisi¢do da linguagem, pos-
lingual (Ito et al., 2010).

A surdez pode ainda ser definida de acordo com o seu grau, como leve (de 26 a 40 dB),
moderada (de 41 a 70 dB), severa (de 71 a 90 dB) ou profunda (acima de 90 dB) (Davis &
Silvermann, 1970). A avaliacdo € feita através dos limiares tonais nas frequéncias que variam de
0,5 a 4 kHz, que sdo essenciais para o entendimento da fala.

Outro critério € quanto a lateralidade, sendo chamada de bilateral quando as duas orelhas
sdo afetadas, e de unilateral quando a deficiéncia auditiva estd presente em apenas um dos lados

(Finsterer & Fellinger, 2005).
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Quando os casos de surdez sdo acompanhados por outras manifestacdes clinicas, sao
caracterizados como sindromicos, ao contrario da perda auditiva nao-sindromica, onde esta é o
tnico fenétipo (Dror & Avraham, 2009).

A perda auditiva pode ser decorrente de uma série de fatores ambientais e genéticos
(Quadro 1). Os fatores ambientais incluem a exposi¢ao frequente a alta intensidade do som,
trauma acustico, infeccdes, drogas ototdxicas, entre outros, enquanto os fatores genéticos sdo
causados por mutagdes em diferentes genes ou em elementos regulatérios que estdo envolvidos

no desenvolvimento adequado, na estrutura e na funcao da orelha (Dror & Avraham, 2009).

Quadro 1. Fatores ambientais e genéticos envolvidos com a perda auditiva (Modificado
de Russo, 2000).

CAUSAS DE PERDA AUDITIVA

Infec¢do materna (rubéola, citomagalovirus).

Pré-natal Uso de medicamentos durante a gestagao.

Irradiacdo (raios-X) durante a gestacdo.

Ictericia grave

Peri-natal Trauma de parto

Anoxia

Ambiental
Otites Medicagao ototodxica

Meningite Exposi¢do a ruidos intensos

Pos-natal Sarampo Envelhecimento

Caxumba

Traumatismos

AutossOémico dominante

AutossOmico recessivo

Sindrémico
Ligada ao X

Mitocondrial

Genética Autossoémico dominante

Autossomico recessivo

Nao-sindrémico Ligada ao X

LigadaaoY

Mitocondrial

Nos paises em desenvolvimento, ainda ha maior prevaléncia dos fatores ambientais como

causa das perdas auditivas. As infec¢des pré-natais como rubéola, meningite, toxoplasmose,
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citomegalovirose, sifilis, herpes simples, entre outras, constituem a primeira causa de perda
auditiva infantil identificdvel. Os fatores perinatais como ventilagdio mecanica, hipdxia,
hiperbilirrubinemia, também contribuem para a etiologia das perdas auditivas, sendo que com o
aumento da sobrevida de neonatos de riscos e prematuros, a frequéncia aumentou nos ultimos
anos. Doencas infecciosas pds-natais, como meningite, sarampo, caxumba e infeccdes cronicas na
orelha, também desempenham um papel importante na etiologia das perdas auditivas. Outras
causas comuns incluem: exposi¢do frequente a ruidos intensos, lesdes na cabeca e orelha,
envelhecimento e uso de drogas ototéxicas (Bauman, 2003; Davis et al., 2003; OMS, 2009).

A maioria das mutacdes genéticas conhecidas que afetam componentes da orelha interna
levam a perdas auditivas neurossensoriais, enquanto um menor numero esta associado a perdas
auditivas condutivas (Dror & Avraham, 2009).

Mais de 400 sindromes descritas t€ém a perda auditiva como uma de suas manifestacoes
clinicas. Algumas das sindromes mais frequentes sdo: a sindrome de Pendred (OMIM #274600),
associada a alteracdo tireoidiana; a sindrome de Usher (OMIM #276900), relacionada a retinose
pigmentar; e a sindrome de Waardenburg (OMIM #193500), associada a defeitos de pigmentacao
e telecanto (Shaukat et al., 2003; Hilgert et al., 2009b; Yang et al., 2010).

Surpreendentemente, estudos t€ém mostrado que um mesmo gene pode estar relacionado
tanto com a perda auditiva sindrOmica quanto ndo-sindromica, ou mesmo envolvido em
diferentes padrdes de heranca, dominante ou recessivo (Ammar-Khodja et al., 2009; Dror &
Avraham, 2009).

Dados estatisticos internacionais mostram que 1 em cada 1000 recém-nascidos sofre de
perda auditiva profunda, e outro apresentard alguma deficiéncia auditiva antes da idade adulta
(Tekin et al., 2001; Schrijver, 2004). No Brasil, a frequéncia € estimada em 4 a cada 1000
nascimentos (Piatto & Maniglia, 2001). No entanto, essa frequéncia varia, dependendo da
amostra e da regido estudada, podendo a surdez estar presente em 2 a 7 para cada 1000 recém-
nascidos (Simodes & Maciel-Guerra, 1992; Russo, 2000).

Além disso, a surdez pode surgir com o passar da idade. Mais de 25% da populagdo com
65 anos de idade e cerca de 50% com mais de 80, sofrem de diferentes graus de perda auditiva

relacionada a idade, também conhecida como presbiacusia (Dror & Avraham, 2009).



47

Indmeras perdas auditivas t€m como causa malformacdes tanto na orelha média como na
orelha interna. Estima-se que mais de 25% das perdas auditivas congénitas cursam com
alteragdes morfoldgicas da orelha interna (Castiquini ef al., 20006).

O aqueduto vestibular € um canal 6sseo estreito que se abre sobre a superficie medial do
osso temporal e passa para o vestibulo da orelha interna. Um tubo membranoso, chamado ducto
endolinfatico, atravessa o aqueduto vestibular até o saco endolinfatico na superficie posterior da
por¢do petrosa do osso temporal, onde entra em contato com a dura-mater. Valvassori e Clemis
(1978) descreveram pela primeira vez uma sindrome onde ocorre o alargamento do aqueduto
vestibular, sendo caracterizada pela presenca de ducto e saco endolinfatico muito maiores do que
o normal. O aqueduto vestibular alargado € a malformacdo mais comum da orelha interna
associada a perda auditiva (Pinto et al., 2005; Preciado et al., 2005; Silva et al., 2008; Wu et al.,
2008).

Adicionalmente, estudos apontam que mutagcdes em alguns genes estdo associadas a perda
auditiva induzida por ruido, aumentando o risco de individuos afetados perderem a sua audi¢do
no ambito da exposicao a sons de alta intensidade (Konings et al., 2009).

Diversos trabalhos internacionais t€ém mostrado a prevaléncia e a etiologia das perdas
auditivas na infancia (Pascolini & Smith, 2008; Ardle & Bitner-Glindzicz, 2010; Ito et al., 2010).
Porém, estima-se que de 20 a 40% destas tenham origem desconhecida. H4 grande dificuldade,
em especial nos paises subdesenvolvidos, para estabelecer tais dados, principalmente, devido a
diferencas epidemioldgicas e desinformacgdo da populacdo (Cruz et al., 2009).

No Brasil, ndo ha dados oficiais referentes a prevaléncia e a etiologia das defici€ncias
auditivas. Os estudos sdo escassos e, quando realizados, seguem metodologias distintas, o que
dificulta a comparagao dos dados.

Alguns trabalhos, utilizando diferentes metodologias, encontraram valores de prevaléncias
que variaram de 5 a 6,8%, dependendo da regido do pais estudada (Ribeiro & Pinheiro, 2004;
Béria et al., 2007; Cruz et al., 2009).

Quanto a etiologia, acredita-se que 16% dos casos de surdez sejam de origem genética,
sendo que em 70% dos casos a surdez é ndo-sindromica. Em 80% das perdas auditivas ndo-

sindrOmicas a heranca € autossomica recessiva, em 10 a 20% autossomica dominante, em 2 a 3%

ligada ao cromossomo X e em 1% € de heranca materna (Godinho et al., 2003).
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Em nosso pais, os fatores ambientais ainda superam os de origem genética e, além disso,
um grande nimero de casos € tido como idiopético (Pupo et al., 2008). Estudos mostram que a
etiologia ndo é esclarecida em 32 a 40% dos individuos brasileiros com perda auditiva (Pupo et
al., 2008; Calhdu et al., 2011). A alta prevaléncia da etiologia desconhecida aponta para a
necessidade de aprofundamento no diagndstico, dispondo também de estudos genéticos, de
imagem e laboratoriais.

A medida que vém sendo implantadas melhorias no setor de satide, e com o avango e o
aprofundamento nos estudos genéticos relacionados as perdas auditivas, a propor¢do de causas

genéticas tende a aumentar.

1.3. Etiologia genética da surdez

Nos dltimos anos houve avancos significativos na pesquisa sobre as bases moleculares do
sistema auditivo, permitindo a identificacdo e caracterizacdo de varios genes e proteinas
relacionados a audic@o. O conhecimento cada vez maior sobre esses genes contribui ndo s6 para
melhor compreensdo dos mecanismos da audi¢do, mas também das bases moleculares da perda
auditiva. Esta pesquisa bdsica € pré-requisito para o desenvolvimento do diagnéstico molecular e
de novas terapias para a surdez (Stover & Diensthuber, 2011).

Um dos maiores empecilhos na localizacdo de genes envolvidos na deficiéncia auditiva é
a dificuldade de acesso a cdclea e as demais estruturas da orelha interna. A construcdo de um
banco de cDNA de material coclear fetal possibilitou o enderecamento de genes candidatos por
abordagem tecido-especifica (Robertson et al., 1994; Wilcox & Fex, 1992). O grande nimero de
genes expressos na coclea reflete a complexidade dos mecanismos moleculares envolvidos neste
orgdo de intrincada natureza (Heller et al., 1998).

As fungdes dos genes envolvidos com a audicdo sdo diversificadas e a lista inclui genes
que codificam componentes de matriz extracelular, proteinas de gap junctions e adesdo, canais de
fons e transportadores, proteinas de superficie das células e receptores, assim como proteinas de
citoesqueleto, fatores de transcricdo, RNAt, RNAr e outras proteinas (Finsterer & Fellinger,

2005; Friedman et al., 2007).
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Estima-se que de 300 a 500 genes estejam envolvidos no mecanismo da audi¢dao. Dada a
complexidade fisiol6gica da audi¢@o, nao é de se espantar o grande nimero de genes relacionados
e o fato da surdez exibir uma grande heterogeneidade genética (Finsterer & Fellinger, 2005).

Além do grande nimero de genes descritos, outro fator que aumenta a complexidade
genética da perda auditiva é que um mesmo gene pode apresentar mutacdes que resultam em
diferentes padrdes de heranga, dominante ou recessivo, ou ainda estar envolvido tanto com surdez
sindromica quanto ndo-sindromica (Friedman et al., 2007).

Apesar de existirem mais de 400 sindromes descritas que incluem a surdez como uma de
suas manifestagdes clinicas, apenas 30% dos casos de perda auditiva hereditaria sao sindromicos
(Hilgert et al., 2009b). Até o momento ja foram identificados pelo menos 35 genes associados a
esse padrdo. A seguir estdo destacadas as principais sindromes que apresentam a surdez como

sinal clinico (Tabela 1).

Tabela 1. Principais sindromes que apresentam a perda auditiva como sinal clinico
(Baseado em Van Camp & Smith. Hereditary Hearing Loss Homepage. Disponivel em
<http://hereditaryhearingloss.org>).

Sindrome Gene Loco Locallzfu;ato
cromossomica
Alport COLA4AS - Xq22
COLAA3/COLA4A4 - 2q36-q37
Branquio-oto-renal EYAI BORI1 8ql13.3
SIX5 BOR2 19q13.3
Desconhecido - 1931
SIX1 BOS3 14921.3-q24.3
Jervell e Lange- KCNQI JLNSI1 11p15.5
Nielsen KCNEI JLNS2 21q22.1-q22.2
Pendred SLC26A4 PDS 7q21-34
FOXII PDS 5q35.1
Stickler COL2A1 STL1 12q13.11-q13.2
COLIIAI STL2 1p21
COLIIA2 STL3 6p21.3
COLYAI - 6ql3
Treacher Collins TCOF1I TCOF1 5q32-q33.1
Doencga de Norrie NDP NDP Xpl1.3
CHARGE SEMA3E - 7q21.11
CHD7 - 19q13.3

CHARGE: Coloboma, heart, atresia, retardation, genital anomaly and ear anomaly.
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Sindrome Gene Loco Locallz?gato
cromossomica
Usher
Tipo 1 - USHIA 14q32
MYO7A USHIB 11q13.5
USHIC USHIC 11p15.1
CDH23 USHI1D 10g22.1
Deconhecido USHIE 21921
PCDHI5 USHIF 10g21-22
SANS USHIG 17q24-25
Deconhecido USHIH 15q22-23
Tipo I USH2A USH2A 1q41
Deconhecido USH2B 3p23-24.2
VLGRI USH2C 5q14.3-g21.3
WHRN USH2D 9q32
Tipo I USH3A USH3 3q21-q25
PDZD7 - 10q24.31
Waardenburg
Tipo I PAX3 WS1 2435
Tipo ITA MITF WS2A 3pl4.1-p12.3
Tipo IIB Deconhecido WS2B 1p21-p13.3
Tipo IIC Deconhecido WS2C 8p23
Tipo IID SNAI2 WS2D 8qll
Tipo III PAX3 WS3 2q35
Tipo IV EDNRB WS4 13q22
EDN3 WS4 20q13.2-q13.3
SOX10 WS4 22ql13

A maioria dos casos de perda auditiva hereditdria € ndo-sindromica, aproximadamente
70% (Hilgert et al., 2009b). Os diferentes locos ou regides candidatas a apresentarem genes
associados a surdez nao-sindromica recebem o prefixo DFN (do inglés deafness), seguido de um
nimero que indica a ordem em que foram descobertos. As mutacdes genéticas conhecidas que
levam a surdez podem ser de heranca autossdmica recessiva (DFNB), autossdmica dominante
(DFNA), ligada ao X (DFNX) ou mitocondrial (Dror & Avraham, 2009).

Em relagdo aos mecanismos de heranca, estima-se que aproximadamente 75 a 80% dos
casos de surdez genética ndo-sindromica sejam de heranca autossdmica recessiva, 20 a 25%

autossoOmica dominante e cerca de 1 a 2% ligada ao cromossomo X. Além disso, a frequéncia da
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heranc¢a mitocondrial é estimada em 1% (Kokotas et al., 2007; Hilgert et al., 2009b; Smith et al.,
2010).

A heterogeneidade genética da perda auditiva ndo-sindromica é extremamente elevada.
Até o momento, foram mapeados quase 150 locos e mais de 60 genes ji foram identificados (Van
Camp &  Smith. Hereditary @ Hearing  Loss  Homepage.  Disponivel em
<http://hereditaryhearingloss.org>). A Tabela 2 lista os 62 genes ja descritos relacionados a
surdez ndo-sindromica. Para cada gene é mencionado o loco e a funcdo de seus produtos no
processo da audi¢do. Além disso, a tabela estd dividida de acordo com o modo de herancga:

autossdmico recessivo, autossdmico dominante, ligado ao cromossomo X e mitocondrial.

Tabela 2. Genes associados a perda auditiva nao-sindromica (Modificado de Hilgert er
al., 2009a; Baseado em Van Camp & Smith. Hereditary Hearing Loss Homepage. Disponivel em
<http://hereditaryhearingloss.org>).

Heranca autossdmica recessiva ou dominante

Gene Loco Funcio do produto na audicao
GJB2 DFENB1/DFNA3A Homeostase i6nica

TMCI1 DFNB7/11/DFNA36 Desconhecida

TECTA DFENB21/DFNAS8/12 Proteina da matriz extracelular
MYO7A DENB2/DFNA11 Proteina motora dos estereocilios
GJB6 DFNB1/DFNA3B Homeostase i6nica

MYO6 DFENB37/DFNA22 Proteina motora dos estereocilios
GJB3 -/DFNA2B Homeostase i6nica

COLI1A2 DFNB53/DFNA13 Proteina da matriz extracelular

Heranca autossdmica recessiva

Gene Loco Funcio do produto na audicao

SLC26A4 DFNB4 Homeostase i6nica

MYOI5A DFNB3 Proteina motora dos estereocilios

OTOF DENBO Exocitose nas vesiculas sindpticas das células ciliadas
internas

CDH23 DFNB12 Proteina de adesao dos estereocilios

TMPRSS3 DFNBS8/10 Desconhecida

TRIOBP DFNB28 Formacao do citoesqueleto dos estereocilios

TMIE DFNB6 Desconhecida

PJVK DFNB59 Sinaliza¢@o de células ciliadas e neurdnios

ESPN DFNB36 Formacao do citoesqueleto dos estereocilios

PCDHI15 DFNB23 Proteina de adesdo dos estereocilios
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Heranca autossdmica recessiva (continuagao)

ESRRB DFNB35 Fator de transcricao

MARVELD?2 DFNB49 Homeostase iOnica

LHFPL5 DFNB66/67 Proteina de adesdo dos estereocilios

STRC DFNBI16 Proteina da matriz extracelular

CLDNI14 DFNB29 Homeostase iOnica

RDX DFNB24 Formacao do citoesqueleto dos estereocilios
MYO3A DFNB30 Proteina motora dos estereocilios

SLC26A5 DFNB61 Motor molecular de células ciliadas externas
WHRN DFNB31 Proteina do arcabougo protéico dos estereocilios
USHIC DFNB18 Proteina do arcabougo protéico dos estereocilios
OTOA DFNB22 Proteina da matriz extracelular

GRXCRI1 DFNB25 Desconhecida

LOXHDI DENB77 Feixe de estereocilios

TPRN DFNB79 Feixe de estereocilios

GPSM?2 DFNBS2 Proteina transmembranica

PTPRQ DFNB&84 Sinalizagao celular

HGF DFNB39 Sinalizagao celular

LRTOMT DFNB63 Desconhecida

MSRB3 DFNB74 Oxido-redugio mitocondrial

SERPINB6 DFNB91 Inibidor de protease intracelular

ILDR] DFENB42 Desconhecida

GIPC3 DFNB15/72/95 Feixe de estereocilios

Heranca autossdmica dominante

Gene Loco Funcio do produto na audicao

WFS1 DFNAG6/14/38 Homeostase idnica

KCNQ4 DFNA2A Homeostase i6nica

COCH DFNA9 Proteina da matriz extracelular

MYOIA DFNA48 Desconhecida

ACTGI DFNA20/26 Formacdo do citoesqueleto dos estereocilios
EYA4 DFNAI10 Fator de transcrigdo

MYHI14 DFNA4 Desconhecida

DFNAS5 DFNAS Desconhecida

POU4F3 DFNAIS Fator de transcri¢dao

CRYM - Homeostase idnica

TFCP2L3 DFNA28 Fator de transcri¢dao

MYH9 DFNAL17 Proteina motora dos estereocilios

CCDC50 DFNA44 Formacgao do citoesqueleto dos estereocilios
DIAPHI DFNAI1 Formacao do citoesqueleto dos estereocilios
MIRN96 DFNAS50 Regulacdo da expressdo génica

TJP2 DFNAS1 Manuteng@o de diferenga de potencial elétrico
SMAC/DIABLO DFNAG64 Inducio de apoptose
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Heranca ligada ao X

Gene Loco Funcio do produto na audicao

POU3F4 DFENX2 Fator de transcricao

PRPS1 DFNX1 Metabolismo de purina e biossintese de nucleotideos
SMPX DFNX3 Desconhecida

Heranca mitocondrial

Gene Loco Funcao do produto na audicao

MT-RNRI 12S RNAr RNA ribossoémico mitocondrial

MT-TSI RNAtSer(UCN) RNA transportador mitocondrial

1.3.1. Genes de conexinas

As conexinas (Cx) sdo proteinas transmembranicas envolvidas nas gap junctions ou
jungdes comunicantes. Elas compartilham uma homologia comum, apresentando quatro dominios
a-hélice transmembranicos, dominios citoplasmaticos que incluem as extremidades
aminoterminal, carboxiterminal e a alca entre o segundo e o terceiro dominio transmembranico, e

duas algas extracelulares (Beyer, 1993). A Figura 3 mostra um esquema que representa a

estrutura das conexinas.

EC1 EC 2
extracelular
TM1 T™M2 TM3 TM4 MP
intracelular \/ \
NH2 1C COOH

Figura 3. Representacdo esquemdtica da estrutura das conexinas, demonstrando os
dominios transmembranicos (TM1-TM4), extremidades aminoterminal (NH2) e carboxiterminal

(COOH), al¢a intracitoplasmaética (IC) e al¢as extracelulares (EC1 e EC2) (Baseado em: Rabionet
et al., 2002).
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Seis moléculas de conexinas formam um hemicanal chamado conexon (Rabionet et al.,
2002). A Figura 4, a seguir, traz modelos que demonstram a estrutura e as intera¢des entre as

conexinas (Beyer et al., 2011).

Figura 4. Modelos ilustrativos das interacdes entre as conexinas. A= Representacdo de
duas subunidades de conexinas adjacentes, ilustradas em amarelo e verde, com os dominios
amino terminal (NT) indicados em vermelho, e os quatro dominios transmembranicos (TM1-
TM4) identificados; B= Representacdo de seis subunidades de conexinas, ilustradas em diferentes
cores, com seus dominios NT em vermelho, formando um hemicanal (Retirado de: Beyer et al.,
2011).

Os conexons de células adjacentes se unem covalentemente para formar os canais
intercelulares que constituem as gap junctions. Os conexons podem ser compostos por conexinas
de somente um tipo, chamados homoméricos, ou de diferentes tipos, conhecidos como

heteroméricos. Da mesma forma, os canais intercelulares podem ser homotipicos ou heterotipicos

(Hilgert et al., 2009b) (Figura 5).
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A

heteromérico homotipico heterotipico

\ ) \ ) \ )
Y Y Y

conexinas conexons canais intercelulares

Figura 5. Representacio esquemdtica da organizacdo dos canais intercelulares
dependendo da combinacdo de conexinas que compdem os conexons (Modificado de:
<http://mbiocel.wordpress.com/author/mbiocel>).

As gap junctions sdo regides de contato entre as células, que estdo amplamente
distribuidas entre os diferentes tecidos. Elas sdo muito importantes na comunicagdo celular, pois
permitem a passagem direta de ions e pequenas moléculas entre o citoplasma das células.
Consistem de agregados de dezenas a milhares de conexons, formando canais hidrofilicos que
conectam as células vizinhas. A abertura dos canais parece ser regulada por vdrios fatores, tais
como fosforilagdo, voltagem, acidificacdo, entre outros (Rabionet et al., 2002).

As gap junctions estdo abundantemente presentes na céclea e permitem a difusdo de
pequenas moléculas entre as células adjacentes. Dois sistemas distintos de gap junctions
cocleares tém sido descritos: o sistema celular epitelial e o sistema do tecido conjuntivo.
Acredita-se que, juntas, essas redes estejam envolvidas no acoplamento elétrico e metabdlico da
célula (Couloigner et al., 2006).

Como os fons potdssio entram nas células ciliadas em resposta a estimulos acusticos,
ocorre uma onda de despolarizacdo que causa o influxo de fons cdlcio e a liberacdo de
neurotransmissores. O acoplamento elétrico facilita a homeostase, em parte, pelo transporte de
fons potassio através das gap junctions e canais de potassio (Couloigner et al., 2006). Além disso,
essas juncoes também estdo envolvidas no acoplamento metabdlico (Beltramello ez al., 2005).

A primeira conexina foi clonada em 1986 (Kumar & Gilula, 1986; Paul, 1986). Em
termos evoluciondrios, as conexinas podem ser classificadas em pelo menos trés subclasses — a, 3
ou y — de acordo com o peso molecular ou homologia. Entretanto, a nomenclatura correntemente

utilizada faz referéncia ao tamanho da proteina predita (em kDa) a partir da sequéncia do cDNA
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considerado, precedida do termo genérico Cx (Beyer et al., 1987; Beyer, 1993). Atualmente mais
de 20 conexinas ja foram identificadas em mamiferos.

A maioria dos genes que codificam essas proteinas € encontrada em clusters, ou
agrupamentos, assim como o formado pelos genes GJB2, GJB6 ¢ GJA3, no cromossomo 13. As
principais B-conexinas conhecidas nos humanos siao: Cx26, Cx30, Cx31 e Cx32 (Rabionet et al.,
2002). A tabela a seguir (Tabela 3) apresenta a nomenclatura dessas proteinas e de seus

respectivos genes.

Tabela 3. Nomenclatura dos genes e das proteinas do grupo das -conexinas.

Genes Proteinas
GJBI Gap junction beta 1 Cx32 Conexina 32
GJB2 Gap junction beta 2 Cx26 Conexina 26
GJB3 Gap junction beta 3 Cx31 Conexina 31
GJB6 Gap junction beta 6 Cx30 Conexina 30

As Cx26 e Cx30 sdo as isoformas predominantemente expressas nas células de suporte
cocleares, e estdo presentes tanto nas redes de gap junctions do tecido epitelial quanto do tecido
conjuntivo (Hilgert et al., 2009b).

Mutacdes em diferentes genes que codificam proteinas conexinas podem causar perda
auditiva de heranca autossdmica recessiva (GJB2 e GJB3), autossomica dominante (GJB2, GJB3
e GJB6) ou mesmo ligada ao cromossomo X (GJBI). Além disso, sdo responsaveis tanto por

surdez sindromica quanto ndo-sindrémica (Rabionet et al., 2000).

1.3.1.1. Gene GJB2

O gene GJB2 (GenBank 2706, OMIM #121011) codifica a proteina Cx26 e estéd
localizado na regido cromossdmica 13q11-12, no loco DFNBI1. Este loco foi mapeado em 1994,

sendo o primeiro loco ndo mitocondrial relacionado a surdez de heranca autossOmica recessiva
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(Guilford et al., 1994). O gene GJB2 foi clonado, em 1997, o que representou um marco
importante nos estudos genéticos relacionados a surdez (Kelsell et al., 1997). Este foi o primeiro
gene nuclear associado a perda auditiva ndo-sindromica (Guilford et al., 1994; Kelsell et al.,
1997).

Inicialmente ndo se imaginava o seu grau de envolvimento na origem dos casos de perda
auditiva hereditdria, principalmente aqueles com padrdo de heranga autossomico recessivo. Hoje,
porém, sabe-se que estd envolvido em mais de 50% dos casos onde se observa esse padrao de
heranca, e que mutacdes nesse gene também podem determinar perda auditiva herdada de modo
dominante (Denoyelle ef al., 1997; Smith et al., 2010).

A proteina Cx26 se expressa na ciclea, e estd associada a comunicagdo celular (gap
junctions), formando canais que medeiam a passagem de pequenas moléculas e fons entre
membranas celulares, permitindo, por exemplo, a reciclagem de {fons potdssio nos fluidos
cocleares. Mutacoes nesse gene podem alterar a fun¢do da Cx26 ao acarretar deficiéncia no fluxo
de ions potassio, o que pode levar a morte celular e consequentemente a surdez, uma vez que
niveis elevados de potdssio podem afetar a funcdo e a sobrevivéncia das células de suporte
necessdrias a audi¢cdo (Rabionet et al., 2000; Finsterer & Fellinger, 2005).

O gene GJB2 apresenta 5513 pb e possui dois éxons, porém somente o segundo éxon
contém a regido codificante, sendo o primeiro nao-codificante (Rabionet et al., 2002). A Figura 6

traz uma representacio esquematica da estrutura do gene da Cx26.

Exon 1 intron Exon 2

Regido codificante

193 pb 2328 pb 92 pb 681 pb 1438 pb

Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura do gene GJB2 (Baseado em: Benson, et
al. GenBank. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>).

Mutacdes no gene GJB2 sdo as principais causas de perda auditiva autossdmica recessiva

ou espordadica. Elas estdo envolvidas em 20% de todos os casos de surdez congénita (Lustig et al.,
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2004; Finsterer & Fellinger, 2005). Além disso, o gene da Cx26 também apresenta outras
mutacdes menos frequentes que determinam uma forma autossomica dominante (DFNA3) de
perda auditiva (Denoyelle et al., 1998; Morlé et al., 2000; Loffler et al., 2001).

Cerca de 310 mutagdes ja foram descritas no gene GJB2, das quais algumas sdo bastante
frequentes e outras sao raras (Krawczak & Cooper. Human Gene Mutation Database. Disponivel
em: <www.hgmd.org>).

Uma mutacdo especifica, a ¢.35delG, estd envolvida em 70% dos casos com heranga
autossOmica recessiva, na populacdo caucasiana (Wilcox et al., 2000). Esta mutagdo, que ocorre
no primeiro dominio intracitoplasmatico (IC1) da proteina Cx26, refere-se a dele¢do de uma
guanina em uma sequéncia de seis guaninas que se estendem da posicao 30 a 35 dos nucleotideos,
no éxon codificante do gene GJB2, o que resulta na interrup¢do do quadro de leitura (frameshift).
Com isso, a glicina é convertida para valina no cédon 12, e um cédon de terminagdo (stop c6don)
prematuro é formado no cédon 13. A mutacdo ocasiona, portanto, a sintese de um polipeptideo
incompleto, com 12 aminodcidos, ao invés do polipeptideo normal, com 226 aminoacidos (Cohn
et al., 1999; Zelante et al., 1997; Denoyelle et al., 1997; Carrasquilo et al., 1997; Gasparini et al.,
2000; Sobe et al., 2000).

A mutacdo c¢.35delG no gene da Cx26 ndo € rara, pelo contrdrio, sua presenca em
heterozigose pode ser encontrada em até 4% dos individuos em algumas populacdes (Gasparini e?
al., 2000; Roux et al., 2004). Inicialmente foi levantada a hipétese de que essa regido seria um
sitio gendmico com maior probabilidade de ocorrerem mutacgdes, ou seja, um ponto quente para
mutacdes, denominado “hot spot” (Kelley et al., 1998). Entretanto, estudos posteriores sugeriram
que a mutacao c¢.35delG ocorreu uma tinica vez em um cromossomo que carregava essa alteracao,
por meio de tnico evento mutacional em um cromossomo fundador. Neste caso, a alta frequéncia
de individuos com essa mutagdo sugere efeito fundador e ndo “hot spot” (Van Laer et al., 2001;
Rothrock et al., 2003).

A pesquisa dessa mutacdo em 620 recém-nascidos de uma cidade do interior do Estado de
Sao Paulo revelou a presenca de 6 heterozigotos, o que permitiu estimar uma frequéncia de
aproximadamente 1:100 (Sartorato et al., 2000). Outro estudo mostrou que a mutagio c.35delG ¢é
a mais frequente entre os deficientes auditivos brasileiros, no qual em uma amostra de 36
pacientes com perda auditiva ndo esclarecida, 22% eram portadores dessa mutacdo (Oliveira et

al., 2002).



59

Em outro estudo, Oliveira e colaboradores (2004) determinaram a frequéncia da mutagdo
c.35delG em uma amostra brasileira bem caracterizada, sendo encontrada em 1:100
afrobrasileiros, 1:50 brasileiros caucasianos e ausente em brasileiros com descendéncia asiatica.

A frequéncia dos alelos mutados no gene GJB2 que causam surdez autossdmica recessiva
na populacdo geral é de aproximadamente 1 em 33, em alguns paises europeus (Van Camp &
Smith, 2009). Dependendo da populag@o ha o predominio de diferentes mutacdes: a c.167delT é
predominante na populacdo de judeus Askenazitas (Morell et al., 1998; Lerer et al., 2000), a
¢.35delG em descendentes de caucasianos (Zelante et al., 1997; Gasparini et al., 2000; Roux et
al., 2004), a c¢.235delC na populacdo asiatica (Fuse et al, 1999; Abe et al., 2000; Liu et al., 2002)
e a p.R143W nos africanos (Brobby et al., 1998; Hamelmann et al., 2001).

O perfil clinico dos casos com deficiéncia auditiva caracterizada por mutacdes no gene
GJB?2 ¢ frequentemente pré-lingual, bilateral, simétrico e de grau severo a profundo, mas pode
variar de acordo com a alteracdo genética e/ou particularidades individuais (Snoeckx et al.,
2005).

Tendo em vista a importancia e o envolvimento desse gene na deficiéncia auditiva,
mutagdes no gene da Cx26 sdo alvo de intenso estudo molecular e constituem o primeiro passo na

triagem de mutacOes relacionadas a perda auditiva.

1.3.1.2. Gene GJB6

O gene GJB6 (GenBank 10804, OMIM #604418) codifica a proteina Cx30, e estd
localizado no loco DFNBI, a 35 kb do gene GJB2 em direcao ao telomero.

Dentre os individuos portadores de mutacdes no gene GJB2, aproximadamente 10 a 40%
apresentam-nas em apenas um dos alelos (Wilcox et al., 2000). Desta forma, pesquisadores
espanhdis buscaram justificativas em outro gene, da Cx30 (GJB6), encontrando duas delecdes
situadas no cromossomo 13, que se estendiam da regiao proximal do gene GJB2 ao gene GJB6.
Essas delecdes foram denominadas del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), e referem-se a
perda de 342 kb e 232 kb, respectivamente (Del Castillo et al., 2002; Del Castillo et al., 2005).

Na Espanha, em individuos heterozigotos para mutacdes no gene da Cx26, 50% dos casos
apresentam a del(GJB6-D13S1830) e 25% dos casos apresentam a del(GJB6-D13S1854). Ainda

ndo estd esclarecido se estes casos, que apresentam ambas as alteragdes, seriam um padrio
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complexo de heranca digé€nica ou se haveria inativacdo do gene GJB2 pela delecao de elementos
regulatérios proximos a este gene (Del Castillo et al., 2002; Del Castillo et al., 2005).

No Brasil, um estudo multicéntrico em colabora¢do com o grupo espanhol, revelou que a
del(GJB6-D13S1830) foi encontrada em 25,5% dos pacientes heterozigotos para mutagdes no
gene da Cx26, e a del(GJB6-D13S1854) em 6,3% (Del Castillo et al., 2003; Del Castillo et al.,
2005).

Existe ainda um caso descrito de um paciente portador de uma grande delecdo de pelo
menos 920 kb que removeu os genes GJB2 e GJB6 (Feldmann et al., 2009). Porém, uma
porcentagem significativa de individuos heterozigotos para mutacdes no gene da Cx26 ndo possui
nenhuma dessas grandes delecdes, o que sugerem que devem existir outras mutagdes nao
identificadas presentes no loco DFNB1 (Hilgert et al., 2009a).

Mais recentemente, foi descrita uma nova delecdo, de 131,4 kb, no loco DFNBI1, que
evidencia a existéncia de uma regido regulatoria que controla a expressao dos genes GJB2 e
GJB6. A dele¢dao cujo ponto de quebra dista mais de 100 kb dos genes GJB2 e GJB6, foi
encontrada em 4 individuos heterozigotos para a mutacao c.35delG e que apresentavam expressao
reduzida do RNAm de ambos os genes (Wilch et al., 2010).

Outra delecao com tamanho em torno de 200 kb em DFNB1, que ndo envolve nem GJB2
e nem GJB6, foi encontrada em pacientes heterozigotos para a mutagdo c.35delG, sugerindo que
essas delecoes estejam eliminando um elemento regulatério essencial a expressdao de GJB2 na
orelha interna (Del Castillo et al., 2009).

Portanto, a pesquisa das delecOes em GJB6 estd indicada principalmente em pacientes

com perda auditiva que apresentam uma tnica mutagdo no gene GJB2.

1.3.2. Genes mitocondriais

Mutacdes genéticas associadas a perda auditiva podem ocorrer tanto em genes nucleares
quanto mitocondriais, localizados nas mitocondrias.

As mitocOndrias sdo organelas citoplasmdticas encontradas em todas as células dos
mamiferos, e que tém a funcdo de transformar a energia quimica dos metabdlitos em energia

facilmente acessivel a célula. Essa enegia € acumulada, principalmente, em componentes como o
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trifosfato de adenosina (ATP), que serd utilizado quando a célula necessitar de energia para
trabalho osmético, mecanico, elétrico ou quimico (Alberts et al., 2002).

Héa a hipétese de a mitocOndria ter se originado como um simbionte de células
procariontes ha aproximadamente 1,5 a 2 bilhdes de anos (Wallace et al., 1999), e
consequentemente possuir a molécula de DNA diferente, autobnoma e independente do DNA
nuclear.

Essas organelas sdo particulas esféricas e alongadas, medindo de 0,5 a 1 micron de largura
e até 10 micra do comprimento. Na microscopia eletronica apresentam duas membranas — uma
externa, lisa, e outra interna, com invaginacdes — formando as cristas mitocondriais. Cada célula
contém de 2 a 100 mitocondrias, que tendem a se acumular em locais do citoplasma onde existe
intensa atividade metabdlica, como por exemplo, o pélo apical das células ciliadas (Maillet,
2003).

Além de serem responsaveis pela sintese de ATP através da fosforilagdo oxidativa,
também estdo envolvidas em outras funcOes celulares como a apoptose e o controle do estresse
oxidativo. Apresentam seu proprio DNA, o DNAmt, responsdvel pela codificacdo de proteinas da
cadeia respiratéria mitocondrial e de componentes do complexo de sintese protéico (Xin Guan,
2004).

O DNAmt foi descoberto em 1966 (Nass, 1966; Sinclair & Stevens, 1966; Van Breggen,
1966), sendo totalmente sequenciado em 1981 (Anderson et al., 1981). Possui uma estrutura
circular fechada, com 16.569 pb e 37 genes, sendo 13 genes de RNAm, 2 de RNAr e 22 de RNAt,
especificos desta organela. O DNAmt apresenta suas proprias caracteristicas: € circular; semi-
autdbnomo, isto €, possui sistema independente de replicacdo, transcricdo e tradug¢do do seu
genoma, mas o mecanismo de reparo é dependente do DNA nuclear; e possui heranca materna,
porque as mitocOndrias presentes no espermatozdide estdo localizadas na cauda deste, que nao
penetra no 6vulo durante a fecundagcdo (Howell et al., 2000; Alberts et al., 2002).

Ao contrario do DNA nuclear, o DNAmt ndo interage com histonas, apresentando assim
maior instabilidade devido a falta de protecdo, funcao desempenhada por estas proteinas. Além
disso, estd constantemente exposto a radicais livres devido a proximidade com a cadeia
respiratéria, € ndo possui um sistema de reparo proprio. Acredita-se que seja em decorréncia

desses fatores que a taxa de mutagdo do DNAmt € maior do que no DNA nuclear (Brianti, 2003).
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Como as mitocondrias tém a fun¢@o de disponibilizar energia para as células sob a forma
de ATP, os 6rgidos que requerem grande quantidade de energia sdo os mais comumente
acometidos por mutacdes no DNAmt, como as células nervosas, musculares, enddcrinas, Opticas
e auditivas. Essas mutagOes geralmente ndo ocasionam malformacdes, mas sim alteracdes
funcionais nas células afetadas (Maillet, 2003).

Mutagdes em genes mitocondriais causam um amplo espectro de doengas genéticas,
entretanto, um subconjunto de mutacdes s6 causa anormalidades na céclea, podendo levar a perda
auditiva ndo-sindromica. Como a céclea € um 6rgdo com grande consumo de energia, mutacdes
no DNAmt das células ciliadas podem ocasionar deficiéncia auditiva do tipo neurossensorial
progressiva bilateral, com variacdes no grau e na idade da manifestacdo (Wallace, 1992; Kokotas
et al., 2007).

A primeira alteracdo genética associada a perda auditiva hereditdria ndo-sindromica foi
descrita em 1993 e era uma muta¢ao mitocondrial (Fishel-Ghodsian et al., 1993). Desde entdo
varias alteracoes no DNAmt foram identificadas, associadas tanto a surdez sindrOmica quanto
nao-sindromica (Finsterer & Fellinger, 2005).

Mutacdes mitocondriais podem ser herdadas ou adquiridas. O MITOMAP
(http://www.mitomap.org) € uma base de dados do genoma mitocondrial humano, criada
recentemente, que d4 uma visdo geral da maioria das mutagdes identificadas até o momento.

Algumas mutacdes sdo associadas a perda auditiva ndo-sindromica, estando envolvidas
em pelo menos 1% das criangas com surdez pré-lingual e em pelo menos 5% dos casos pds-
linguais em caucasianos (Kokotas et al., 2007).

O gene MTRNRI, que codifica a subunidade 12S do RNA ribossomico (RNAr), € o
MTTS1, que codifica RNAs transportadores de serina (RNAtSer(UCN)), sdo os principais genes
associados a perda auditiva ndo-sindromica de heranca mitocondrial. Ambos sdo importantes para
a sintese de proteinas mitocondriais (Kokotas et al., 2007).

A primeira mutagdo mitocondrial a ser associada a surdez ndo-sindromica foi a
m.1555A>G no gene MTRNRI, descrita em uma grande familia drabe-israelense. Trata-se da
substituicdo de uma adenina por uma guanina na posi¢ao 1555 do gene (Prezant et al., 1993).

Essa mutacdo também estd associada a susceptibilidade a perda auditiva induzida por
aminoglicosideos, devido a semelhanca entre a subunidade 12S do RNAr humano que apresenta a

mutagdo e seu homodlogo, a subunidade 16S do RNAr bacteriano, o alvo destes antibidticos


http://www.mitomap.org/
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(Prezant et al., 1993; Lu et al., 2010). A frequéncia da m.1555A>G foi estimada em 2% na
populacdo brasileira (Abreu-Silva et al., 2006).

Outras mutagdes mitocondriais frequentes também estdo associadas a perda auditiva nio-
sindromica: m.961delTinsC(n), m.1095T>C, m.1494C>T no gene MTRNRI, ¢ m.7445A>G,
m.7472insC, m.7510T>C e m.7511T>C no gene MTTS1 (Kokotas et al., 2007).

Nos individuos que apresentam mutacdes em genes mitocondriais, os fendtipos clinicos
podem variar consideravelmente, o que pode ocorrer de acordo com o nimero de mitocondrias
contendo mutacdes, que pode ser diferente dependendo do tecido do corpo (heteroplasmia)
(Kobayashi et al., 2005; Zu-jian et al., 2009).

Estudos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares demonstram que a fosforilagdo
oxidativa normalmente declina com a idade. Além disso, delecdes no DNAmt tém sido
encontradas em uma variedade de tecidos humanos, com idade avancada, e em tecidos de
pacientes com doencas degenerativas. E fato que a perda auditiva, com o avancar da idade, estd

associada a mutacdes mitocondriais (Fishel-Ghodsian et al., 1997; Pickles, 2004 ).

1.4. Diagnostico das perdas auditivas

A triagem auditiva neonatal universal tem sido recomendada como principal estratégia
para diminuir a idade em que o diagnostico da perda auditiva € realizado (JCIH, 2000; Lima &
Collela-Santos, 2009).

O diagnéstico precoce de alteracdes auditivas e a intervencao iniciada até os seis meses de
idade garantem a crianca o desenvolvimento da compreensdo e da expressdo da linguagem, bem
como o seu desenvolvimento social, compardvel com criangas normais da mesma faixa etdria.
Adicionalmente, as criangas com deficiéncia auditiva que sdo adequadamente tratadas antes dessa
idade demonstram vantagem significativa no desenvolvimento das habilidades de comunicacao,
quando comparadas a criangas com potencial cognitivo semelhante, mas que foram identificadas
tardiamente (Godinho et al., 2006).

Além disso, o diagndstico tardio da surdez dificulta ainda mais a determinagdo da sua
etiologia.

Frente a um individuo com perda auditiva, hd a necessidade de histéria e exame fisico

minuciosos, porém, o médico otorrinolaringologista nem sempre serd capaz de identificar a causa
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da perda auditiva, em especial em nosso meio, pela diversidade epidemioldgica e falta de
informacdo da populacdo. Assim, deve-se dispor de um grande arsenal para o diagndstico,
abrangendo, além da avaliacdo clinica e audioldgica, também exames laboratoriais, de imagem e
genéticos. O quadro abaixo (Quadro 2) mostra as etapas que devem ser seguidas para

investigacdo diagndstica detalhada das perdas auditivas.

Quadro 2. Resumo das etapas para investigacdo diagnéstica detalhada das perdas
auditivas.

I) Avaliacdo audioldgica
a) Audiometria tonal
b) PEATE ou BERA (do inglés brainstem evoked response audiometry)
¢) Emissoes otoacusticas
d) Timpanometria
II) Investigacdo geral
a) Exames laboratoriais e genéticos (conexina 26)
b) Exame clinico/genético (sindromes)
c) Exames de imagem (tomografia computadorizada e ressonancia magnética)
d) Exame oftalmoldgico
e) Eletrocardiograma
f) Ultrassom do sistema renal

g) Urina

[Baseado em: “Audiometric Test and Diagnostic Workup”, capitulo do livro “Genetic
Hearing Loss”, editado por Patrick J. Willems (2004)]

A avaliacdo audioldgica visa estabelecer o tipo e o grau da perda auditiva. A audiometria
tonal € o teste padrdo utilizado na rotina clinica. Além disso, € dada atencdo aos testes objetivos,
como: potencial evocado auditivo de tronco encefdlico (PEATE), emissOes otoacusticas e

timpanometria.
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A avaliagdo da surdez deve incluir histéria clinica detalhada a fim de identificar fatores
ambientais que possam estar relacionados, além de um exame fisico minucioso.

E importante que todos os individuos sejam avaliados quanto a outras manifestacdes
clinicas associadas a surdez, como anomalias craniofaciais, distirbios de pigmentacdo da pele e
cabelo, heterocromia de {ris, telecanto, bcio, miopia severa, ritinite pigmentosa, fenda branquial,
cistos ou fistulas, fenda pré-auricular, entre outras. Pelo fato das formas autossomicas dominantes
de perda auditiva sindromica normalmente apresentarem expressividade varidvel, o diagndstico
correto depende de exame fisico minucioso do probando, bem como de outros membros da
familia.

Exames laboratoriais além de ajudarem a excluir patologias relacionadas, podem
contribuir no diagndstico da surdez. Tradicionalmente, incluem sorologia para deteccdo de
anticorpos antivirais e bactérias, avaliacdo do perfil imunolégico e metabdlico.

Ressalta-se que a investigacdo de imagem € importante no diagndstico etiolégico da
deficiéncia auditiva, assim como no planejamento de um tratamento cirdrgico como, por
exemplo, o implante coclear (Robbins, 2000).

Ja o uso de testes moleculares em conjunto com os audioldgicos, laboratoriais e de
imagem, na deteccdo precoce da surdez € particularmente importante no manejo dos casos de
perda progressiva, pois a estimulagdo da linguagem em seu periodo critico faz com que aprendam
a se comunicar antes que a deficiéncia auditiva se torne mais grave. Além disso, é possivel a
deteccdo de individuos com mutacdes genéticas sem a manisfestacdo da surdez no periodo
neonatal, escapando assim a deteccdo pelos testes audiolégicos. As consequéncias dessa predicao,
no ambito social e familiar s3o enormes, seja em relagdo a possibilidade de reabilitacdo precoce,
seja na reducdo dos custos da educacdo especial desses individuos, seu tratamento médico e
decisao profissional (Sartorato et al., 2000).

Tendo em vista a importancia e o envolvimento do gene da Cx26 na deficiéncia auditiva,
a pesquisa de mutacdes nesse gene constitui o primeiro passo na triagem de alteragdes genéticas
relacionadas a perda auditiva.

O conhecimento da etiologia da surdez permite ainda aos profissionais da drea a
realizacdo do aconselhamento genético apropriado, avaliando com precisdo o risco de recorréncia
na familia e permitindo o diagndstico precoce de novos casos, assim como O tratamento

adequado, proporcionando dessa forma maiores chances de desenvolvimento da fala e linguagem.
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No entanto, a realizacdo concomitante de todos os exames clinicos, audiolégicos, de
imagem, laboratoriais e genéticos, nem sempre € vidvel. Embora amplie a chance diagndstica,
onera o Sistema de Saude, devido ao alto custo.

Dessa forma, estudos internacionais tentam avaliar a eficidcia dos exames especificos
solicitados e propdem protocolos e algoritmos para a solicitacio dos mesmos (Mafong et al.,
2002; Preciado et al., 2005).

Mafong e colaboradores (2002) avaliaram a eficidcia dos exames laboratoriais e de
imagem no diagndstico de criancas com perda auditiva neurossensorial, e observaram que
alteracdes laboratoriais estavam presentes em menos de 2% dos casos, propondo que estes
exames sejam individualizados e solicitados somente quando necessdrios. Ja as alteragcdes
radiolégicas foram comuns e contribuiram significativamente para a identificacdo da etiologia,
sugerindo que os exames de imagem facam parte integral da investiga¢do diagndstica da perda
auditiva neurossensorial em criangas.

Preciado e colaboradores (2005) analisaram o rendimento dos exames de imagem,
laboratoriais e genéticos e propuseram um protocolo diagndstico sequencial, ao invés da
abordagem simultanea, visando melhor custo-beneficio no diagnéstico das perdas auditivas
idiopdticas em criancas. Indicaram que, para os casos com surdez neurossensorial severa a
profunda bilateral, a pesquisa de mutagdes no gene da Cx26 (GJB2) deve ser o primeiro exame
solicitado. J4 nos casos de deficiéncia auditiva unilateral ou bilateral leve a moderada, sugeriram
que a investigacdo seja iniciada com exames de imagem. A Figura 7 ilustra o protocolo

diagndstico proposto por esses autores para individuos com perda auditiva neurossensorial.
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Historico, exame fisico e avaliagao audioldgica

Diagnéstico aparente Diagnéstico incerto

Tratamento :
apropriado

v

>

TC e RNM
3 4 Y Rastream GJB2

sev a prof | mod a sev | leve a mod I

| Rastream cus2 | TC e RNM |

|- T

Aconselham TC e RNM Tratamento | Rastream GJB2 |
genetico apropriado T
Exames
laboratoriais, qdo

indicados

Exames

laboratoriais, qdo
indicados

Figura 7. Algoritmo para a avaliagio e manejo de criangas com perda auditiva
neurossensorial (Modificado de Preciado et al., 2005).

Assim, os dois autores, em seus respectivos estudos, propuseram a solicitacdo de exames
laboratoriais em casos especificos e estabeleceram protocolos e algoritmos para a solicitagdo de
exames de imagem, laboratoriais e genéticos.

Em termos de Saude Publica, a perda auditiva tem impacto s6cio-econdmico importante,
tanto no seu diagndstico, quanto em seu tratamento, sendo de extrema relevancia para as Politicas
Publicas, a avaliagdo da eficdcia dos testes laboratoriais, exames de imagem e pesquisa genética
na determinacao da etiologia da deficiéncia auditiva.

Além disso, a populagdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, o que aponta
para a necessidade de estudos como os citados acima, porém envolvendo individuos brasileiros,
para que seja estabelecido o perfil etioldgico das perdas auditivas e sejam elaborados protocolos

de acordo com as caracteristicas e necessidades da nossa populagdo.
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1.5. Implante coclear

A OMS recomenda o uso de aparelhos auditivos para preservar a capacidade de
comunicagdo e integracdo social dos individuos com deficiéncia auditiva, porém os resultados
obtidos nem sempre sdo positivos.

A partir da década de 1990, o implante coclear passou a ser uma indicagdo clinica valiosa,
sendo cada vez mais utilizado na habilitacdo de criangas com perda auditiva pré-lingual, como
também na reabilitagdo de criancas e adultos com perda auditiva pds-lingual.

Hoje mais de 180.000 pessoas no mundo receberam o implante coclear (US National
Institute  on  Deafness and Other Communication Disorders. Disponivel em
<http://www.nidcd.nih.gov/health/statistics/hearing.html>).

O implante coclear € um recurso poderoso, que apresenta tecnologia sofisticada, sendo
uma alternativa para os casos de perda auditiva neurossensorial que ndo se beneficiam pelo uso
do aparelho de amplificacdo sonora individual (AASI). Trata-se de uma prétese que substitui
funcionalmente o 6rgdo espiral (cdclea) e ndo necessita das células ciliadas para transferir o sinal
para o nervo auditivo, diferentemente da utilizacio do AASI, que requer a existéncia destas
células. Sendo assim, os eletrodos colocados na céclea estimulam diretamente as fibras nervosas
e as células ganglionares do nervo auditivo, possibilitando ao individuo a sensacdo da audicdo e
principalmente o reconhecimento dos sons da fala, mesmo aos que tenham surdez profunda (Wu
et al., 2008).

O sistema do implante coclear é composto por dispositivos internos, um feixe de eletrodos
e um receptor estimulador, e por dispositivos externos, microfone, antena transmissora, fios,
processador de fala e ima. O dispositivo interno € implantado através do processo cirdrgico,
sendo o feixe de eletrodos inseridos no interior da céclea e o receptor estimulador colocado junto
ao 0sso do cranio, abaixo da pele (Costa Filho et al., 1996; Costa Filho et al., 2002).

O dispositivo externo € responsavel por captar o som através do microfone posicionado
junto a orelha e transmiti-lo por um fio ao processador de fala. O processador envia a informagao
codificada para a antena transmissora colocada junto ao receptor estimulador. Os sinais
codificados sdo transmitidos por radio frequéncia para o receptor transmissor, que tem a funcao

de estimular o feixe de eletrodos inserido no interior da céclea. Os dispositivos internos e
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externos sao aderidos por um ima e a transmissao elétrica ocorre transcutaneamente (Costa Filho
et al., 1996; Costa Filho et al., 2002).

Com o desenvolvimento tecnoldgico dos udltimos anos, o implante coclear vem se
tornando uma op¢do para o tratamento de pacientes com perda auditiva neurossensorial bilateral
profunda, demonstrando ser um recurso benéfico e efetivo na reabilitacao desses pacientes, tanto
nos casos de perda auditiva pré como pds-linguais (Calhdu et al., 2011).

O Ministério da Sadde Brasileiro apresenta a Portaria GM/MS n° 1278, de 20 de outubro
de 1999, a qual segue os critérios de indicacdo e contraindicacdo ao implante coclear (Anexol).
Os critérios atuais do Programa de Implante Coclear da UNICAMP seguem as instrugdes dessa
Portaria.

Esses critérios, de um modo geral, sdo: perda auditiva neurossensorial severa a profunda
bilateral, inabilidades de detectar a fala através do uso de AASI; motivacdo e adequagdo familiar
relacionados a0 compromisso nos seguimentos e expectativas para ouvir e melhorar a qualidade
de vida.

O diagnéstico etiolégico da surdez € um aspecto importante no progndstico € nos
resultados quanto a percepg¢do e desenvolvimento da fala e linguagem do paciente implantado.

Trabalhos publicados recentemente sugerem que, apds o implante coclear, individuos com
perda auditiva de etiologia genética, relacionada a mutagcdes no gene GJB2, obtém melhor ou
igual discriminacdo de fala quando comparados com aqueles com surdez pré-lingual de etiologia
ndo esclarecida ou decorrente de infec¢des. Nos casos com mutagdes no gene da Cx26, a ciclea
ndo estd comprometida como ocorre nos casos de causa traumdtica ou infecciosa, como a
meningite ou a citomegalovirose, que lesam a estrutura fisica da céclea, impedindo muitas vezes
que um ndmero maior de eletrodos seja introduzido, por problemas como calcificacdo da céclea.
As mutagdes no gene GJB2 causam danos na estrutura dos conexons, dificultando a comunicacdo
intercelular, o que ndo compromete as estruturas fisicas da cdclea, podendo de fato favorecer o
sucesso do implante coclear (Lustig et al., 2004; Reinert et al., 2010; Vivero et al., 2010).

Adicionalmente, mutacdes encontradas em outro gene frequentemente associado a surdez,
o SLC26A4, também podem representar um fator progndstico positivo para candidatos ao
implante coclear, ja que alteragdes nesse gene ndo afetam a estrutura fisica da céclea, o que

garante o sucesso do implante (Wu et al., 2008).
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Como é um procedimento invasivo e caro, € de suma importancia a identificacdo dos
preditores cruciais para o implante coclear, uma vez que podem ajudar nos programas de
reabilitacdo adequados e nas expectativas dos pacientes, familiares, médicos e outros
profissionais.

Os testes genéticos e de imagem sdo dois fatores predominantes que determinam o
desempenho a longo prazo da percepcio e desenvolvimento da fala em criangas implantadas.
Algumas malformacgdes que podem ser diagnosticadas através de exames de imagem, geralmente
estdo associadas a um pior resultado, enquanto que criancas com mutacdes encontradas, por

exemplo, nos genes SLC26A4 ou GJB2 sempre exibem excelente resultado (Wu et al., 2008).

1.6. Justificativa do estudo

Tendo em vista o importante impacto scio-econdmico envolvido no diagndstico € no
tratamento da surdez, € de extrema relevincia para as politicas publicas a determinacdo da
eficacia dos exames de imagem e da pesquisa genética na avaliacdo da etiologia da deficiéncia
auditiva. Deste modo, o presente estudo pretende avaliar a eficdcia destes testes em uma amostra
de individuos brasileiros com perda auditiva neurossensorial e estabelecer um protocolo
diagnéstico, visando maior eficiéncia e reducdo de custos na determinacdo da etiologia da
deficiéncia auditiva. Além disso, investigar os principais fatores etiolégicos que levam a perda
auditiva na populacao estudada é de grande relevancia para o progndstico do tratamento, no caso,
do implante coclear, e serve como material para futuras acdes de satide publica.

Espera-se que os resultados obtidos ao final do trabalho possam auxiliar no diagnostico
etiolégico, tracando o panorama da surdez na populagdo estudada, bem como ajudem a
estabelecer critérios e protocolos com a inten¢do de diminuir os custos na tarefa diagndstica. Isso
implicard na reducdo de custos com alto impacto em Sadde Publica, podendo-se, dessa maneira,

estender o método a maioria da nossa populagio.



71

OBJETIVOS




72



73

2. OBJETIVOS

1.7. Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficicia dos exames de imagem e genéticos, e
seu impacto em Sadde Publica, bem como estabelecer um protocolo diagndstico, visando maior

eficiéncia e redugdo de custos na determinacdo da etiologia das perdas auditivas.

1.8. Objetivos especificos

-Identificar a ocorréncia dos diferentes tipos de perdas auditivas;

-Pesquisar alteragdes genéticas através: da deteccdo da mutacdo c.35delG no gene GJB2;
do rastreamento de mutacdes no gene da conexina 26; da identificacdo das delecdes del(GJB6-
D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6; e da investigacdo da presenca da mutacao

m.A1555G no gene mitocondrial MTRNRI,;

-Correlacionar as alteracOes radioldgicas e moleculares encontradas e avaliar o

rendimento dos exames de imagem e genéticos no diagndstico da perda auditiva;

-Identificar a etiologia das perdas auditivas;

-Avaliar os custos da realizacdo de todos os exames especificos, concomitantemente;

-Estabelecer um protocolo diagndstico visando otimizar o custo-beneficio;

-Utilizar a plataforma TagMan® OpenArray® para realizar a genotipagem e avaliar o

rendimento e o potencial da técnica para o diagndstico da perda auditiva.
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METODOLOGIA
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3. METODOLOGIA

3.1. Casuistica

Fizeram parte deste estudo 100 individuos com perda auditiva neurossensorial, atendidos
no Ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), no periodo de 2002 a 2010, e que foram submetidos ao implante coclear.

Primeiramente, os pacientes passaram por avaliacdo clinica no Departamento de
Otorrinolaringologia do HC — UNICAMP. Posteriormente, foram coletadas amostras de sangue
de cada paciente e encaminhadas diretamente ao Laboratério de Genética Molecular Humana do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), da UNICAMP, onde foram
realizados os exames genéticos.

Estabeleceu-se como critério de inclusdo no presente estudo a presenca de perda auditiva
neurossensorial e investigacdo clinica detalhada, incluindo todos os exames audioldgicos e
exames de imagem (tomografia computadorizada e ressonancia magnética). O critério de
exclusdo foi a auséncia de qualquer exame audiolégico ou de imagem.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, sob N° 396/2006 (Anexo 2). Todos os pacientes incluidos nesta amostra tiveram a
sua participacdo previamente autorizada, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Anexo 3), apds terem recebido esclarecimento sobre o estudo a ser realizado.

3.2. Diagnéstico das perdas auditivas

Todas as etapas envolvidas no diagndstico clinico das perdas auditivas foram realizadas
no Departamento de Otorrinolaringologia do HC — UNICAMP, por profissionais da drea de

Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia.
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Primeiramente foi realizada avaliacdo médica, que incluiu histéria clinica detalhada,
histérico familiar, exame clinico, identificacdo de fatores de risco para as perdas auditivas e
avaliagdo de sindromes associadas.

O estudo compreendeu a investigacdo da etiologia das perdas auditivas, a avaliacdo das
condicdes fisicas, e a recomendagdo de tratamento médico clinico ou cirtirgico, bem como a
indicacao para outros servicos, quando necessario.

Os pacientes foram entdo encaminhados para a avaliacdo audioldgica, e os seguintes
exames foram realizados:

-Audiometria Tonal Limiar;

-Logoaudiometria: limiar de reconhecimento de fala (LRF) e indice de reconhecimento de
fala (IRF);

-Medidas de Imitincia Acustica: timpanometria e pesquisa dos reflexos acusticos
estapedianos;

-Emissdes Otoacusticas Evocadas: transientes e produto de distor¢ao;

-Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefélico (PEATE).

Quanto ao grau, a perda auditiva foi avaliada pela média dos limiares tonais nas
frequéncias de 500, 1000 e 2000 Hz, segundo a classificagdo proposta por Davis & Silvermann
(1970). De 26 a 40 dB, foi considerada leve; de 41 a 70 dB, moderada; de 71 a 90 dB, severa; e
acima de 90 dB, profunda. A avaliacdo foi baseada no exame audiol6gico mais recente.

Os individuos também foram submetidos a exames de imagem, sendo realizados
tomografia computadorizada e ressonancia magnética.

Exames laboratoriais foram solicitados em casos especificos, baseado na histéria clinica
dos pacientes, sendo solicitados os seguintes exames:

-Hemograma completo;

-Dosagem de sddio e potdssio;

-Uréia e creatinina;

-Funcao tireoidiana (TSH e T4 livre);

-Colesterol total e fragdes;

-Triglicerideos;

-Sorologias para sifilis (FTABs);

-Citomegalovirus (IgG);
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-Toxoplasmose (IgG);

-Rubéola (IgG);

-Caxumba (IgG).

Posteriormente, foram coletadas amostras de sangue dos pacientes e, quando possivel, de
seus familiares, sendo estas enviadas diretamente ao Laboratorio de Genética Molecular Humana

do CBMEG-UNICAMP, onde foi realizada a andlise genética.

3.3. Estudo molecular

3.3.1. Extracao do DNA genomico de sangue periférico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de leucdcitos obtidos em 10 a 15mL
de sangue periférico, coletado em tubos Vacutainer contendo 10% do anticoagulante EDTA
(4cido etilenodiamino tetra-acético dissodico 2H,O 0,5 M pH 8,0). Foi empregado o método de
extracdo com fenol e cloroférmio, padronizado no Laboratério de Genética Molecular Humana
do CBMEG.

Inicialmente, para a lise das hemaécias, foi adicionada a Solucdo A (Triton-X 100 a 1%;
MgCl, 5 mM; Sacarose 0,32 M; Tris-HCl 10 mM pH 8,0) ao sangue coletado, até atingir o
volume de 50 mL. Apds ser homogeneizado, o material foi mantido em gelo por 30 min.
Posteriormente, foi centrifugado a 2000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi entdo
descartado e o precipitado (pellet) foi ressuspendido em 35 mL de Solugdo A. Esta ultima
operacdo foi repetida até a obtencdo de um pellet branco, livre de hemdcias. Posteriormente, foi
adicionado 1 mL da solu¢dao B 1X (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0) e
250 pL de solucdo C (para 1 mL de solucdo C: 0,5mL de solucdo B 1X, 1 mg de Proteinase K
[Boerhinger Mannheim GmbH, Mannheim, Alemanha] e 0,5 mL de SDS 10%). O material foi
incubado em banho-maria a 56 °C por aproximadamente 2 h, ou em alguns casos, a 37 °C por
18h.

Apés a incubagdo, foi iniciada a etapa de purificagdo do DNA gendmico com fenol-
cloroférmio. Foi entdo adicionado 1 mL de TE 1X (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e

quantidade suficiente de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM pH 8,0 até dobrar o volume da
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amostra. Foi realizada a homogeneizacdo por inversdo lenta dos tubos durante 5 min, e para a
separacdo e recuperacdo da fase aquosa (sobrenadante) o tubo foi centrifugado a 2.500 rpm por
15 min a temperatura ambiente. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi passado para
outro tubo. O procedimento foi repetido por duas vezes, primeiro substituindo o fenol por uma
solu¢do de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1; v:v:v) e por dltimo com uma solugao
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1; v:v).

Para a precipitagdo do DNA, foi acrescentado 0,1 do volume da amostra de acetato de
s6dio 3 M pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi recuperado
com auxilio de uma haste plastica esterilizada e lavado com etanol 70%, para a retirada do

excesso de sal, antes de ser ressuspendido em um volume de 200 pL de TE 1X.

3.3.2. Deteccio de mutacoes em genes nucleares

3.3.2.1. Triagem da mutacao c¢.35delG no gene da conexina 26 (GJB2)

A mutacdo c.35delG no gene GJB2 foi rastreada pela técnica de PCR alelo-especifico,
utilizando ARMS primers (do inglés Amplification Refractory Mutations System) para a deteccao
de mutacdes de ponto (Scott et al., 1998). Os primers normal (NOR) e mutante (MUT) foram
utilizados, em reacdes diferentes, para amplificar os alelos sem e com a mutacdo,
respectivamente. O primer comum (COM) foi usado como primer inverso. Com essas duas
reacoes (NOR e MUT) € possivel identificar cada individuo como sendo homozigoto normal,
homozigoto mutante ou heterozigoto para a mutacio c.35delG. Os primers A e B foram usados
como controles internos de amplificagdo para as reagdes. Esta técnica foi desenvolvida no
Laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG, a qual se encontra patenteada (Patente

N° P10005340-6; Método de teste para surdez de origem genética — UNICAMP, 2002).
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3.3.2.2. Identificacdo das delecoes del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854)
no gene GJB6

O rastreamento das dele¢des del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S51854) foi realizado
de acordo com os protocolos previamente descritos por Del Castillo et al., 2005. A investigacao
das mutagdes foi realizada através de uma PCR multiplex, que investiga a presenca de ambas as
delecdes em apenas uma reacdo. As sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos
resultantes sdo mostrados na Tabela 4. Os fragmentos de DNA resultantes da amplificacdo
contém os pontos de quebra de ambas as delecdes, assim como um segmento do éxon 1 do gene
GJB6, que é usado como controle para checar a eficiéncia da reagcdo e distinguir os alelos

heterozigotos e homozigotos para qualquer uma das duas delegdes.

Tabela 4. Sequéncias dos primers utilizados na triagem das delecdes
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) e tamanho dos fragmentos gerados.

Par Posicao Primer 5°—3’ Ta?;i‘)‘)‘ho
1 p"“tgeﬁ‘fgyggfa da GJB6 — TTT AGG GCA TGA TTG GGG TGA TTT 460
D1351830) BKR1 — CAC CAT GCG TAG CCT TAA CCA TTT T
’ pomgecl‘(e(?]”g;’_ra da | DeIBK1- TCA TAG TGA AGA ACT CGA TGC TGT TT s64
D1351854) DelBK2 — CAG CGG CTA CCC TAG TTG TGG T
3 | éxonldogene Ex1A — CGT CTT TGG GGG TGT TGC TT 133
GJB6 Ex1B — CAT GAA GAG GGC GTA CAA GTT AGAA

Para um volume de 30 pL de reacdo, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA gendmico,
200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmol de cada
primer (direto e inverso), 2,5 U de Tag DNA polimerase em de tampao de PCR 10X (Tris-HCl
10mM pH 8,8), 25 mM de MgCl,, completando com dgua até o volume final.

As amplifica¢des foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems). Foram entdo realizados 35 ciclos de aquecimento a 95°C para a
desnaturacdo do DNA, seguido da temperatura de 62°C para o anelamento dos primers, € entdo

de 72°C para a extensdo das novas fitas. As condi¢oes da PCR estio resumidas na Figura 8.
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35 ciclos
95°C 95°C
5 min 1 min 720C 720C
1 min 5 min
62°C
I min

Figura 8. Ciclos de amplificagdo para o estudo das delecdes del(GJB6-D13S1830) e
del(GJB6-D13S1854).

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apds coloragdo
com brometo de etidio (Sigma). Individuos que ndo sio portadores das delecOes exibem a banda
controle de 333 pb referente ao €xon 1 do gene GJB6. Individuos com a del(GJB6-D13S1830)
em heterozigose apresentam, além da banda controle, uma banda de 460 pb. Ji a

del(GJB6-D13S1854) em heterozigose gera um fragmento de 564 pb, além da banda controle.

3.3.2.3. Amplificacdo do gene GJB2

O éxon codificante do gene GJB2, com 681 pb, foi dividido para a amplificacdo pela
técnica de PCR, de acordo com as condi¢des previamente descritas por Kelsell er al. (1997) e
Denoyelle et al. (1997). As sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos resultantes sdo

mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo do gene GJB2 e tamanho
dos fragmentos gerados.

Par Primers 5°—3° Tamanho
(pb)
1 Cx1F - CTC CCT GTT CTG TCC TAG 34
Cx1R - GAC ACG AAG ATC AGC TGC
5 Cx2F - GCT ACG ATC ACT ACTTCCC 520
Cx2R - GGT TGC CTC ATC CCTC

Para um volume de 50 pL de reacdo, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA gendmico,
200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmol de cada
primer (direto e inverso), 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase em tampao de PCR 10X (Tris-
HCI1 10mM pH 8.,8), 25 mM de MgCl,, completando com dgua até o volume final.

As amplificagdes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems), sendo realizados 30 ciclos de aquecimento a 94°C para a
desnaturacdo do DNA, seguido da temperatura de 60°C para o anelamento dos primers, € entdo
de 72°C para a extensdo das novas fitas. As condi¢oes da PCR estdo resumidas na Figura 9.

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1%, apds coloracao
com brometo de etidio (Sigma).

Os fragmentos do gene foram amplificados para posterior rastreamento de mutacdes por

sequenciamento.

30 ciclos
95°C 94°C
5 min: 1 min 72°C  72°C
1 min 5 min
60°C
1 min

Figura 9. Ciclos utilizados para a amplificacdo do gene GJB2.
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3.3.24. Rastreamento de mutac¢oes no gene GJB2 por sequenciamento

3.3.2.4.1. Purificacao dos produtos de PCR

Primeiramente, os fragmentos amplificados pela técnica de PCR foram purificados
utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega Corporation, EUA).
Ap6s a purificagdo, a quantidade e a pureza das amostras de DNA foram determinadas por

densidade 6ptica em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-8000 (Thermo Scientific).

3.3.2.4.2. Reacio para sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automdtico ABI
PRISM® 3700 DNA Analyzer utilizando-se o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystem, EUA), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Para o
preparo das reacdes foram utilizados: 40 a 80 ng de DNA, 1 uL do mix BigDye™, 1 uL do
primer direto ou reverso (5 pmol/ul) e dgua deionizada para completar o volume de 10 uL. As

condi¢des de amplificagcdo estio especificadas na Figura 10.

30 ciclos
96°C 96°C
1 min 10 se 72°C  72°C
30seg 5 min
57°C
5 seg

Figura 10. Ciclos de amplificacdo para posterior sequenciamento do gene GJB2.
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Apds a amplificacdo, as reacdes de sequenciamento foram purificadas. Primeiramente
foram adicionados 80 pL de etanol 80%, sendo a placa centrifugada por 45 min a 3.700 rpm. O
etanol foi descartado e, posteriormente, foram adicionados 150 pL de etanol 70%. Foi realizada
uma nova centrifugacdo, por 10 min a 3.700 rpm, sendo o etanol novamente descartado.

As reagdes foram mantidas a -20 °C até o momento da colocacdo da placa no aparelho
ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer. Antes da colocacdo da placa no sequenciador, foram
adicionados 10 pL de formamida e a placa foi homogeneizada e em seguida centrifugada
rapidamente. A amostra foi desnaturada (5 min a 95 °C) e em seguida colocada no gelo por

10min.

3.3.2.4.3. Analise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequéncias normais dos
genes, com 0 auxilio dos programas Chromas Lite®
(http://www .technelysium.com.au/chromas_lite.html), Gene Runner® 3.01

(http://www.generunner.net) e CLC Sequence Viewer 6.1 (CLC bio A/S).

3.3.3. Triagem da mutaciao m.1555A>G no gene mitocondrial MTRNR1

Para o rastreamento da mutacdo m.1555A>G foram utilizadas as condi¢des previamente
descritas por Friedman et al. (1999) e Iwasaki et al. (2000), com o par de primers MIT-F (5’ —
GTC GAA GGT GGA TTT AGC AGT - 3’) e MIT-R (5 — CAG AAG GTA TAG GGG TTA
GTC -3").

Para um volume de 50 pL de reacdo, foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA gendmico,
200uM de cada desoxinucleotideos trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmol de cada
primer (direto e inverso), 2,5 U de Tag DNA polimerase em tampao de PCR 10X (Tris-HCl
10mM pH 8,8), 25 mM de MgCl,, completando com dgua até o volume final.

As amplificagdes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well Thermal

Cycler (Applied Biosystems). Foram entdo realizados 30 ciclos de aquecimento a 94°C para a
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desnaturacdo do DNA, seguido da temperatura de 54°C para o anelamento dos primers, e entdo

de 65°C para a extensdo das novas fitas. As condi¢des da PCR estdo resumidas na Figura 11.

30 ciclos
95°C 94°C
5 min: 30 se 65°C  72°C
1 min | Smin
54°C
2 min

Figura 11. Ciclos de amplificacdo para o estudo da mutacdo mitocondrial m.1555A>G.

Ap6s a amplificagdo pela técnica de PCR, foram gerados fragmentos de DNAmt de
2060pb. Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram submetidos a andlise de restri¢do
utilizando a enzima BsmAl (Invitrogen), por 2 h a 55°C. Para o preparo da reacdo de digestao

foram utilizados: 17,5 pl do produto de PCR, 2,0 uL do tampao da enzima e 0,5 pL da enzima
BsmAI (5000U/uL).

A andlise dos produtos gerados foi realizada em gel de agarose 1,5%, apOs coloracdo com
brometo de etidio (Sigma). Em individuos que ndo sdo portadores da mutacdo m.1555A>G sdo
gerados 3 fragmentos: de 1100, 516 e 444 pb. E em individuos portadores da mutacdo, um dos

sitios de restricdo € abolido, sendo gerados apenas 2 fragmentos: de 1616 e 444 bp.

3.3.4. Genotipagem utilizando a plataforma TagMan® OpenArray®

A plataforma TagMan® OpenArray®, da Biotrove, Inc., € um método de alto rendimento
(“high throughput”) baseado em PCR em tempo real, que permite verificar até 3072 SNPs (do
inglés single nucleotide polymorphisms) em uma unica 1amina de genotipagem, ou realizar 2688

ensaios de expressdao génica por placa de expressdo, ambas devendo obedecer um layout padrao
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de ensaio. Baseado nas sondas de hidrdlise, a técnica TagMan® OpenArray® Genotyping
necessita de um par de primers comum tanto para a sequéncia normal quanto para a mutante,
além de duas sondas MGB diferentes por ensaio, sendo uma sonda para a sequéncia normal,
contendo o fluor6foro VIC®, e uma sonda para a sequéncia mutante, com o fluor6foro FAM®.

A lamina de OpenArray® € composta por 48 subarrays de 64 through-hole (Figura 12). A
sua superficie apresenta propriedades hidrofébicas, enquanto o interior dos through-hole (local
onde estdo as sondas e os primers necessirios para as reacdes) € hidrofilico, engenharia que

permite a distribuicdo dos pequenos volumes das amostras com grande acuricia.

ooooooooo
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Figura 12. Ilustracdo esquemadtica da lamina de OpenArray® (Retirado de: TagMan®
OpenArray® Genotyping System Manual. Disponivel em: Life Technologies website
<http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283>).

A plataforma é composta por um robo pipetador, o OpenArray® AccuFill® System
(Applied Biosystems), ligado a um computador para comandar toda a operagdo. Além deste, a
plataforma conta com o termociclador Dual Flat Block GeneAmp® PCR System 9700 da
Applied Biosystems, proprio para a termociclagem das placas de OpenArray®, uma estacido de
selagem e o OpenArray NT Cycler®, o equipamento responsdvel pela captura da fluorescéncia

emitida pela lamina (Figura 13).


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283
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OpenArray® /

OpenArray® :
Cycler ——— pmn AccuFill
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Computador e software T OpenArray®
de analise OpenArray® plates & Estagéo de selagem

acessorios

Figura 13. llustragdo da plataforma TagMan® OpenArray® (Retirado de: Life
Technologies website. Products & Services. Disponivel em:
<http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283>).

3.34.1. Desenho dos ensaios

O layout escolhido para as placas de OpenArray® foi o de 32 ensaios para 96 amostras,
contendo 2 ensaios por subarray. As alteracdes, mutagdes € SNPs selecionados foram procurados
no site da Applied Biosystems
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/direct/ab?cmd=ABGTKeywordSearch&catID
=600769), verificando se a empresa ja continha os ensaios com as sondas e primers. Em caso
positivo, foi copiado o ID referente ao ensaio, sendo, foram customizados novos ensaios, sendo
enviada para a empresa a sequéncia mascarada de aproximadamente 250 nucleotideos, contendo a
variagdo entre colchetes.

Para o encaminhamento dos 32 ensaios customizados, foi utilizado o software Custom
TagMan® Genomic Assays - File Builder Version 3.1 (Applied Biosystems), gerando um
arquivo ‘.txt” contendo todos os dados do ensaio, que foi enviado para a Applied BioSystems por

e-mail com as demais descri¢des do ensaio.


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283
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3.34.2. Anadlise qualitativa e quantitativa das amostras

A reprodutibilidade, acurdcia e precisdo da técnica TagMan® OpenArray® estd
intimamente relacionada a quantificagdo correta e a pureza das amostras. Sendo assim, as
amostras devem estar uniformemente quantificadas (50 ng/uL) e com a razdo Ajeonso entre 1,8 e
2,0. Para isso, foi utilizado o NanoDrop® 8000 (Thermo Scientific) para a verificacdo da pureza.
Amostras que apresentaram valores inferiores a 1,8 foram purificadas. Quanto a quantificagao, foi
utilizado o Qubit® 2.0 Fluorometer devido a sua precisdo em conjunto com o Qubit® Assay Kit
dsDNA BR Assay (Invitrogen), uniformizando as amostras na concentracao de 50 ng/uL através
de simples dilui¢oes. A Figura 14 mostra os aparelhos NanoDrop® 8000 (Thermo Scientific) e
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) utilizados para a verificacdo da pureza e quantificacdo das

amostras, respectivamente.

Figura 14. Aparelhos utilizados para a andlise qualitativa e quantitativa das amostras. A=
NanoDrop® 8000 (Thermo Scientific), usado para a verificacdo da pureza (Retirado de Thermo
Scientific website. NanoDrop products. Disponivel em:
<www.nanodrop.com/Productnd8000overview.aspx?AspxAutoDetectCookieSupport=1>);  B=
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen), utilizado para a quantificagdo das amostras (Retirado de:
Life Technologies website. Products & Services. Disponivel em:
<www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Product-Brand/Qubit/qubitfluorometer.html>).


http://www.nanodrop.com/Productnd8000overview.aspx?AspxAutoDetectCookieSupport=1
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Product-Brand/Qubit/qubit-fluorometer.html

90

3.34.3. Preparo das amostras

Em uma placa de 384 pocos, foram misturados 2 uLL da amostra devidamente quantificada
e 2 uL do TagMan® OpenArray® Master Mix em cada pogo previamente identificado. Como o
layout escolhido para o presente estudo permite a andlise de 96 amostras por reagdo, sé foram
utilizados 96 dos 384 pocos. Em seguida, a placa foi selada com o adesivo de selagem da Thermo

Scientific para evitar a evaporac¢do da mistura.

3.344. Pipetagem e distribuicao das amostras

Foi utilizado o OpenArray® AccuFill® System (Applied Biosystems) para a distribuicao
das amostras contidas na placa de 384 pocos nas laminas de OpenArray® e o Software
OpenArray® AccuFill® para a configuracdo do ensaio e comando do aparelho. A Figura 15
mostra o esquema de distribuicdo das amostras das placas de 384 pogos para a lamina de

OpenArray®.
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Placa de amostras (384 pocos)
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Figura 15. Ilustracio esquematica da distribui¢do das amostras na lamina de OpenArray®
(Modificado de: TagMan® OpenArray® Genotyping System Manual. Disponivel em: Life
Technologies website <http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283>).

3.34.5. Selagem das laminas

Ap6s o carregamento da lamina de OpenArray® com as amostras e o TagMan®
OpenArray® Master Mix, esta foi colocada dentro de uma case contendo um liquido de imersao,
ambos presentes no TagMan® OpenArray® Genotyping Kit, e entdo foi adicionada uma goma
fotossensivel na extremidade da case, para vedacdo. A lamina foi levada para a estacdo de

selagem, onde ficou por 2 min sobre a ac¢do de luz ultravioleta, até a solidificacdo da goma.


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283
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3.3.4.6. Termociclagem

A termociclagem foi realizada na méquina Dual Flat Block GeneAmp® PCR System

9700 da Applied Biosystems (Figura 16), onde o ciclo foi de aproximadamente 4 horas.

Figura 16. Termociclador Dual Flat Block GeneAmp® PCR System 9700 da Applied
Biosystems, utilizado para a etapa de termociclagem (Retirado de: TagMan® OpenArray®
Genotyping  System  Manual.  Disponivel  em: Life = Technologies  website
<http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283>).

3.34.7. Captura e analise dos resultados

Para a captura da fluorescéncia e a obtencdo dos resultados, foi utilizado o OpenArray®
NT Cycler (Biotrove, Inc.), e o software OpenArray® SNP Genotyping Analysis (Applied
BioSystems), respectivamente. Os arquivos foram importados para o software TagMan®

OpenArray® Genotyper (Applied BioSystems), que contém mais ferramentas e opgdes para a

analise.


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4459283

93

RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Coleta de dados

Dos 100 individuos analisados, 48 eram do sexo masculino e 52 do sexo feminino. Os
dados clinicos obtidos dos prontudrios dos pacientes, como: nome, sexo, data de nascimento,
histéria clinica, histérico familiar de perda auditiva, morbidades gestacionais e perinatais, uso de
medicacdo ototoxica, AASI, sindromes associadas, historico do implante coclear, entre outros,
foram coletados para correlacdes posteriores. Os dados obtidos dos pacientes, tais como sexo,
idade, data do implante coclear estdo relacionados na Tabela 6.

Também foram anotados os resultados dos exames audioldgicos, de imagem, laboratoriais
(quando disponiveis), além da etiologia das perdas auditivas, nos casos em que foi possivel

concluir o diagnéstico.

Tabela 6. Dados referentes ao sexo, idade na época em que foi realizado o implante
coclear e data da cirurgia dos pacientes analisados.

Paciente Sexo Idade (anos) Data do implante
coclear
1 M 6 07/04/2007
2 M 4 22/09/2004
3 F 4 18/05/2004
4 F 3 09/03/2005
5 F 3 29/09/2009
6 F 3 27/10/2004
7 M 3 14/11/2007
8 M 5 03/10/2010
9 F 3 31/05/2006
10 F 4 02/06/2004
11 M 2 27/07/2005
12 F 3 20/05/2005
13 F 4 13/04/2005
14 F 2 23/06/2009
15 M 3 24/11/2004
16 M 5 03/03/2010
17 M 3 17/03/2004
18 M 4 20/10/2004
19 F 7 07/01/2009
20 F 3 11/08/2004
21 M 3 04/08/2004
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Data do implante

Paciente Sexo Idade (anos)
coclear
22 F 14 24/03/2010
23 F 3 18/02/2004
24 M 7 13/10/2009
25 M 3 22/06/2005
26 M 2 19/01/2004
27 F 4 01/12/2005
28 M 3 11/03/2004
29 M 5 19/07/2006
30 M 3 17/08/2005
31 F 5 31/03/2010
32 M 8 27/07/2005
33 M 2 24/11/2004
34 M 6 13/07/2005
35 F 7 07/07/2004
36 M 5 31/01/2007
37 M 3 27/10/2009
38 M 4 14/09/2005
39 M 4 09/11/2004
40 F 5 19/01/2005
41 F 10 23/03/2005
42 M 3 08/11/2004
43 F 5 04/09/2008
44 F 4 02/03/2005
45 M 2 17/05/2006
46 M 5 26/01/2010
47 M 4 18/11/2008
48 M 3 21/07/2009
49 F 29 21/09/2005
50 F 27 30/01/2002
51 M 56 27/08/2003
52 M 63 24/08/2005
53 M 61 30/06/2004
54 F 19 11/01/2005
55 F 37 22/08/2007
56 F 56 15/06/2005
57 M 42 27/06/2007
58 F 59 14/08/2002
59 F 56 19/01/2004
60 M 28 16/03/2010
61 F 35 29/06/2002
62 M 23 13/10/2004
63 M 16 05/07/2006
64 F 63 18/05/2005
65 F 61 22/03/2006
66 F 26 17/12/2003
67 F 65 01/10/2003
68 F 58 30/06/2009
69 F 18 25/03/2009
70 M 42 05/12/2009
71 F 32 02/03/2010
72 M 26 25/09/2002
73 F 41 14/10/2009
74 M 57 17/11/2009
75 F 58 23/07/2003
76 F 74 19/01/2005
77 F 52 19/04/2006
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Paciente Sexo Idade (anos) Data do implante

coclear
78 F 37 28/08/2002
79 F 55 27/07/2009
80 M 62 16/02/2005
81 F 53 19/02/2003
82 M 76 27/08/2003
83 F 36 23/06/2004
84 F 68 28/01/2009
85 F 52 28/06/2006
86 F 56 11/05/2003
87 F 48 13/08/2003
88 M 59 02/10/2010
89 F 34 04/04/2007
90 F 36 01/09/2005
91 M 55 30/03/2005
92 F 58 31/05/2006
93 M 40 06/01/2005
94 M 19 16/03/2005
95 M 46 21/10/2009
96 F 50 01/09/2009
97 F 40 03/08/2009
98 M 46 29/10/2003
99 M 35 16/11/2005
100 M 22 16/03/2010

4.2. Ocorréncia dos diferentes tipos de perda auditiva

Todos os 100 pacientes estudados apresentavam perda auditiva neurossensorial severa a
profunda bilateral.

De acordo com o inicio da deficiéncia auditiva, esta pdde ser classificada como congénita
em 38 (38%) individuos, e adquirida em 62 (62%). A ocorréncia das perdas adquiridas foi de
forma progressiva em 44 (44%) pacientes, e abrupta em 18 (18%) (Figura 17).
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m Congénita
M Progressiva
= Abrupta

Figura 17. Representacdo grifica da incidéncia das perdas auditivas congeénitas,
progressivas e abruptas.

Ainda de acordo com o inicio da manifestacdo, em 47 (47%) individuos a surdez foi pré-

lingual e em 53 (53%), pds-lingual (Figura 18).

M Pos-lingual
M Pré-lingual

Figura 18. Representacdo grafica da incidéncia das perdas auditivas pés-linguais e pré-
linguais.

4.3. Alteracoes radioldgicas

Anormalidades radioldgicas foram identificadas em 29 (29%) do total de casos analisados,
e estdo relacionadas na Tabela 7. Neste estudo, o achado mais frequente nos exames de imagem

foi a otosclerose, presente em 6 individuos, seguida pelo o aqueduto vestibular alargado e
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fibrose/ossificacdo, cada um sendo identificado em 4 pacientes. Em 3 casos foi encontrada fratura
do osso temporal, e em 2, displasia coclear. Outras alteragdes estavam presentes em 10 dos

individuos analisados.

Tabela 7. Alteracdes encontradas nos exames de imagem dos pacientes analisados.

Alteracao Numero de pacientes
Otosclerose coclear 6
Aqueduto vestibular alargado 4
Fibrose / Ossificagdo 4
Fratura do osso temporal 3
Displasia coclear / Mondini 2
Outras 10

Os exames radioldgicos foram importantes para confirmar e/ou estabelecer o diagndstico
etiolégico da perda auditiva em 20 pacientes, o que representa 20% do total de casos estudados.

Dentre os 38 individuos com surdez congénita, 4 apresentaram alteracOes nos exames de
imagem que puderam confirmar e/ou explicar a surdez. J4 nos pacientes com deficiéncia auditiva
progressiva, alteracdes foram identificadas em 8 dos 44. A maior propor¢do de casos com exames
alterados foi encontrada nos individuos com perda abrupta, 8 dentre os 18. Dessa forma, o
rendimento diagndstico da tomografia computadorizada e da ressonincia magnética foi de 10%

para as perdas auditivas congénitas, 18% para as progressivas, e 44,5% para as perdas abruptas.

4.4. Alteracoes genéticas

Foram rastreadas alteracdes moleculares em todos os 100 pacientes que fizeram parte

deste estudo e em 19 parentais.
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4.4.1. Rastreamento da mutacao c.35delG no gene GJB2

A mutagdo c.35delG foi encontrada em 19 pacientes, sendo detectada em homozigose em
14 pacientes e em heterozigose em 5. A figura abaixo (Figura 19) mostra os resultados obtidos
ap6s a realizacdo das reacoes NOR e MUT, pela técnica de PCR alelo especifico, para a

identificacdo da mutagdo c.35delG.

L N HO HE L N HO HE

Reagdo
Normal

Figura 19. Gel de agarose mostrando os fragmentos gerados pela técnica de PCR alelo-
especifico para a andlise da mutagdo c.35delG. L= Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); N= Controle homozigoto normal (N/N); HO= Controle homozigoto mutante
(35delG/35delG); HE= Controle heterozigoto mutante (35delG/N).

4.4.2. Deteccio das delecoes del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene
GJB6

A delecdo del(GJB6-D13S1830) foi encontrada em heterozigose em 2 pacientes, no 28 e
no 29. Porém, a delecdo del(GJB6-D13S1854) ndo foi identificada em nenhum dos individuos
analisados. A figura abaixo (Figura 20) ilustra o resultado obtido apos a realiza¢do da técnica de
PCR-multiplex para detec¢do das delecoes no gene GJB6. Além da del(GJB6-D13S1830),
também foi encontrada no paciente 28 a mutacao c.35delG em heterozigose no gene GJB2, sendo

desta forma um heterozigoto composto que apresenta o genétipo 35delG/del(GJB6-D13S1830).
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Figura 20. Gel de agarose mostrando os fragmentos gerados pela técnica de PCR-
multiplex para a andlise das delecdes no gene GJB6. L= Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); 1= Controle normal; 2= Controle heterozigoto del(GJB6-D13S1830);
3= Controle homozigoto del(GJB6-D13S1830); 4= Controle heterozigoto para a del(GJB6-
D13S1854).

4.4.3. Analise de outras mutacoes no gene GJB2

Ap6s o sequenciamento do gene GJB2 foi possivel encontrar outras alteracdes genéticas

em 11 pacientes, além de confirmar a presenca da mutaga@o c.35delG em 19 individuos.

4.4.3.1. Alteracao G>A na posicao 79

Essa alteragdo foi encontrada em heterozigose nos individuos 37 e 56. Esta se refere a
substitui¢do do aminodcido valina por isoleucina no cédon 27 (p.V27I), situado no primeiro
dominio transmembranico da conexina 26. A variacdo da base G para A na posi¢do 79 (c.79G>A)
do gene GJB2 foi previamente descrita por Kelley ef al. em 1998, e € considerada polimorfismo.

A Figura 21 mostra o resultado do sequenciamento.

Figura 21. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo G>A na posicdo 79 em
heterozigose.
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4.4.3.2. Alteracao T>C na posicao 101

A alteracdo c.101T>C foi detectada em heterozigose (Figura 22) nos pacientes 36 e 70,
sendo previamente descrita por Kelsell ef al. em 1997. Ela se caracteriza pela troca da base T para
C na posicdo 101 do gene da Cx26, levando a substitui¢do do aminodcido metionina por treonina

no codon 34 (p.M34T), situado no primeiro dominio transmembranico da proteina.
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"'ﬂl'! ! I..\S |".‘.‘..I'I
xu'l‘ lI': f \ }{lll \II [ l

1
J

xl".,,r'] \/ slyl.‘ ﬂ/

Figura 22. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragdo T>C na posicao 101 em
heterozigose.

4.4.3.3. Alteracao G>A na posicao 109

A mutacdo ¢.109G>A foi identificada em heterozigose no individuo 69. Ela se trata da
troca do aminodcido valina por isoleucina no cédon 37 (p.V371), situado no primeiro dominio
transmembranico da proteina. A variacdo da base G para A na posicdo 109 do gene GJB2 foi
previamente descrita por Kelley ef al. em 1998. Além da mutagdo p.V371, o paciente 69 também
apresentava a alteracdo p.V95M em heterozigose, sendo desta forma um heterozigoto composto

que apresenta o gendtipo V371/VISM. A Figura 23 mostra o resultado do sequenciamento.

y

[
A e

Figura 23. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio G>A na posi¢do 109 em
heterozigose.



103

4.4.34. Alteracao G>T na posicao 139

A mutacdo ¢.139G>T foi detectada em heterozigose (Figura 24) no paciente 28, sendo
previamente descrita por Kelsell ef al. em 1997. Ela se refere a troca da base G para T na posi¢do
139 do gene da Cx26, levando a substituicio do aminoécido glutamato, situado no primeiro
dominio extracitoplasmético da proteina, para um cédon de terminacdo prematura, no cédon 47
(p-E47X), fazendo com que a transcricdo do gene seja interrompida. Além da mutacio p.E47X, o
paciente 28 também apresentava a del(GJB6-D13S1830) em heterozigose, sendo desta forma um

heterozigoto composto que apresenta o genétipo E47X/del(GJB6-D13S1830).
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Figura 24. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio G>T na posi¢do 139 em
heterozigose.

4.4.3.5. Alteracao T>C na posicao 269

A mutagdo ¢.269T>C foi encontrada em heterozigose (Figura 25) no paciente 51, sendo
previamente descrita por Murgia et al. em 1999. A variacdo da base T para C na posicdo 269 do
gene GJB2, provoca a substituicio do aminodcido leucina por prolina no cédon 90 (p.L90P),

situado no segundo dominio transmembranico da Cx26.

Figura 25. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragdo T>C na posicao 269 em
heterozigose.
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4.4.3.6. Alteracao G>A na posicao 283

A mutagdo ¢.283G>A foi identificada em heterozigose (Figura 26) no individuo 69. Ela se
caracteriza pela troca do aminodcido valina por metionina no cédon 95 (p.V95M), situado no
segundo dominio intracitoplasmatico da Cx26. A variacdo da base G para A na posi¢dao 283 do
gene GJB2 foi previamente descrita por Kelley ef al. em 1998. Além da mutacdo p.VI5M, o
paciente 69 também apresentava a alteracdo p.V37l em heterozigose, sendo desta forma um

heterozigoto composto que apresenta o genétipo V371/VOSM.

Figura 26. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo G>A na posi¢cdo 283 em
heterozigose.

4.4.3.7. Alteraciao G>A na posicao 457

Esta alteracdo foi detectada em heterozigose (Figura 27) nos pacientes 8 e 25, sendo
previamente descrita por Hilbert ef al. em 1998. Ela se trata da substitui¢do do aminoacido valina
por isoleucina no cédon 153 (p.V153I), situado no terceiro dominio transmembranico da Cx26. A
variacdo da base G para A na posicdo 457 (c.457G>A) do gene GJB2 ¢é considerada

polimorfismo.
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Figura 27. Eletroferograma mostrando em destaque a alteragﬁo G>A na posi¢do 457 em
heterozigose.
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4.4.3.8. Alteracao A>G na posicao 503

A mutagdo ¢.503A>G foi encontrada em heterozigose nos individuos 52 e 74. Ela provoca
a mudanca da base A para G na posicao 503 do gene da Cx26, acarretando a troca do aminodcido

lisina para arginina no c6don 168 (p.K168R). A Figura 28 mostra o resultado do sequenciamento.
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Figura 28. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracio A>G na posi¢do 503 em
heterozigose.
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4.4.3.9. Alteracao G>A na posicao 516

Essa mutagdo foi previamente descrita por Sartorato et al. em 2004, sendo identificada em
heterozigose (Figura 29) no paciente 23. Ela se refere a mudanga da base G para A na posi¢ao
516 (c.516G>A) do gene da Cx26. Esta alteracdo acarreta a troca do aminodcido triptofano,
situado no segundo dominio extracitoplasmético da proteina, para um cédon de parada prematura,
no codon 172 (p.W172X), fazendo com que a transcricdo do gene seja interrompida. Além da
alteracao p.W172X, o paciente 23 também apresentava a mutagcdo c.35delG em heterozigose,

sendo desta forma um heterozigoto composto que apresenta o genétipo 35delG/W172X.

Gi e 4 G & R W B I W G G B e AN Gl G B NG

Figura 29. Eletroferograma mostrando em destaque a alteracdo G>A na posi¢do 516 em
heterozigose.
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4.4.3.10. Mutaciao c.35delG

Esta se trata da delecdo de uma guanina na posicdo 35 do gene da Cx26, o que provoca
uma alterac@o no quadro de leitura do gene. Ela foi detectada em homozigose em 14 pacientes e
em heterozigose em 5, sendo previamente descrita por Zelante et al. em 1997. A figura abaixo

(Figura 30) mostra os resultados do sequenciamento.

Figura 30. Eletroferogramas mostrando em destaque a presenca da mutacdo c.35delG em
homozigose (acima) e em heterozigose (abaixo).

4.4.4. Identificacdo da mutacdo m.1555A>G no gene mitocondrial MTRNR1

A mutagdo mitocondrial m.1555A>G foi detectada em apenas um dos individuos
analisados, o paciente 80. A figura a seguir (Figura 31) ilustra o resultado obtido apds a analise de

restricdo com a endonuclease BsmAlL
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Figura 31. Gel de agarose mostrando os fragmentos gerados ap0s a restricdo enzimaética
para andlise da mutacdo m.1555A>G. L= Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); 1= Controle sem digerir; 2= Controle sem a muta¢do; 3= Controle com a mutacao.

AlteracOes genéticas foram encontradas em 31 pacientes (31%). Os resultados da andlise

molecular dos pacientes e parentais estao apresentados abaixo (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados dos testes moleculares realizados nos pacientes e nos parentais. Em

destaque estdo as alteragdes genéticas encontradas.

AS-PCR Sequenciamento | Delecoes no gene GJB6 | Gene MTRNRI
Individuo 35delG GJB2 del(GJB6- | del(GJB6-
alelo1/alelo2 D13S1830) | D13S1854) A1555G
1 35delG /N 35delG / N N/N N/N N
2 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
2P 35delG /N 35delG /N N/N N/N NR
2M 35delG /N 35delG /N N/N N/N NR
2i 35delG /N 35delG /N N/N N/N NR
3 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
4 N/N N/N N/N N/N N
5 N/N N/N N/N N/N N
6 N/N N/N N/N N/N N
7 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
8 N/N *V1531/ N N/N N/N N
9 N/N N/N N/N N/N N
9i N/N N/N N/N N/N N
10 N/N N/N N/N N/N N
11 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
12 N/N N/N N/N N/N N
13 N/N N/N N/N N/N N
14 N/N N/N N/N N/N N
15 N/N N/N N/N N/N N
16 N/N N/N N/N N/N N
17 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
17P 35delG /N 35delG /N N/N N/N NR
17M 35delG / N 35del / N N/N N/N NR
18 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
19 N/N N/N N/N N/N N
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AS-PCR Sequenciamento | Delecoes no gene GJB6 | Gene MTRNRI
Individuo 35delG GJB2 del(GJB6- | del(GJB6-
alelo1/alelo2 D13S1830) | D13S1854) A1555G
20 N/N N/N N/N N/N N
21 N/N N/N N/N N/N N
22 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
23 35delG /N 35delG / W172X N/N N/N N
23 P N/N W172X /N N/N N/N NR
23 M 35delG /N 35delG /N N/N N/N NR
23il N/N W172X /N N/N N/N NR
232 N/N W172X /N N/N N/N NR
24 35delG /N 35delG /N N/N N/N N
25 N/N *V1531/N N/N N/N N
26 N/N N/N N/N N/N N
27 N/N N/N N/N N/N N
28 N/N E47X /N Hetero N/N N
29 35delG /N 35delG /N Hetero N/N N
30 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
30P 35delG /N 35delG /N N/N N/N NR
30M 35delG /N 35delG /N N/N N/N N
31 N/N N/N N/N N/N N
32 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
32M 35delG /N 35delG /N N/N N/N N
33 N/N N/N N/N N/N N
34 N/N N/N N/N N/N N
35 N/N N/N N/N N/N N
36 N/N *M34T /N N/N N/N N
37 N/N *V271/N N/N N/N N
38 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
39 N/N N/N N/N N/N N
40 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
41 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
42 N/N N/N N/N N/N N
43 N/N N/N N/N N/N N
44 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
45 N/N N/N N/N N/N N
46 N/N N/N N/N N/N N
47 35delG / 35delG 35delG / 35delG N/N N/N N
48 N/N N/N N/N N/N N
49 N/N N/N N/N N/N N
50 N/N N/N N/N N/N N
51 N/N L90P /N N/N N/N N
52 N/N K168R /N N/N N/N N
53 N/N N/N N/N N/N N
54 N/N N/N N/N N/N N
55 N/N N/N N/N N/N N
56 N/N *V271/N N/N N/N N
57 N/N N/N N/N N/N N
58 N/N N/N N/N N/N N
59 N/N N/N N/N N/N N
60 N/N N/N N/N N/N N
61 N/N N/N N/N N/N N
62 N/N N/N N/N N/N N
63 N/N N/N N/N N/N N
64 N/N N/N N/N N/N N
65 35delG /N 35delG /N N/N N/N N
66 N/N N/N N/N N/N N
67 N/N N/N N/N N/N N
68 N/N N/N N/N N/N N
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AS-PCR Sequenciamento | Delecoes no gene GJB6 | Gene MTRNRI
Individuo 35delG GJB2 del(GJB6- | del(GJB6-
alelo1/alelo2 D13S1830) | D13S1854) A1555G
69 N/N V371/ V95M N/N N/N N
69 P N/N VI5SM/N N/N N/N N
69 M N/N V37IN N/N N/N N
69 i N/N V371/ V95M N/N N/N N
70 N/N *M34T /N N/N N/N N
71 N/N N/N N/N N/N N
72 N/N N/N N/N N/N N
73 N/N N/N N/N N/N N
74 N/N K168R /N N/N N/N N
75 N/N N/N N/N N/N N
76 N/N N/N N/N N/N N
77 N/N N/N N/N N/N N
78 N/N N/N N/N N/N N
79 N/N N/N N/N N/N N
80 N/N N/N N/N N/N MUT
81 N/N N/N N/N N/N N
82 N/N N/N N/N N/N N
83 N/N N/N N/N N/N N
84 N/N N/N N/N N/N N
85 N/N N/N N/N N/N N
86 N/N N/N N/N N/N N
87 N/N N/N N/N N/N N
88 N/N N/N N/N N/N N
89 N/N N/N N/N N/N N
90 N/N N/N N/N N/N N
91 N/N N/N N/N N/N N
91il N/N N/N N/N N/N N
91i2 N/N N/N N/N N/N N
92 N/N N/N N/N N/N N
93 N/N N/N N/N N/N N
94 N/N N/N N/N N/N N
95 N/N N/N N/N N/N N
96 N/N N/N N/N N/N N
97 N/N N/N N/N N/N N
98 N/N N/N N/N N/N N
99 N/N N/N N/N N/N N
100 N/N N/N N/N N/N N
100 i N/N NR N/N N/N N

NR: N3ao realizado; *: Polimorfismo.

As variagdes genéticas detectadas nos individuos estudados estdo resumidas na Tabela 9.
Em relacdo as alteracOes identificadas em genes nucleares, no caso os genes GJB2 e GJB6, a
mutacdo c.35delG foi encontrada em homozigose em 14 individuos e em heterozigose em 5,
sendo 2 heterozigotos compostos, um deles no qual a mutacdo c¢.35delG estava presente
juntamente com a p.W172X e outro no qual a mutacio c.35delG estava presente juntamente com

a del(GJB6-D13S1830). As alteracoes p.V27I, p.M34T e p.V153I foram detectadas em
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heterozigose cada uma em 2 individuos, sendo estas polimorfismos ja descritos. A variante
p.K168R foi encontrada em heterozigose em 2 pacientes. As mutacdes p.V37I e p.VI5SM foram
identificadas em heterozigose em 1 individuo. A alteracdo p.L90P foi detectada em heterozigose
em 1 paciente. Em 1 individuo a mutacido p.E47X foi encontrada em heterozigose juntamente
com a del(GJB6-D13S1830). A del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 ndo foi identificada em
nenhum dos casos estudados.

Ja a respeito de alteracdes em genes mitocondriais, a mutacdo m.1555A>G no gene
MTRNRI foi detectada em 1 paciente.

A andlise dos parentais auxiliou na confirmacdo e na visualizacdo da segregacdo das

alteracOes moleculares encontradas.

Tabela 9. Alteragoes moleculares identificadas nos pacientes estudados.

Alteracao Num-ero de Gene
pacientes
35delG/35delG 14 GJB2
35delG/N 3 GJB2
*V271/N 2 GJB2
*M34T/N 2 GJB2
*V153I/N 2 GJB2
K168R/N 2 GJB2
V371/VO5M 1 GJB2
L90P/N 1 GJB2
35delG/W172X 1 GJB2
35delG/A(GJB6-D13S1830) 1 GJB2/GJB6
E47X/A(GJB6-D1351830) 1 GJB2/GJB6
A1555G 1 MTRNRI

*: Polimorfismo.

O numero de casos nos quais as mutagdes genéticas explicaram a causa da perda auditiva,
em relacdo ao total de pacientes em que foram encontradas altera¢cdes moleculares, para cada
grupo, esté listado a seguir (Tabela 10). Quanto aos individuos com perda auditiva congénita,
foram encontradas alteragdes genéticas em 18 deles, sendo que em 16 puderam explicar a causa

da surdez. Dentre os pacientes com perda progressiva, foram identificadas alteragdes em 8, sendo
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que somente em 3 casos o diagnéstico pdde ser fechado. J4 nos individuos com perda abrupta,
foram identificadas altera¢cdes moleculares em 5 deles, porém estas ndo explicaram a causa da

surdez em nenhum dos casos.

Tabela 10. Nimero de pacientes nos quais as alteracdes moleculares explicaram a causa
da perda auditiva, para cada grupo.

Congénita Progressiva Abrupta
Explicaram a perda auditiva 16 3 0
Total 18 8 5

Os exames genéticos foram importantes para estabelecer o diagndstico etiologico da perda
auditiva em 19 pacientes, o que representa 19% do total de casos analisados.

Dentre os 38 individuos com surdez congénita, 16 apresentaram mutacdes que puderam
explicar o fendtipo. Ja4 nos pacientes com deficiéncia auditiva progressiva, alteragdes foram
identificadas em apenas 3 dos 44. E nos casos com perda abrupta nio foi encontrada nenhuma
variacdo genética que explicasse a perda auditiva. Dessa forma, o rendimento diagndstico do
rastreamento genético foi de 42% para as perdas auditivas congénitas, 7% para as progressivas,
nao tendo contribuicdo para as perdas abruptas.

Dentre os 100 pacientes analisados, 40 (40%) apresentavam histérico familiar de perda
auditiva (Tabela 11). No entanto, somente em 10 casos foram identificadas alteracdes genéticas
que puderam explicar a causa da surdez, sendo os outros 9 individuos em que foram encontradas

mutacdes, casos esporadicos.

Tabela 11. Nimero de pacientes com histérico familiar de perda auditiva, para cada
grupo.

N° de pacientes

Congénita 17
Progressiva 20
Abrupta 3

Total 40
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4.5. Genotipagem utilizando a plataforma TagMan® OpenArray®

Foi realizada a genotipagem utilizando a plataforma TagMan® OpenArray® em todos os
100 individuos que fizeram parte do estudo. O layout escolhido para a andlise foi o de 32 ensaios
para 96 amostras, porém a técnica ainda estd em fase de desenvolvimento e padronizagdo e s6 foi
possivel analisar 18 alteragdes genéticas (Tabela 12). Dentre estas, estavam a mutac¢do
mitocondrial m.1555A>G no gene MTRNRI e 17 alteragdes no gene GJB2, que sdo as mais
comuns na populacdo brasileira. No entanto, ndo estava disponivel o ensaio para a mutacio

c.35delG, que € uma das mais frequente associada a perda auditiva, e dessa forma, ndo foi

possivel analisd-la pela técnica TagMan® OpenArray®.

Tabela 12. Alteracdoes genéticas analisadas pela técnica TagMan® OpenArray®

Genotyping.
Gene Alteracdo

GJB2 p-VOSM c.283G>A
p-S113R ¢.339T>G
p.M93I c.279G>A
p-W24X c. 286G>A
p.E147K c.439G>A
p-N206S c.617A>G
p.E129K c.385G>A
p.V371 c.109G>A
p. V271 c.79G>A
p.LOOP ¢.269T>C
p.R184W c.550C>G
p.-R184P c.551G>C
p.W172X c.516G>A
p-R75Q c.224G>A
p-M34T c.101T>C
p.VI1531 c457G>A
p.K168R ¢.503A>G

MTRNRI m.A1555G m.1555A>G

Como € desenhado um par de primers comum, além de duas sondas diferentes por ensaio,

uma para a sequéncia normal, contendo o fluor6foro VIC®, e uma para a sequéncia mutante,
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contendo o fluoréforo FAM®, o seguinte padrdo é obtido: nos pacientes homozigotos normais
somente o fluoréforo VIC® € detectado, nos homozigotos mutantes somente o FAM® ¢
identificado, e nos heterozigotos ambos os fluoréforos sdo detectados.

A leitura da placa de OpenArray® gera um arquivo com o mesmo nimero do cédigo de
barras da lamina na extensao .spd contendo todos os dados do ensaio. Além deste, o OpenArray
NT Cycler® gera vdrias imagens que servem como comprovagdo de que o ensaio foi depositado
pela empresa na placa e para mostrar se houve algum erro de pipetagem, tanto do operador,
quanto do AccuFill®. As imagens geradas sdo:

- TSpotFind.tif: imagem que mostra o posicionamento da lamina dentro do OpenArray
NT Cycler®, para a verificagdo se a mesma estd no local correto para a captura da imagem;

- DarkImage.tif: imagem da camera onde a ldmina se encontra, para a verificagdo se hd a
entrada de algum tipo de luminosidade externa no interior do OpenArray NT Cycler®;

- TROX.tif: imagem para a confirmagdo de que os ensaios foram depositados na lamina
de OpenArray® pela empresa;

- TVIC.tif: imagem que mostra a fluorescéncia VIC® capturada pela leitura;

- TFAM.tif: imagem que mostra a fluorescéncia FAM® capturada pela leitura.

A figura abaixo (Figura 32) mostra as imagens geradas apos a leitura do ensaio.

A B C D
Figura 32. Imagens geradas apds o ensaio de OpenArray®. A= Imagem que mostra o
posicionamento da lamina dentro do OpenArray NT Cycler®; B= Imagem para a confirmagao de

que os ensaios foram depositados na ladmina; C= Imagem que mostra a fluorescéncia VIC®
capturada pela leitura; D= Imagem que mostra a fluorescéncia FAM® capturada pela leitura.
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O arquivo com extensdo .spd € importado para a leitura no software TagMan®
OpenArray® Genotyper, disponivel no site da Applied BioSystems
(https://www .lifetechnologies.com). J4 os arquivos de extensdo podem ser abertos em qualquer
software de visualizacdo de imagem que suporte esta extensao.

Ap0s a captura da fluorescéncia emitida nas reagdes o resultado foi analisado no software
TagMan® OpenArray® Genotyper, onde € gerado um grafico diferente para cada ensaio (Figura

33).
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Figura 33. Resultado gerado no software TagMan® OpenArray® Genotyper apds a
realizacdo dos ensaios. Em azul estdo representados os pacientes homozigotos mutantes, nos
quais somente fluoréforo o FAM® foi detectado; em vermelho os homozigotos normais, nos
quais s6 o VIC® foi identificado; e em verde os heterozigotos, nos quais ambos os fluoréforos
foram detectados.

Ap6s a andlise dos resultados, foi confirmada a maioria das alteracdes genéticas
encontradas no estudo molecular prévio dos pacientes. No entanto, em 7 pacientes nao foi
possivel obter resultados e, em outros 7, o resultado de um ou dois ensaios nao foi vélido. Dessa
forma o rendimento apresentado pela técnica de OpenArray® foi de 86%. Esse numero poderia

ter sido maior, porém algumas amostras eram antigas e, a qualidade estava ruim, ou nao


https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/about-us.html
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apresentavam a concentragdo minima necessaria para a realizacdo dos ensaios, o que invalidou
alguns resultados.

Apesar da técnica ainda estar em fase de desenvolvimento e padronizacgdo, j4 se mostrou
uma ferramenta eficaz na deteccdo de alteracdes genéticas em larga escala, o que significa que

apresenta um grande potencial para o diagndstico molecular da perda auditiva.

4.6. Etiologia das perdas auditivas

Inicialmente, dos 100 pacientes analisados, 72% (72) apresentavam a etiologia
desconhecida, e em apenas 28% (28) a origem foi presumida ou identificada na anamnese e/ou
avaliacdo clinica. Ap0s a realizacdo dos exames de imagem e genéticos, 0 numero de individuos
com a etiologia da perda auditiva ndo esclarecida foi reduzido de 72 para 42, o que representou
uma reducdo de quase 42%. Dos 100 individuos, 42% (42) permaneceram com a etiologia

desconhecida, enquanto a origem foi identificada em 58 pacientes (58%) (Figura 34).

100 pacientes

!

Avaliacdo clinica

.

Etiologia
desconhecida
72 pacientes- 72%

Redugao
de 42%

N

.

Etiologia presumida
ou confirmada
28 pacientes- 28%

d

Exames laboratoriais, de
imagem e genéticos

/

Desconhecida
42 pacientes- 42%

Figura 34. Esquema ilustrando a investigacdo da etiologia e diagndstico das perdas

auditivas nos pacientes envolvidos no estudo.

N

Identificada
58 pacientes- 58%
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Em resumo, quanto a etiologia, esta nao foi esclarecida em 42% dos casos, em 25% foi de
origem ambiental, 19% genética e em 14% malformacdes ou outros problemas na orelha interna.
O perfil etiolégico das perdas auditivas encontrado nos individuos estudados estd relacionado a

seguir (Tabela 13).

Tabela 13. Perfil etiolégico das perdas auditivas.

Etiologia Nﬁm.ero de

pacientes

Desconhecida 42 (42%)

Genética 19 (19%)
Infec¢do pré-natal (rubéola e CMV) 8 (8%)
Otosclerose 6 (6%)
Medicacao ototéxica 5 (5%)
Infec¢@o pds-natal (meningite) 4 (4%)
Aqueduto vestibular alargado 4 (4%)
) Ou'Fras mgnifestagf)es o 3 (3%)

(Osteogénese imperfeita, S. Usher e Méniere)

Prematuridade/UTI neonatal 3 (3%)
Trauma 3 (3%)
Mondini 1 (1%)
Anoéxia 1 (1%)
Agente teratogénico 1 (1%)

Agrupando os casos em perdas auditivas do tipo congénita, progressiva ou abrupta,
podemos obter um perfil etiolégico mais individualizado para cada grupo (Figura 35).

Dentre os 38 pacientes com surdez congénita, a principal etiologia encontrada foi a
genética, presente em 42% (16) dos casos, seguida pela ambiental em 29% (11), desconhecida em
26% (10), e malformacdes ou outros problemas na orelha interna em 3% (1) dos individuos.

J4 em relacdo aos 44 pacientes com deficiéncia auditiva progressiva, em 68% (30) a
etiologia ndo foi esclarecida, em 20,5% (9) foi decorrente de malformacdes ou outros problemas
na orelha interna, em 7% (3) genética e em 4,5% (2) ambiental.

E dentre os 18 individuos com perda auditiva abrupta, os fatores ambientais foram os

principais envolvidos, sendo identificados em 67% (12) dos casos, seguidos pelas malformacoes
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ou outros problemas na orelha interna, em 22% (4). A etiologia nao foi esclarecida em 11% (2)

dos individuos e ndo foram encontradas alteragdes genéticas em nenhum dos pacientes.

Etiologia da perda auditiva

M Genética
Ambiental

B Malformag&es/Outros
problemas orelha interna

H I o Ndo esclarecida

Congénita Progressiva Abrupta

Figura 35. Representacdo grifica do perfil etioldgico das perdas auditivas congénitas,
progressivas e abruptas.

4.7. Custo dos exames especificos

O custo para a realizagdo dos exames de imagem, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética, é de cerca de R$1.100,00 na rede privada. Ja na rede publica (Sistema
Unico de Satide — SUS) os mesmos exames séo realizados por R$ 400,00.

Para a realizagdo completa dos exames laboratoriais € estimado um valor de
aproximadamente R$300,00. J4 na rede publica (Sistema Unico de Satide — SUS), o custo para a
realizacdo dos exames laboratoriais € de R$ 150,00.

E para o rastreamento das principais mutacdes associadas a perda auditiva o custo é de
aproximadamente R$1.000,00, sendo que para a detec¢dao somente da mutagao c.35delG o valor é
de R$ 84,00.

Dessa forma, para a realizacdo concomitante de todos estes exames especificos é estimado
um gasto de R$ 2.400,00, na rede privada, e de R$ 1.550,00, na rede publica. Os valores dos

exames especificos na rede privada foram estimados com base na média dos custos encontrados
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no mercado. J4 o cdlculo para a realizacao desses exames na rede publica foi baseado na tabela de
procedimentos do SUS (SIGTAP — Sistema de gerenciamento da tabela de procedimentos,

medicamentos e OPM do SUS. Disponivel em: <www.datasus.gov.br>).

4.8. Rendimento dos exames de imagem e genéticos

Como referido anteriormente, o rendimento diagndstico do rastreamento genético foi de
42% para as perdas auditivas congénitas, 7% para as progressivas, ndo tendo contribui¢@o para as
perdas abruptas. J4 a contribui¢do diagndstica da tomografia computadorizada e da ressonancia
magnética foi de 10% para as perdas auditivas congénitas, 18% para as progressivas, e 44,5%
para as perdas abruptas.

A relacdo entre o rendimento diagnéstico do rastreamento genético e dos exames de
imagem estd representada abaixo (Figura 36), para as perdas auditivas congénitas, progressivas e
abruptas. Como pode ser visto, os testes moleculares contribuiram principalmente para o
diagnodstico dos pacientes com perda auditiva congénita, enquanto os exames radioldgicos

tiveram maior contribui¢io para os casos com perda progressiva ou abrupta.

50
40 _—
3
3 30 -~ M Rastreamento
S genético
©
£ 20 —— M Examesdeimagem
xX

[EY
o

Congénita Progressiva Abrupta

Figura 36. Representacdo gréfica do rendimento diagndstico do rastreamento genético e
dos exames de imagem.
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Especificamente em relacdo ao rendimento dos exames genéticos, nos pacientes com
surdez congénita, a mutacdo c¢.35delG em homozigose (35delG/35delG) foi a principal
responsavel pela perda auditiva (34% dos casos). Em seguida, estavam as mutagdes nos genes
GJB2 e GJB6 (5,2%) (heterozigotos compostos), € por tltimo, outras mutagdes bialélicas no gene
GJB2 (2,6%). Ja nos pacientes com perda progressiva, a mutagdo c.35delG em homozigose
(35delG/35delG), outras mutagdes no gene GJB2 e a mutacdo mitocondrial m.1555A>G estavam
envolvidas em 2% dos casos, € nos pacientes com perda abrupta os testes moleculares ndo

tiveram contribuicdo (Figura 37).

40

35
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E 30 m 35delG/35delG
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-g 20 Outras mutacoes
-; 15 - no gene GJB2
- 10 m GJB2/GIB6
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.\:b .Q’b \"b
% & v
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Figura 37. Representacao grafica do rendimento diagndstico do rastreamento genético.

Para a amostra estudada, apds a realizacdo dos exames de imagem e genéticos, foi
encontrado um perfil etioldgico diferente para cada grupo. Se forem desconsiderados os casos
com etiologia ndo esclarecida, € possivel delinear e iniciar a fundamentacdo de um protocolo
diagndstico.

Dentre os individuos com surdez congénita, a principal etiologia encontrada foi a
genética, seguida pela ambiental, e por ultimo, as malformacdes ou outros problemas da orelha
interna. J4 em relacdo aos pacientes com perda auditiva progressiva, as malformagdes ou outros

problemas na orelha interna foram os principais fatores envolvidos, seguidos pelos genéticos, e
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por ultimo, os ambientais. E dentre os casos com perda abrupta, as principais causas identificadas
foram ambientais, seguidas pelas malformagdes ou outros defeitos da orelha interna. Nao foram

encontradas alteracdes genéticas nesses pacientes.

4.9. Protocolo diagnéstico

Com base na contribuicdo dos exames de imagem e genéticos, e nos achados etioldgicos
para cada grupo (congénita, progressiva e abrupta), foi elaborado um protocolo diagndstico
sequencial para individuos com perda auditiva neurossensorial severa a profunda bilateral (Figura
38).

Inicialmente, deve ser feita uma anamnese detalhada a fim de se excluir todos os possiveis
fatores ambientais, para s6 entdo, prosseguir com os exames especificos.

Frente a um individuo com deficiéncia auditiva congénita, primeiramente deve ser feito o
rastreamento da mutacdo c.35delG. Se essa alteracdo estiver presente em homozigose, o
diagnéstico j4 serd fechado. Se estiver ausente ou for encontrada em heterozigose, as dele¢des no
gene GJB6, outras mutagdes no gene GJB2 e a mutacdo mitocondrial m.1555A>G deverdo ser
pesquisadas. Os pacientes que apresentarem alteracdoes moleculares devem ser encaminhados para
o aconselhamento genético. Os exames de imagem devem ser solicitados por dltimo, nos casos
em que nao forem encontradas causas genéticas.

Ja no caso de pacientes com perda auditiva progressiva ou abrupta, os exames de imagem
devem ser os primeiros a serem solicitados. Nos que forem identificadas altera¢des radioldgicas,
o tratamento apropriado deve ser seguido, e somente nos individuos que ndo apresentarem
alteracdes, o rastreamento genético deve ser realizado. Os casos positivos para alteragdes
moleculares devem ser encaminhados para o aconselhamento genético.

Exames laboratoriais devem ser solicitados em casos especificos, com base na histéria

clinica do paciente.
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Perda auditiva neurossensorial severa a profunda bilateral

Congénita

Rastreamento
mutac¢io 35delG

\J/_

/ Exclusao de fatores ambientais

N\

Adquirida

Progressiva

& Seq G-JB2 e

Delegoes G-/B6,

A1555G
Aconselhamento /l-

genetico -

Exames de imagem
(TC e RNM)

Abrupta

Exames de imagem
(TC e RNM)

vl

Tratamento
apropriado

Testes
genéticos

Solicita¢io de exames laboratoriais em casos especificos, com base na histéria clinica

Figura 38. Protocolo diagndstico para a avaliacdo de individuos com perda auditiva

neurossensorial severa a profunda bilateral.
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5. DISCUSSAO

Este estudo realizado com pacientes submetidos ao implante coclear no Ambulatério de
Otorrinolaringologia do HC da UNICAMP, com o objetivo de avaliar a eficicia dos exames de
imagem e genéticos, e seu impacto em Sadde Publica, bem como estabelecer um protocolo
diagnéstico, visando maior eficiéncia e redugdo de custos na determinacgdo da etiologia das perdas
auditivas, tem carater inédito.

Identificar a causa da perda auditiva, em especial em nosso meio, pela diversidade
epidemioldgica e falta de informacao da populacdo, nem sempre € uma tarefa simples. Assim, é
interessante dispor de um grande arsenal para diagnostico, abrangendo, além da avaliacdo clinica
e audioldgica, também exames laboratoriais, de imagem e genéticos.

Entretanto, a realizacdo concomitante de exames especificos, embora amplie a chance
diagndstica, onera o Sistema de Saude, devido ao alto custo. Deste modo, € de extrema relevancia
para as Politicas Publicas, a avaliacdo da eficdcia destes testes na determinacdo da etiologia da
deficiéncia auditiva.

Para isso, estudos internacionais propuseram a solicitacdo de exames laboratoriais em
casos especificos e estabeleceram protocolos e algoritmos para a solicitagdo de exames de
imagem e genéticos, com o intuito de otimizar o diagndstico e diminuir o stress da familia e/ou
do paciente com deficiéncia auditiva (Mafong et al., 2002; Preciado et al., 2005).

Dessa forma, o presente trabalho pretendeu propor um protocolo diagndstico, com base
em uma amostra de individuos brasileiros nos quais uma metodologia completa e uniforme foi
seguida, com o intuito de aumentar a eficiéncia e reduzir os custos na determinacio da etiologia
da deficiéncia auditiva.

Inicialmente, dos 100 pacientes analisados, 72% apresentavam a etiologia desconhecida, e
em apenas 28% a origem foi presumida ou identificada na anamnese e/ou avaliagdo clinica. Apés
a realizacdo dos exames de imagem e genéticos, esse resultado foi alterado, o nimero de
individuos com a etiologia da perda auditiva ndo esclarecida foi reduzido de 72 para 42, o que
representou reducdo de quase 42%. Em resumo, quanto a etiologia, esta nao foi esclarecida em
42% dos casos, em 25% foi de origem ambiental, 19% genética e 14% malformacdes ou outros

problemas na orelha interna.
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No Brasil, os fatores ambientais estdo entre as principais causas de perda auditiva,
incluindo, entre outros, infec¢des congénitas, fatores perinatais e pds-natais (Simdes & Maciel-
Guerra, 1992; Collela-Santos et al., 2011). Como era de se esperar, nos pacientes analisados os
fatores ambientais foram os principais envolvidos (25%), superando os de origem genética
(19%). Nos paises desenvolvidos é estimado que aproximadamente 60% dos casos sejam
causados por fatores genéticos, porém nos paises em desenvolvimento ainda hd maior prevaléncia
dos fatores ambientais como causa das perdas auditivas (Finsterer & Fellinger, 2005; Hilgert et
al., 2009a; Smith et al., 2010).

A medida que vém sendo implantadas melhorias no setor de sadde, e com o avanco e o
aprofundamento nos estudos genéticos relacionados as perdas auditivas, a propor¢do de causas
genéticas tende a aumentar.

Dentre os individuos com surdez congénita, a principal etiologia encontrada foi a
genética, seguida pela ambiental, e por tltimo, as malformacdes ou outros problemas da orelha
interna. J4 em relacdo aos pacientes com perda auditiva progressiva, as malformacdes ou outros
problemas na orelha interna foram os principais fatores envolvidos, seguidos pelos genéticos, e
por dltimo, os ambientais. E dentre os casos com perda abrupta, as principais causas identificadas
foram ambientais, seguidas pelas malformacdes ou outros defeitos da orelha interna, ndo sendo
encontradas alteracOes genéticas nesses pacientes.

A forma mais comum de surdez neurossensorial congénita é decorrente de alteracdes no
gene que codifica a proteina Cx26 (Smith et al., 2010; Richardson et al., 2011). Mutacdes nesse
gene estdo envolvidas em 80% dos casos com heranca autossOmica recessiva, € ainda, sdo
responsaveis por cerca de metade de todos os casos de perda auditiva de origem genética
(Denoyelle et al., 1997; Hilgert et al., 2009a). A mutacdo mais frequente € a c.35delG, que
corresponde a 70% das alteracdes encontradas nesse gene, na populacdo caucasiana (Wilcox et
al., 2000). Neste trabalho, foi confirmada a alta prevaléncia de mutagdes no gene GJB2,
especialmente da mutagdo c.35delG, nos casos de perda auditiva neurossensorial severa a
profunda bilateral.

De acordo com a literatura, as andlises do gene GJB2 em pacientes com perda auditiva,
demonstram heterozigose em aproximadamente 10 a 42% dos casos, a despeito de que a maioria
das mutagdes sdo recessivas (Wilcox et al., 2000). No presente estudo, 14% (14) dos individuos

analisados apresentavam alteracdes no gene da Cx26 em heterozigose. Quanto a esses pacientes,
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muitos ficaram sem explicagdes considerando que apenas poucos genes foram rastreados, do total
de mais de 100 genes relacionados a surdez. Entretanto, em alguns desses individuos
heterozigotos foi possivel diagnosticar a causa da surdez devido a presenca de outra alteragdo
encontrada no préprio gene GJB2 ou no gene GJB6.

A pesquisa das dele¢des no gene GJB6 estd indicada principalmente em pacientes com
perda auditiva que apresentam uma tnica mutacdo no gene da Cx26. A del(GJB6-D13S51830), foi
encontrada em 2 pacientes que apresentavam também as mutacdes c.35delG e p.E47X em
heterozigose no gene GJB2. Porém, a delecdo del(GJB6-D13S1854) nao foi identificada em
nenhum dos individuos analisados.

A mutacdo mitocondrial m.1555A>G foi detectada em apenas 1% (1) dos pacientes
estudados, no entanto, ¢ sempre interessante O seu rastreamento ji que essa alteracdo estd
associada a suceptibilidade a perda auditiva induzida por aminoglicosideos, especialmente em
paises nos quais hd maior uso desses antibidticos, como € o caso do Brasil.

Foi verificado que os testes moleculares contribuiram principalmente para o diagndstico
dos pacientes com perda auditiva congénita, enquanto os exames radioldgicos tiveram maior
contribuicdo para os casos com perda progressiva ou abrupta.

De acordo com dados da literatura, a maioria dos casos de perda auditiva pré-lingual
apresenta padrdo de heranca autossOmico recessivo, enquanto a maioria dos casos pOs-linguais
segue padrdo de heranca autossomico dominante (Finsterer & Fellinger, 2005). Como a maioria
dos genes pesquisados neste trabalho estd associada ao padrao de heranga autossdmico recessivo,
a maior parte dos casos de perda pré-lingual congénita pdde ser explicada, sendo dessa forma,
decorrente de fatores genéticos. J4 nos casos com perda progressiva ou abrupta, geralmente pos-
linguais, a pesquisa genética ndo teve grande contribui¢do. Talvez se outros genes fossem
analisados, a base genética desses casos poderia ser explicada. No entanto, hd especial
dificuldade em se estudar genes envolvidos com o padrdo de heranca autossdmico dominante
pelo fato de ndo existir um forte candidato que esteja mais frequentemente associado. E ainda, os
casos com esse padrio de heranca normalmente apresentam expressividade varidvel, o que
dificulta a sua identificacao.

Além disso, a surdez pré-lingual € normalmente severa a profunda e ndo estd associada
com exames de imagem alterados (Bitner-Glindzicz, 2002), enquanto a perda auditiva abrupta ou

rapidamente progressiva pode ser observada em associacdo com alteragdes no osso temporal
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(como na sindrome de Pendred e na sindrome branquio-oto-renal), neoplasmas, trauma,
infecgdes, distirbios metabdlicos, neurolégicos ou circulatérios (Smith er al., 2010). Dessa
forma, isso explica o porqué dos exames de imagem apresentarem maior contribui¢do no
diagndstico dos casos com perda progressiva ou abrupta.

Em relacdo as alteracOes radioldgicas, o aqueduto vestibular alargado foi a malformacao
mais comum da orelha interna associada a perda auditiva, o que corrobora com os dados da
literatura (Pinto et al., 2005; Preciado et al., 2005; Silva et al., 2008; Wu et al., 2008).

Além disso, no presente trabalho, mesmo com uma investigacdo detalhada, um grande
nimero de casos foi tido como idiopdtico (42%). Estudos mostram que a etiologia ndo ¢é
esclarecida em 32 a 40% dos individuos brasileiros com perda auditiva (Pupo et al., 2008; Calhau
et al., 2011). A alta prevaléncia da etiologia desconhecida aponta para a necessidade de um
aprofundamento no diagndstico molecular, na tentativa de esclarecer a real etiologia.

O protocolo sequencial permite a otimizacdo do diagndstico etiologico e redugdo dos
custos, ao contrario da realizacdo concomitante de exames de imagem, laboratoriais e genéticos.
A realizagdo de todos os exames especificos, simultaneamente, implicaria em um gasto de R$
1.550,00 (rede publica) a R$ 2.400,00 (rede privada), sendo que, por exemplo, nos casos de
surdez congénita a maioria pode ser resolvida através da detec¢do da mutacio c.35delG, ao custo
de R$84,00. J4 para os pacientes com perdas adquiridas, como os testes genéticos ndo se mostram
muitos eficazes, a investigacdo deve ser iniciada com os exames de imagem. E ainda, os exames
laboratorias, como sugerem vdrios estudos, apresentam um baixo rendimento diagndstico,
devendo ser solicitados somente em casos especificos, de acordo com a historia clinica.

Apesar da técnica de genotipagem TagMan® OpenArray® ainda estar em fase de
desenvolvimento e padronizagdo, ja se mostrou eficaz na deteccdo de alteracdes genéticas em
larga escala, o que sugere grande potencial para o diagndstico molecular da perda auditiva. Ela
permite a andlise de diversas mutacdes em vdarios pacientes de uma s6 vez, o que implica em um
diagndstico mais rdpido a um custo mais baixo.

Além disso, investigar os principais fatores etiolégicos que levam a perda auditiva na
populacdo estudada é de grande relevancia para o prognéstico do tratamento, no caso, do
implante coclear, e serve como material para futuras acdes de satde publica.

O resultado de desempenho com o implante coclear pode variar significativamente de

individuo para individuo. Dessa forma, uma série de fatores tem sido proposta como tendo
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influéncia nesses resultados, incluindo idade do implante, duracdo do uso do implante, quantidade
de audicdo residual, principal modo de comunica¢do antes da operagdo, presenga de certas
malformacdes na orelha interna, entre outros (Wu et al., 2008).

Os testes genéticos e de imagem sdao dois fatores predominantes que determinam o
desempenho a longo prazo da percepcio e desenvolvimento da fala em criangas implantadas.
Algumas malformagdes que podem ser diagnosticadas através de exames de imagem, geralmente
estdo associadas a um pior resultado, enquanto que criangas com perda auditiva decorrente de
mutacdes genéticas, como por exemplo, nos genes GJB2, GJB6 ou SLC26A4, no geral, exibem
excelente resultado (Bauer et al., 2003; Wu et al., 2008; Reinert et al., 2010; Vivero et al., 2010).

Dessa forma, o diagndstico genético pode contribuir consideravelmente para o
prognodstico desses pacientes. A identificacdo precoce de mutacdes especificas através do
diagnodstico molecular diminui a necessidade de outros testes clinicos. Além disso, facilita as
previsdes quanto a progressdo da perda auditiva e de outras alteragdes, no caso da surdez
sindromica. Esses achados reforcam a importancia do diagnostico genético, que pode propiciar
um tratamento precoce para criangas, como por exemplo, o implante coclear, e aconselhamento
genético para as familias dos afetados (Raviv et al., 2010).

Espera-se que os resultados obtidos com este trabalho, apds ter tracado o panorama da
surdez na populacdo estudada, possam auxiliar no diagndstico etiologico e ajudar a estabelecer
critérios e protocolos com a inten¢do de diminuir os custos na tarefa diagndstica. Isso implicara
na reducdo de custos com alto impacto em Sadde Puiblica, podendo-se, dessa maneira, estender o

método a maioria da nossa populagdo.
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6. CONCLUSOES

Tanto os exames de imagem quanto os genéticos foram importantes para a identificagdao
da etiologia das perdas auditivas. No entanto, os testes moleculares contribuiram principalmente
para o diagndstico dos pacientes com surdez congénita, enquanto os exames radioldgicos tiveram

maior contribuicio para os casos com perda progressiva ou abrupta.

Dentre os individuos com surdez congénita, a principal etiologia encontrada foi a
genética. Ja nos pacientes com perda progressiva, as malformacdes ou outros problemas na orelha
interna foram os principais fatores envolvidos. E dentre os casos com perda abrupta, as principais
causas identificadas foram ambientais, seguidas pelas malformagdes ou outros problemas na

orelha interna.

Foi confirmada a alta prevaléncia de mutagdes no gene GJB2, especialmente da mutacio

¢.35delG, nos casos de perda auditiva neurossensorial severa a profunda bilateral.

A pesquisa molecular teve importante contribui¢do no diagnoéstico etioldgico da surdez,
além de possibilitar o aconselhamento genético e sugerir melhor progndstico para o implante

coclear, como observado em estudos prévios.

A técnica de genotipagem TagMan® OpenArray® é uma ferramenta promissora para o
diagndstico molecular da perda auditiva, pois permite a andlise de diversas mutacdes em varios

pacientes de uma s6 vez, o que implica em um diagndstico mais rdpido a um custo mais baixo.

O protocolo sequencial permite a otimizacdo do diagndstico etioldgico e reducdo dos
custos, ao contrério da realizacdo concomitante de exames de imagem, laboratoriais e genéticos.
Para os casos com surdez neurossensorial severa a profunda bilateral congénita a pesquisa de
mutacdes no gene da Cx26 (GJB2) deve ser o primeiro exame solicitado. J4 nos casos de perda

auditiva progressiva ou abrupta a investigacdo deve ser iniciada com exames de imagem.
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Mesmo com uma investigacdo detalhada, a etiologia desconhecida continuou
prevalecendo, o que aponta para a necessidade de estudos moleculares mais aprofundados, para

que a real causa possa ser esclarecida.
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ANEXO 1

MINISTERIO DA SAUDE

Portaria GM/MS n° 1278, de 20 de outubro de 1999

ANEXO 1

IMPLANTE COCLEAR

CRITERIOS DE INDICACAO E CONTRA-INDICACAO

1 — CRITERIOS DE INDICACAO

1 1.-IMPLANTE EM ADULTOS

O Implante Coclear em adultos deverd seguir os seguintes critérios de indicacdo:
a - pessoas com surdez neuro-sensorial profunda bilateral com c6digo lingiiistico
estabelecido (casos de surdez pds-lingual ou de surdez pré-lingual,
adequadamente reabilitados);

b - auséncia de beneficio com prétese auditiva (menos de 30% de discriminagdo
vocal em teste com sentencas);

¢ - adequacdo psicoldgica e motivacao para o uso de implante coclear.

1.2. - IMPLANTE EM CRIANCAS

O Implante Coclear em criangas, menores de 18 anos com surdez pré e poslingual, deverd seguir
os seguintes critérios de indicacdo:a) experiéncia com protese auditiva, durante pelo menos trés
meses;

b) incapacidade de reconhecimento de palavras em conjunto fechado;

¢) familia adequada e motivada para o uso do implante coclear;
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d) condi¢des adequadas de reabilitacdo na cidade de origem.

2 - CRITERIOS DE CONTRA-INDICACAO

Esté contra-indicado o Implante Coclear nos seguintes casos:
a - surdez pré-lingual em adolescentes e adultos nao reabilitados por método oral;
b - pacientes com agenesia coclear ou do nervo coclear;

¢ - contra-indicag¢des clinicas.
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ANEXO 2

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

& www. fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 27/09/11.
(PARECER CEP: N° 396/2006)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:
PROJETO: “ESTUDO MOLECULAR DA PERDA AUDITIVA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Edi Licia Sartoro

11 - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o adendo que inclui o projeto “ESTUDO DE ETIOLOGIA DA
PERDA AUDITIVA EM AMOSTRA DE INDIVIDUOS BRASILEIROS:
DIRETRIZES PARA PROTOCOLO DE CONDUTA CLINICA”, com a finalidade de
mestrado da aluna Priscila Zonzini Ramos, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contetudo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

ITI - DATA DA REUNIAO.

Homologado na IX Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de setembro de 201 1.

Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cepia fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

'? wuw.fc micamp. bi/pesquisa/cticalmae

CEP, 19/10/06.
(Grupo II)

PARECER PROJETO: N° 396/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO MOLECULAR DA PERDA AUDITIVA”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Edi Lucia Sartoro
INSTITUICAO: CEPRE/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 07/08/06

II - OBJETIVOS
Estudo da prevaléncia e da etiologia genética da deficiéncia auditiva.
111 - SUMARIO

O estudo tera 50 individuos com surdez sensorioneural ndo sindrémica provenientes do
Centro de Estudos e Pesquisas em Reabilitagio “Professor Dr. Gabriel Porto” (CEPRE),
selecionados pela geneticista Prof. Dra. Andréa Trevas Maciel Guerra. Sera retirada amostra de
sangue periférico dos individuos (10-15ml). Sera feita a extragdo do DNA gendmico a partir de
leucocitos do sangue. Sera feita a detecgdo da mutagdo 35deLG, das deleigdes, amplificagdes do
gene GJB2 e rastreamento de mutagdes, rastreamento de mutagdes no gene SLC26A4 (PDS),
detecgdo de mutagdes em mitocondriais, sequenciamentos dos genes e rastreamento de mutacies
pela técnica de SSCP (Single-Starnd Conformation Polymorfhisms).

TV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo estd adequado. Nio esta descrito a idade dos sujeitos selecionados. Oferece
risco ao sujeito quanto a retira de amostra sanguinea periférica. O risco esta descrito no TCLE. O
resultado do estudo trara informagdes importantes a respeito da genética das perdas auditivas,
incluindo o estudo de genes de suscetibilidade, com enorme aplicagéo nas politicas publicas da
surdez. Havera facilidade n o diagndstico, prognostico e aconselhamento genético.

Recomendacio: Incluir no TCLE assinatura do pesquisador e a informacéo gue forneceu
cépia do TCLE.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e

Comiié de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (119) 3788-8936
Caixa Postai 6111 FAX (19) 37887187

13084-971 Cumpinas - SP ceprafom unicamp. by



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www fem unicamp. br/pesguisa/ctic

atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar com
recomendagfio o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento
Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V .2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano no previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem ©
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem II1.2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na VIII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de agosto de 2006.

Prof*. Dr, Can{gﬁ&%{l}ia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Camité de Eticn em Pesquisy - UNIUAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3788-7187

13084971 Campinas — SP cepatem unicamp. br
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Estudo da etiologia da perda auditiva em amostra de individuos brasileiros:
diretrizes para protocolo de conduta clinica

Nome do Paciente:

Registro Hospitalar:
Endereco:
Telefone:
Responsdvel:
RG: Grau de parentesco:

Justificativa e objetivos do estudo:

Poucos estudos existem em paises em desenvolvimento, especialmente, no Brasil, em
relagdo a etiologia e prevaléncia da deficiéncia auditiva. Este projeto tem por objetivo o estudo de
individuos com perdas auditivas para avaliar a eficdcia dos testes laboratoriais, exames de
imagem e pesquisa genética na determinacdo da etiologia das perdas auditivas, visando maior
eficiéncia e reducdo de custos. Serdo analisados pacientes provenientes do Ambulatério de
Otorrinolaringologia do HC — UNICAMP, quanto a presenga de alteragdes laboratoriais, de
imagem e mutagOes em diferentes genes relacionados as perdas auditivas.

Procedimentos a que serao submetidos os pacientes:

Os exames complementares serdo realizados, apds indicacdo do otorrinolaringologista
responsdvel, consistindo das investigagdes descritas a seguir:

-Avaliacao comportamental da audi¢ao: Audiometria;

-Logoaudiometria: Limiar de Reconhecimento de Fala (LRF) e Indice de Reconhecimento
de Fala (IRF);

-Medidas de Imitincia Acustica: timpanometria e pesquisa dos reflexos acusticos
estapedianos;

-Emissdes Otoacusticas Evocadas: Transientes e Produto de Distorcao;

-Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefalico (PEATE);

-Avaliacao laboratorial;

-Avaliacdo cardiaca;

-Avaliacdo oftalmoldgica;

-Avaliacdo tomogréfica;

-Andlise molecular genética.
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Risco e desconforto:

As amostras de sangue periférico serdo obtidas por pun¢do venosa, ou pungdo na polpa
digital, que € um procedimento médico comum, com riscos muito baixos. O risco da coleta de
sangue pode incluir hiperemia local transitéria, hematoma, celulite ou flebite. O desconforto sera
minimo, pois a coleta serd realizada pela veia intermédia do cotovelo, por profissional treinado ou
pelo responsavel pelo projeto, devidamente habilitados para este procedimento.

Medidas de protecdo: assepsia e antissepsia do local para a coleta de amostra de sangue e
utiliza¢do de materiais descartaveis.

A tomografia computadorizada e a avaliacdo de potenciais auditivos evocados de tronco
encefdlico ndo apresentam risco ao paciente, exceto as criangas que necessitarem de seda¢do com
hidrato de cloral para realizacdo do exame. Contudo, a sedacdo é de baixo risco e realizada em
meio hospitalar, na presenca de médico radiologista e otorrinolaringologista e de equipamento de
seguranca necessarios.

Beneficios esperados:

O esclarecimento da perda auditiva ndo € tarefa ficil, em especial em nosso meio. Esse
projeto objetiva ndao s6 métodos que elucidem a etiologia das perdas auditivas (avaliagio
otorrinolaringolégica, exames laboratoriais, de imagem e genético), como propor um algoritmo
para a realizac¢do de exames, visando a exceléncia diagndstica e reducdo de custos.

Existe também a necessidade de se associar os testes genéticos, aos ja existentes
programas de prevencdo e diagndstico precoce da perda auditiva, a fim de se conhecer a
magnitude deste problema e dar um passo de alerta a populagdo, aos profissionais da saude e as
autoridades locais. Isto gera apenas beneficios a populacdo surda e a seus familiares, pois a
precocidade do diagnostico e reabilitacido gera grandes reducdes no or¢camento publico.

Nos casos em que forem detectadas alteracdes auditivas de qualquer natureza, serd
instituida a reabilitacdo auditiva, através da colocacdo de prétese auditiva e do atendimento de
equipe multidisciplinar na prépria instituicdo. Diante da necessidade de implante coclear ou de
procedimentos nao contemplados no servico, os individuos serdo encaminhados para servicos de
referéncia.

Garantia de resposta as perguntas:

Sera garantido aos pacientes e responsaveis, respostas a quaisquer perguntas que possam
aparecer em qualquer momento da pesquisa, e esclarecimento de qualquer ddvida acerca dos
assuntos relacionados com esta pesquisa.

Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

O paciente ou responsdvel deve estar ciente que a participagao neste projeto de pesquisa €
voluntéria e que pode recusar ou retirar seu consentimento, a qualquer momento (incluindo a
amostra de sangue), sem comprometer os cuidados médicos que o paciente recebe atualmente ou
receberd no futuro.

Garantia de privacidade:
Serd mantido o sigilo e o cardter confidencial das informagdes, e a identificacdo dos
pacientes ndo serd exposta nas conclusdes ou publicacdes.

Armazenamento de Materiais Bioldogicos:
O material bioldgico serd descartado apds o término do estudo.
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Compromisso com informacoes atualizadas do estudo:
Durante todo o decorrer da pesquisa serd mantido o compromisso de se proporcionar
informagdes atualizadas referentes aos resultados dos procedimentos realizados.

Aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa:

Se tiver alguma consideragdo ou dudvida sobre a ética da pesquisa, o paciente ou
responsdvel pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Ciéncias Médicas, da UNICAMP, situado na Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126, Caixa Postal
6111, 13083-887, Campinas/SP, fone (19) 3521-8936, e-mail cep@unicamp.br.

Declaro que recebi cépia do presente Termo de Consentimento,
Data: [/

Nome do Paciente ou Responsavel

Assinatura do Paciente ou Responsével


mailto:cep@unicamp.br
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