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Abstract

The most common form of non-syndromic autosomal recessive deafness is caused by
mutations in the GIB2 gene which encodes connexin 26, Among all the mutations
described to date in the GIB2 gene, is the most common and has been found in virtually
of the populations studied. Preliminary data suggest that pathologic changes due to
GJB2 mutations do not affect the spiral ganglion cells, which are the site of stimulation
of the cochlear implant. Besides, the survival of the spiral ganglion cells is believed to
be an important determinant of the outcome after surgery. Recently, two deletions
truncating the GIB6 gene which encodes connexin 30, near GIB2, named del (GJB6-
D1I351830) and del(GIB6-D13S1854) have also been frequently described
accompanying i frans mutations in another allele of the GJB2 gene.

Therefore, we have studied 115 nonsyndromic deaf patients with unknown etiologies in
order to determine the prevalence of the GJB2 and GIB6 gene mutations as well as
mutations in the mitochondrial genes 128 rRNA e tRNASer(UCN) in patients
undergoing cochlear implantation surgery. As a result, we found 42,85% of the
individuals with mutations including two new mutations in the gene GIB2 (W172X and
K168R), one patient homozygous for the A{(GIB6-D1351830) mutation, and one patient
with the mitochondrial mutation A1555G.

Concluding, these results establish that genetic screening can provide an etiologic
diagnosis, which highlights a counseling importance, and may provide a prognostic on

performance after cochlear implantation, as has been hypothesized in previous studies.
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Resumo

A forma mais comum de surdez nio-sindrdmica com padro de heranga
autossbimico recessivo é cansada por mutagBes no gene GJIB2 {(que codifica a proteina
conexina 26). Recentemente duas delecBes que interrompem o gene GIB6 (gue codifica a
proteina conexma 30), préximo ao gene (JB2, chamadas del{GIR6-D1381830) e
del{GIB6-D1381854) foram descritas na presenca de mutacBes in trans no outro alelo do
gene GIB2. Dentre todas as mutages descritas até o momento, a mutacio 35delG no gene
(JBZ € a mais comum e € encontrada praticamente em todas as populagBes estudadas.
Dados preliminares sugerem que as alteragBes causadas devido a mutacdes no gene GIB2
ndo afetam as células do glnglic espiral, as quais constituem o principal alvo de
estimulagdo do mmplante coclear. Além disso, acredita-se que a sobrevida das células do
génglio espiral ¢ fator determinante ao sucesso do implante.

Desta forma, foram estudados 115 pacientes candidatos ou submetidos ac implante
coclear com perda auditiva ndo-sindrémica de etiologia nfo esclarecida a fim de se
determinar 2 prevaléncia de mutagdes nos genes GIB2 e GIB6, assim como mutacdes em
genes mitocondriais 128 rRNA e tRNASer(UCN) em pacientes candidatos e submetidos a0
implante coclear.

Como resuitado foram encontrados 42,85% de individuos com mutagdes, incluindo
duas novas alteragBes no gene GIBZ ambas em heterozigose (W172X e K168R), um
paciente homozigoto para a del(GJB6-D1351830), ¢ um paciente com a mutagio
mitocondrial A1555G.

Concluindo, esses resultados estabelecem que o rastreamento genético proporciona
o diagnéstico etiologico, importante para o aconsethamento genético podendo fornecer um

melhor prognéstico para o implante coclear, como sugerido em estudos prévios.
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Infroducdo

1.7~ Perdg Auditive

A perda auditiva ¢ o distirbio sensorial mais prevalente na populacBo mundial e
pode se manifestar em diferentes faixas etarias, podendo esta ser de causa genética ou
adquirida por fatores ambientais, os quais podem ser pré, peri e pds-natais como, por
exemplo: trauma aclstico, meningite, infecgBes congénitas virais ou bacterianas {rubéola e
ciomegalovirus), tocotraumatismo e exposigio a drogas ototéxicas {aminoglcosideos)
(Kalatzis & Petit, 1998).

A importancia da surdez dentre as anomalias congénitas é consideravel, uma vez
que esta presente, numa freqiiéncia em nosso pais, que varia de acorde com 2 regific e
diferentes autores, de 2 2 7 de cada 1000 recém-nascidos; além disso, outras criancas vio
manifestar déficit auditivo apés o nascimento, mas antes de adquirirem a linguagem, e
outras, ainda, podem ter déficits progressivos até a segunda década de vida {Russo, 2000).
Finalmente, mais de 60% das pessoas com mais de 70 anos apresentam perda auditiva em
grau suficiente para que seja necessdrio algum tipc de intervengio e continuem a se
comunicar {(Kalatzis & Petit,1998).

A perda auditiva pode ser classificada de acordo com alguns critérios. Quanto a sua
localizagfo, ela pode ser meurossemsorial (sensorial ou neural), quando as anomalias
estiverem situadas entre os receptores da orelha interna e as regides auditivas do cérebro;
ou condutiva, envolvendo a oretha média e/ou externa assim como serem mistas, quando
os dois sinais estiverem presentes. A perda auditiva também pode ser classificada,
considerando os graus de perda auditiva, como leve, quando a perda estiver entre 27-40 dB;
moderada quando for entre 41-55 dB, perda moderada a severa entre 56-70 dB, perda
severa entre 71-90 dB e profunda, correspondendo a perda auditiva maior que 90 dB
(Guilford et al., 1994; Kalatzis & Petit, 1998).

Uma outra forma de classificagio é quanto 3 associagio da perda auditiva com

outros sinais clinicos. Assim, a perda auditiva pode ser sindrBmica ou nfo-sindrémica.
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As formas ditas sindrémicas constituem aproximadamente 30% dos casos ds perda
auditiva hereditaria. Elas estfic associadas a malformagdes crinio-faciais ou cervicais,
displasias esqueléticas, anomalias cutineas ou oculares, doengas neuroldgicas e disfuncdes
renais ou metabdlicas. Centenas de sindromes foram descritas, nas quais a perda auditiva €
um dos sinais clinicos observados (Mustafa et al., 2001),

As formas nio-sindrdmicas constituem a maioria dos casos. Até o momento 14
foram mapeados por estudos de ligagio 122 Jooi relacionados & surdez nio-sindrémica
destes. Muitos genes j4 estio devidamente localizados & clonados,

Entre as formas ndo-sindrbmicas podem-se ohservar diferentes padrdes de heranca:
autossdmica recessiva, autossdmica dominante, recessivo ligada ao cromossomo X e
mitocondrial (Mustafa ef al,, 2001; Skvorak & Morton e al., 1999).

As formas autossdmicas recessivas sio responsaveis por quase todas as formas de
perda auditiva de origem genética. Em geral, s80 as mais graves e quase exclusivamente
causadas por anomalias cocleares, portanto neurossensoriais. As formas autossbmicas
dominantes sdo, usualmente, pés-linguais, progressivas, menos graves e a alteracio, na
grande maioria dos casos, ¢ do tipo condutiva ou mista (sensorial e neurossensorial) (Petit,
1996; Lalwani, 1999).

1.1.1 - Perda auditiva sindrimica

A identificagic de mutagSes em genes responséveis por quadros sindrdmicos
associados 3 surdez nfo é recente. S3o listadas mais de 400 sindromes genéticas onde a
surdez se apresenta como um dos sinais clinicos, como por exemplo a osteogénese
imperfeita, a qual esta relacionada & surdez com displasias esqueléticas e a sindrome de

Pendred onde a surdez aparece concomitante a disfuncio metabélica.
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Dentre as formas sindrbmicas, uma das mais freqilentes é a Sindrome de
Waardenburg {SW). A SW apresenta-se com grande heterogeneidade clinica Fntre
individuos de uma mesma familia podem ser encontrados diferentes fenétipos, inclusive a
perda auditiva de forma isolada, que pode até ser confundida com as formas nio-
sindrbmicas de surdez. A SW apresenta padrio de heranga autossdmico dominante, e
manifesta-se clinicamente por perda auditiva e hipopigmentagao de cabelos, pele e iris
{(Watanabe er gl , EQ%}D

Outra sindrome importante € a sindrome de Usher que é caracterizada por perda
anditiva associada com retinite pigmentosa. Possui padric de heranga autossBmico
recessivo, e é clinicamente e geneticamente heterogénea. E a mais freqiiente causa de
surdo-cegueira em humanos, sendo responsavel por aproximadamente 5% de todas as
causas de surdez de origem genética. Alguns pacientes com sindrome de Usher apresentam
anormalidades na organizagio dos microtibulos nos axénios das células fotorreceptoras,
células ciliadas nasais, e também degeneragio do 6rgdo espiral. Interessantemente, um dos
genes relacionados 4 Sindrome de Usher (MYO7A) também estd envolvido na surdez

neurossensorial nic-sindrémica (Weil et al., 1995).
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1.1.2 - Perda Auditiva nio-sindrémica

Como mencionado anteriormente, a perda auditiva nfo-sindrimica, € encontrada no
individuo de forma isolada e estd relacionada 3 surdez neurossensorial. Como estio
envolvidos todos os padrdes de heranga possiveis nesta forma de perda, convencionou-se
denominar as diferentes localizagBes dos genes envolvides com a sigla DFN {(proveniente
do inglés deafness) acrescida das letras A e B, significando forma de transmissio
autossbmica dominante (DFNA) e recessiva (DFNB}, respectivamente. Quando se
denominar DFN isoladamente, trata-se de surdez de transmiss&o ligada ac cromossomo X
Apbs as letras, ha um ndmero inteiro, indicando 2 ordem da descoberta do gene (Van Camp
etal, 1997),

A perda auditiva nio-sindrémica é bastante heterogénea e € praticamente
monogénica. Estima-se que mais de 100 genes estejam envolvidos na etiologia da surdez
neurossensorial ndo-sindrémica (Sobe ez al, 2000) De fato, j4 foram mapeados 110 Joci em
cromossomos humanos e 35 genes ja foram identificados {http:/webhost.erz.ac.be/hhh).

Cerca de 75% a 85% dos casos de perda auditiva pré-lingual nfo-sindrdmica
manifestam-se como formas autossdmicas recessivas (DFNB). As formas autossémicas
dominantes (DFNA) estio presentes em 15 a 25% dos casos. Assim como, a heranca
recessiva ligada ao cromossomo X representa cerca de 2% dos casos Além disso, existem
casos de heranca materna, devido 2 mutages em genes mitocondriais que representam 1-2
% dos casos (Guilford et al, 1994; Kalatzis & Petit ez al, 1998).

S8o varias as classes de genes envolvidas na perda auditiva nio-sindrémica. Genes
funcionais, com importante papel nas fungBes cocleares; genes estruturais, necessérios para
a organizacio da actina nos estereocilios e células ciliadas; fatores de transcrigio que
podem modular a expressio de outros genes, ou ainda genes com fungdes ainda
desconhecidas (Kelsell ezal,, 1997),
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1.2 - Conexinas ¢ suas funcbes

A produgio da proteina conexina 26 (Cx26) ¢ codificada pelo gene GIB2 que esta
localizado na regifio cromossdmica 13g11-12. Em termos evolucionérios, as conexinas
podem ser agrupadas em pelo menos trés subfamilias-a, B, v. Entretanto, 2 nomenclatura
mais comum ¢ baseada no peso molecular da proteina, em daltons, por exemplo, Cx26
(GIBZ), Cx30 (GIBS), Cx31 (GIR3), Cx32 {GIB1), Cx43 (al) e assim sucessivamente
(Krutovskikh & Yamasakieraf, 2000; Perkins & Sosinsky eral, 19973,

MutagBes em diferentes genes de conexinas causam surdez com heranca
autossdmica recessiva (GIB2 e GJB3), autossdmica dominante (GIB2, GIB3 e GIBS) ou
mesmo ligada 20 cromossomo X (GJB1). Um mesmo gene pode estar envolvido tanto em
formas sindrOmicas, quanto nio-sindémicas {Rabionet ef al., 2000).

Os genes das conexinas possuem uma arquitetura comum, com uma regifo
codificante contendo um éxon separado da regifo nfo traduzida 5° por um intron de
tamanho varidvel (Bruzzone et al., 1996).

Seis moléculas de conexinas se agrupam para formar uma estrutura chamada
conexon, o qual une-se com células vizinhas equivalentes para formar as jungdes
comunicantes. Um conexon é composto de um Gnico tipo de conexina, podendo se unir com
conexons de outros tipos de conexinas formando, assim, um canal heterotipico. Sio
excecbes 0s comexons da conexina 31 (Cx31) que somente formam canais funcionais

quande unidos com conexons da mesma proteina, ou seja, da Cx31 (Steel, 1998).
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(s conexons, dispostos como uma rede de mathas hexagonais, ¥m um didmetro de
6nm e um canal central e Znm. Fundamentalmente, alteracSes no pH ¢ nas concentragdes
dos ions célcio citoplasmatico podem causar a abertura ou fechamento desses canais e,
assim, a comunicagio intercelular pode mudar com as alteragdes metabdlicas nas células

participantes (Maillet, 2003; Yeager & Nicholson ef al., 1996) (Figura 1).

Conexon
heterotipico

conexina Conexon Canal Canais

heterotipico intercelular intercelulares
homotipico heterotipicos

Figura 1- Representacio esquemdtica da organizagiio das jungdes comunicantes.
Estas s8o caracterizadas pelos conexons (hexamero de uma moléeula protéica, a conexina).
Cada canal intercelular faz a conecgio entre o citoplasma de duas células adjacentes.

Modificado de htip/ . nersonglvaves umisiac.uk.
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Os dois loops extracelulares das proteinas conexinas sio estruturas criticas para a
unifo dos hemicanais {(conexons), na formaglc de um canal funcional. Trés cisteinas
conservadas em todas as espécies de conexinas estio localizadas em cada um desses dois
loops e s&o cruciais para a estabilizagio intramolecular. Além disso, esses dominios sdo
responsaveis pela compatibilidade seletiva entre diferentes espécies de conexinas para
formar canais heterotipicos funcionais (Krutovskikh & Yamasaki ef al., 2000, Perkins et
al,, 1997).

A composigiio dos aminodcidos e o tamanho do Joop citoplasmatico sic bastante
varidveis enire as conexinas, e ¢ nessa regiio que oS polimorfismos sio mais
freqiientemente detectados em algumas dessas proteinas (Krutovskikh & Yamasaki, 2000),

MutagBes no terceiro dominio transmembranico (M3) levam a perda da fungdo de
transporte intracelular. Os conexons sfo formados, mas o transporte é prejudicado devido
a0 ligamento incorreto entre dois conexons ou  incapacidade de formagio de uma jungio
comunicante funcional entre eles (Liu er al., 2000).

A 1dentificaciio de vérias mutacBes associadas com perda auditiva na mesma regifio
do dominio M3 de trés genes de conexinas {Cx26 Cx31 e Cx32), sugere que este dominio é
importante para o funcionamento das proteinas, e que desempenha um papel vital na
formaco dos conexons nas células do ouvido intemo (Liuetal, 2000).

Os canais de gap junctions exibem uma alta seletividade para a difusdo de uma
célula para a outra, nos dois sentidos, em funciio do gradiente eletrostitico, somente de
molécula com massa molecular entre 1000 e 1500 Da (daltons) ou com um didmetro de 0,8
a2 1,4 nm, tais como fons e pequenos metabdlitos intracelulares (Liuv er al, 2000;
Krutoviskikh & Yamasaki, 2000).
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Assim, em alguns tecidos excitdveis como por exemplo, nrisculos cardiacos e nfo
estriado, uma célula pode afetar a outra através do fluxo de corrente elétrica sem a
intervenglo de um transmissor quimico, em contrasie com o modo comum de transmissio
sinaptica. Devido a iss0, essas jungdes tém recebido particular atenciio, pois possivelmente
sio as principais ou até mesmo as inicas que atuam na transmissio elétrica entre as células
{(Maallet, 2003; Poirier ef al., 2003).

Existern outras evidéncias, porém, de que as conexinas podem possuir funcfes que
ndo estdo dirctamente relacionadas com as gap junctions da comunicagfo intercelular.
Recentes experimentos de transfecgfo revelaram que a capacidade das conexinas de regular
a expressdo dos genes que controlam o crescimento, a diferenciacio celular e a supressdio
de tumorigenicidade estd necessariamente cotrelacionada com a capacidade das células se

comunicarem via gap junctions (Krutoviskikh & Yamasaki, 2000} (Figura 2).

Membrana Espaco
Plasmética . extracelular

Conexon

Interior Interior
célula 1 célula 2

Figura 2: Esquema das jungBes comunicantes. Modificado de hiip/orensosiaredu.
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As juncdes comunicantes estio situadas sobre a face basolateral das membranas
celulares e podem ser encontradas em indimercs tecidos, incluindo figado, epiderme, tecidos
conectivos, muscule cardiaco e nfo-estriado, no cristalino e em tecido embrionarios. Na
parte central do sistema neural, elas s8o encontradas no epéndima, na neuroglia e formam
sinapses elétricas entre alguns tipos de neurbnios (Zhang e Nicholson ef al., 1994; Yeager,
1998),

Na céclea situada na orelha interna, também foram encontradas multiplas
subunidades das jungBes comunicantes, as conexinas, refletindo o nivel de organizaciio e
diferenciagiio do tecido. A maior parte das células da coclea estio conectadas via jungio
comunicante, menos as células sensoriais (Kikichi e al., 2000).

Na coclea os conexons existem entre as células de suporte das células ciliadas,
podendo formar um caminho para reciclagem dos fons K+ e transduciio da audicdio,
levando a um influxc endolinfatico desses {ons com despolarizacio da membrana celular,
Acredita-se que as gap junctions tenham um papel fundamental na reciclagem dos ions K+
da endolinfa do ducto coclear apos a estimulagio das células sensoriais ciliadas.

A coclea, como responsavel pela audigio, utiliza aproximadamente 16.000 células
sensoriais ciliadas que dependem, para seu bom funcionamento, de despolarizacio da
membrana celular e transdugio mecanoelétrica, liberagio e transporte de fons, entre outros
eventos (Avrahan, 1997).

Em células adjacentes os conexons que contribuem para a formagio de um canal
intercelular podem ser compostos por idénticas ou diferentes conexinas, formando entio,
um canal homotipico ou heterotipico, respectivamente. A formagiio de canais heterotipicos
¢ limitada pela compatibilidade entre as conexinas (Kumar, 1999). Assim, a falta desta
proteina levaria a um distirbio na formagfo dos conexons e, portanto no fluxo de fons K+,
levando a perda da audicio (Kelsell er af., 1997).

As gap junctions sio numerosas na coclea e na porgiio vestibular, onde a proteina

(Cx26 ¢ uma das principais conexinas expressas além das conexinas 30 e 31,
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A conexina 26 ¢ uma proteina altamente expressa no aparelho vestibular, & &
predominante no érglo espiral da céclea assim como a conexina 32 também estd presente
nas células de suporte. Durante o desenvolvimento coclear, a formacBo inicial & o
subseqgiiente aumento do tamanho e niimero de gap junctions na estria vascular coincidem
com a geragdo inicial e o aumento do potencial endonuclelar, Estas e outras evidéncias
sugerem que o papel das gap junctions na céclea é o de propiciar um caminho para a
passagem de ions para sustentar 2 endolinfa e, consegiientemente, 2 audiciio. Mutaces na
conexina 26 {Cx26) poderfio, portanto, interromper esta circulacio de fons resultando na

perda auditiva (Forge et al., 1992).

1.3 - Gene GJB2

No que se refere ac grande avango nos estudos de genes relacionados 2 surdez, a
descoberta do gene GJB2, como ja4 mencionado, representa a principal descoberta nessa
area (Kelsell er al.,, 1997). Este foi o primeiro gene nuclear relacionado 3 surdez nio-
sindrémica. Inicialmente nio se imaginava seu grau de envolvimento na origem dos casos
de surdez hereditiria, principalmente aqueles com padrio de heranga autossdmico
recessivo. Hoje, porém, sabe-se que esse gene estd envolvido em 50% dos casos onde se
observa o padrio de heranga autossdmico recessivo, e que mutagSes no gene da conexina
26 também podem determinar surdez herdada de modo dominante (Denoyelle ez al., 1598).

Mutacdes no gene GJB2 sdo responsaveis por mais da metade de casos genéticos de
hipoacusia. Mais de 70 diferentes mutagdes nesse gene foram identificadas tanto em formas
recessivas como dominantes de surdez ndc-sindrémica. A mutacio mais freqiientemente
encontrada € a 35delG, que ocorre na maioria dos casos de surdez onde o gene GIB2 esta

envolvido (Salvinelli er al,, 2004).
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A comprovagio de que mutacBes no gene GIB2 estio envolvidas na maioria dos
casos de surdez pré-lingual nfo-sindrémica de heranca autossdmica recessiva, o gue
poderia até corresponder a 10-20% de todos os tipos de surdez mudou a pratica do
aconselhamento genético nessa area. Principalmente considerando-se o fato de que uma
mutaglo especifica (35delG) estd presente em 80% dos casos onde esse gene esti envolvido
{(Cohn efal, 1999; Denoyelle 7 al., 1999; Wilcox ef al., 2000).

Imicialmente, a perda auditiva relacionada ao gene GIB2 foi determinada como
sendo severa ou profunda, mas recentemente tem-se demonstrado que as mutagBes no gene

da conexina também estiio relacionadas a cascs com perda auditiva leve ou moderada
(Salvinelli ez o, 2004).

1.3.1 - Mutagido 35delG

A mutagBo 35delG, que ocorre no primeiro dominio mtracitoplasmatico (IC1) da
proteina conexina 26, trata-se da delegio de uma guanina (G) em uma seqiiéncia de seis
guaninas que se estendem da posicio 30 2 35 dos nucleotideos, no éxon codificante do gene
GIB2, o que resulta na interrupgio do quadro de leitura {(frameshiff). Com isso, a glicina é
convertida para valina no cédon 12, e um cédon prematuro de terminagio na proteina (stop
codon) é formado no codon 13, A mutaglo ocasiona, poertanto, a sintese de um polipeptideo
incompleto, com 12 aminoicidos, a0 invés do polipeptideo normal, com 226 amino4cidos
(Cohn et al., 1999, Zelante et al 1997; Denoyelle er al, 1997; Carrasquilo er al., 1997;
Gasparini et al., 2000; Sobe ez ai., 2000).
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Esta mutaglo no gene que codifica a Cx26 nfio ¢ rara; pelo contrario, sua presenca
em heterozigose pode ser encontrada em até 4% dos individuos em algumas populagdes.
Foi observado, em populages do norte e sul europeu e em populagBes brancas americanas,
que 3 freqiiéncia desta mutagBo estd em torno de 1.3% a 2.8%. Na Italia, especificamente,
sua freqiiéncia € maior 1:32. Em Portugal e na Espanha a freqiiéncia é cerca de 1:40 ¢ 1:45,
respectivamente (Gasparini ef al., 2000).

Em paises em desenvolvimento, ainda sio muito escassos estudos sobre sz
prevaléncia da perda auditiva genética, sob todas as formas. Na populagio brasileira, 2
mutagiio 35delG também € encontrada freqientemente. O primeiro estudo em uma amostra
de neonatos de Braganca Paulista, revelou a freqiiéncia da mutacio em 0,97% dos casos
{Sartorato ef al., 2000).

O fato da mutagfio 35delG estar presente em alta freqiéncia em diferentes grupos
étnicos levantou a hipbtese de que isso ocorria devido A particularidade da seqiiéncia de
nucleotideos do gene ser uma mutagiio kot spot ao invés de um efeito do fundador (Kelley
etal., 1998; Denoyelle ez al., 1997; Morel et al., 1998).

Entretanto, os dados da maioria das populagdes estudadas, com ancestrais comuns
do Norte Europeu, sugeriram um possivel efeito fundador para origem da mutaciio 35delG,
inferindo que esta deve ter se originado ha 500 geragBes ou, aproximadamente, hi 10.000
anos e mantida até os dias atuais (Gasparini et al., 2000; Van Laer ez al., 2001).

Em recente trabalho a mutaclio 35delG foi encontrada em 84,2% dos alelos
mutados, 0 que sustenta a hipétese de que essa mutagio nio € tara na populagio brasileira
(Oliveira ez al., 2002). O Brasil por ser um pais muito extenso, e pela grande miscigenagio
em suas diversas regides apresenta uma consideravel heterogeneidade filogeografica, o que
dificulta as estimativas das prevaléncias de mutagdes as quais variam em diferentes grupos

émicos.
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Os dados relacionados 2 fregiiéncia da mutaciio 35deiG na populagio branca do
Brasil apresentaram uma similaridade de freqiiéneia com toda a populagiio européia (1:51),
¢ que claramente indica que essa alteracfio genética & a maior mutacdo encontrada em
surdez autossémica recessiva em Caucaséides {Gasparini et al., 2000; Oliveira ef 4/, 2004).
Apesar da mistura éinica da populagio brasileira, 2 analise molscular da mutaciio 35delG
ainda € o primeiro passc para a determinacio de perda auditiva,

Em relag8o aos aspectos clinicos da DFNBI, os pacientes com mutagfes em ambos
alelos do gene GIB2 t&m perda auditiva que ocorre na fase pré-lingual. A perda auditiva
assoclada & mutagfo 35del ¢, em geral, bilateral, com grau de perda vanando apenas entre
moderado-severa a profundo, em cerca de dois tergos dos casos, assim a gravidade da perda
auditiva em pacientes homozigotos para a 35delG é altamente varidvel, mesmo entre
irméos (Wilcox et al,, 2000; Denovelle et al., 1999; Cohn et al,, 1999).

A mutagdo 35delG também pode ser diagnosticada ac nascimento a partir de uma
gota de sangue em papel, pela técnica de PCR alelo-especifico, portanto na ocasifio do teste

do pezinho, concomitantemente acs exames de triagem neonatal (Lucotte ez al., 2001).

1.3.2 - Outras mutacées no gene da conexina 26

Além da mutagio 35delG, primeira mutagdo descrita no gene GJB2, pelo menos
outras 70 mutagdes j4 foram relatadas. Em uma amostra da populagfio brasileira, mutagdes
no gene GIB2Z foram encontradas em 22% de familias com surdez neurossensorial nio-
sindrémica, indicando que a anilise molecular desse gene em pacientes com perda auditiva
néo-sindrémica deve ser o primeiro passo na determinagfio das causas de perda auditiva em
nosso pais (Oliveira er al,, 2002}. Isto & particularmente verdadeiro para os casos familiais,
onde mutagdes neste gene foram encontradas em 50% das familias, mas também nos casos

esporadicos, cujas mutagBes estio presentes em 11,55% (aproximadamente 1:9).
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A falta de informacBes precisas por parie da familia acerca de intercorréneias
durante a gestagio, o parto e o perfodo peri-natal, podem confundir 2 natureza genética dos
casos esporadicos.,

Entretanto, uma das maiores dificuldades em relaciio ac aconselhamente genético de
individuos portadores de mutagBes no gene da conexina 26, deve-se ao fato de que em
aproximadamente 10 a 40 % dos casos, mutacdes no gene da conexina 26 sio detectados
em apenas um dos alelos do individuo portador de surdez (Wilcox ef al., 2000).

Varias hipéteses foram formuladas para explicar a surdez associada 4 mutagio em
somente um dos alelos (1) existéncia de mutagBes em regibes nio codificantes do gene
GJIB2Z, afetando a expressdo; (2) mutagBes em outros genes (incluindo genes da familia das
conexinas); (3) relagdo casual, a qual nfo estaria relacionado 2 surdez nesses casos.
Acredita-se que esta Gltima hipétese seja pouco provavel, uma vez que ja foi observada
segregacdo do suposto alelo normal com a surdez (Wilcox ef al., 2000).

Parte desse dilema, 2 respeito dos heterozigotos para mutacio no gene GIB2, foi
esclarecido por um grupe de pesquisadores da Espanha. Foram encontradas duas delecdes
que estio situadas também no cromossomo 13 gue se estendem 2 regifio proximal desse
gene indo até parte do gene da conexina 30 (GIB6). Estas delecSes foram denominadas
A(GIB6-D1381830) e A{(GIB6-D1351854) e referem-se & perda de 342 Kb e 232 Kb
réspectivameme {del Castillo er al., 2003).

Na Espanha, em individuos heterozigotos para o gene da conexina 26, 50% dos
casos apresentam a mutaclo A(GJB6-D1351830) e 25% dos casos apresentam a A(GIB6-
D1381854). Ainda nfio esté esclarecido se estes casos com a mutacio na conexina 26 em
um alelo e a presenga de uma das delecBes seriam um padrio complexo de heranca
digénica ou se haveria inativagdo do gene GIB2 pela delegfio de elementos regulatérios

préximos a esse gene (del Castillo er al, 2005).
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No Brasil, um estudo multicéntrico, em colaboraghio com o grupo espanhol, revelou
que a A(GJB6-D1351830) foi encontrada em 25,5% dos pacientes heterozigotos para
mutagdes no gene GIBZ e a A(GIB6-D1381854) em 6,3%. A porcentagem enconfrada no
Reino Unido foi de 22,2% e no norte da Ttalia, 1,9%. E nio foi encontrada em heterozigotos
da Franga, Bélgica, Israel, Palestina, Estados Unidos e nem Austrilia Fsses dados
comprovam a complexidade da epidemiologia genética de perda auditiva nio-sindrdmica

{del Castillo er al,, 2003; del Castillo ez al., 2005).

1.4 - Ctotoxicidade e genes mitocondriais

As ototoxicoses sfo provocadas por drogas medicamentosas que alteram a oreltha
interna, as quais podem afetar o sistema coclear, o sistema vestibular, ou ambos. Diferentes
drogas podem causar ototoxidade. FEntre elas estdi o grupe dos antibidticos
aminogiicosideos, como a estreptomicina, a diidroestreptomicina, a neomicina, a
canamicina A e B, a paramomicina, a aminosidina, a gentamicina, amicina, a tobramicina e
a anetilmicina. Com excegdo da estreptomicina, tobramicina e geutamicina, que sio mais
vestibulotdxicos que colceotdxicos, todos os demais sio preferencialmente cocleotdxicos.
Esses aminoglicosideos s8o um grupo de antibidticos clinicamente importantes, utilizados
em hospitais de paises ocidentais para combater infecgbes por bactérias aerébias gram-
negativas ou em pacientgs com tuberculose.

Em paises asidticos, os aminoglicosideos sio freqlientemente utilizados como
primeira linha de terapia em pacientes com infecgBes relativamente menores como otite
média e bronquite. Estes antibiSticos sio altamente polares, geralmente, nio
metabolizados, sendo inteiramente excretados pela filtrago glomerular. Assim, a
ototoxidade envolve a audiciio e o sistema renal (Fischel-Ghodsian, 1999; Lortholary
1995).
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Outros grupos de drogas ototdxicas podem ser citades como o iodo e os 4lcoois,
muitas vezes utilizados como desinfetantes para assepsia da orelha média em cirurgias.
Assim como, beta-bloqueadores e diuréticos que provocam alteragdes reversiveis, porém
também potencializam a aglo dos aminoglicosideos. As drogas inflamatérias como a
aspirina e 0s contraceptivos orais sio outros exemplos de ototdxicos que também podem
causar perdas auditivas uni ou bilaterais progressivas e irreversiveis (Black & Peszenecker
eral, 1993}

De todos 0s grupos de ototdxicos citados, os antibibticos aminoglicosideos sdo os
mais importantes & sem divida os mais estudados. Alguns autores concluiram que estes
antibidticos se ligam a0s receptores das membranas das células ciliadas do 6rgdo espiral, da
mécula sscular e da utricular e das cristas do sistema vestibular. Esses receptores sdo os
polifosfoinositidios, componentes da membrana celular com papel importante nos eventos
bioelétricos e na permeabilidade da membrana por interagio com o fon calcio (Schacht,
1993).

A formagio de complexos entre os antibidticos aminoglicosideos e os
polifosfoinositidios produzem modificages na fisiologia da membrana e na sua
permeabilidade, acabando por afetar a estrutura e a fungdo dos cilios, primeiramente,
tingindo a prépria membrana, e finalmente, causando destruigio das células receptoras
{Schacht, 1993).

Mutagdes em genes mitocondriais tm sido apontadas como a causa de uma grande
variedade de doengas, incluindo predisposicio & surdez pelo uso de medicamentos
aminoglicosideos. Vérias mutagdes nesses genes podem causar perda auditiva tanto
sindrémica quanto ndo-sindrémica. A mutaclio mitocondrial A1553G localizada no gene
ribossomal 128r RNA foi 2 primeira alteragio molecular identificado como causa da
surdez; esta mutagio foi descrita em 1993 em uma grande familia &rabe-israelita (Prezant er
al., 1993),
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O DNA mitocondrial (DNAmt) é um pequeno genoma circular localizado no
interior da mitocdndria, a qual encontra-se no citoplasma da célula. Existe 3 hipétese desta
organela ter se originado como um simbionte de células proto-gucaridticas ha
aproximadamente 1,5 a 2 milhdes de anos e conseqlientemente possuir a molécula de DNA
diferente, autdnoma e independente do DMA nuclear (Wallace er al,, 1999).

Cada mitocOndria possui de 10 3 100 moléculas de DNAmt; assim, cada célula
contém milhares de moléculas de DNAmt Cada uma destas moléculas de DNAmt
constitui-se de 16.569bp, dupla fita, em forma circular, o que corresponde a 1-2% do total
de DNA em células de mamiferos. A molécula de DNAmt codifica 13 genes de RNAm, 2
de rRNA e 22 de RNAt, especificos desta organela. Os 13 RNAm sic transcritos em
ribossomos mitocondriais especificos, através de um codige também especifico, em 13
proteinas (Xin Guan, 2004).

As mitocéndrias possuem sistemas de replicagio de DNA, de transcricio e de
tradugdo préprios. Entretanto, muitas das proteinas presentes no interior da mitocondria sio
sintetizadas no citosol celular e importadas para o interior da mitocondria. Sendo assim,
elas interagemn com aproximadamente 60 outras proteinas codificadas no niicleo para
formar cinco complexos enziméticos requeridos na fosforilagio oxidativa. Estes
complexos, situados na membrana das mitocdndrias, estic envolvidos na cadeia
transportadora de elétrons e sintese de ATP (Xin Guan, 2004; Attardi & Schatz es ai.,
1998).

O DNA mitocondrial é transmitido exclusivamente pela mée, j& que apenas as
mitocdndrias do obcito sio transmitidas de uma geragd0 para a outra, sendo assim o
espermatozdide ndo contribui com 0 DNAmt 4 prole (Wallace er al., 1999).

Devido ao fato das mitocdndrias terem uma baixa atividade de reparo de DNA e
serem continuamente expostas a radicais livies como o oxigénio, que & liberado da
mitocSndria pela cadeia de transferéncia de elétrons, mutagBes somaticas no DNAmt sdo

comuns.
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Como cada célula contém mubltiplas mitocéndrias e cada mitochndra contém
maltiplas (10-100} moléculas de DNA, qualquer mutacio que ocorrer produz uma alteracio
nas copias de DNA mitocondrial. Quando a mutacio estiver presente em todas as copias do
DNA mitocondrial € chamada de homoplasmia ou quando estiver presente em apenas parte
do mesmo ¢ heteroplasmia.

A correlacBo de gendtipo e fendtipo em alteragdes na mitocdndria é complexa e
pouco conhecida. Vérias mutagBes em DNAmt podem produzir infimeras manifestacGes
climcas como, perda auditiva, neuropatia, miopatia, cardiomiopatia, Diabetes Melitus,
assim como as doengas Mal de Alzheimer e Mal de Parkinson. Danos mitocondriais
geralmente provocam doengas que afetam tecidos que requerem altos niveis de energia,
como o muscular € © nervoso, como apresentado anteriormente. Estas mutagbes incluem
delegbes ou insergdes e mutagdes pontuais (Xin Guan, 2004).

E realmente comum observar perda auditiva causada por danos mitocondriais
(mutagbes DNAmt), uma vez que a coclea ¢ um orgdo altamente dependente do
metabolismo da cadeia respiratéria (Petty ez al., 1986),

A perda auditiva freqlientemente ocorre como um dos varios sintomas em doencas
sindrémicas causadas por estas mutagdes mitocondriais. A perda auditiva nio-sindrémica
também pode ser causada por mutagBes mitocondriais, como demonstrado por mutacdes no
DNA mitocondrial em familias com perda auditiva de heranca materna, cuja heranca € nfo-
sindrémica em muitos pacientes. Tem-se demonstrado mutacSes ne DNA mitocondrial
associadas a ambos tipos de perda auditiva, sindrémicas e n3o-sindrbmicas (Newkrirk et
al., 1997).

Entre as formas de surdez sindrdmica, ¢ freqiiente observar a perda auditiva como
parte do fenotipo de sindromes neuromusculares como KSS (Kearns-Sayre Syndrome),
MERRF (Myoclonicepilepsy and red fibers) e MELAS (Mitochondrial encephalopathy,
lactic acidosis and stroke-like episodes) ou ainda na Diabetes Melitus de heranga matemna
{(MNewkrirk er al., 1997).
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14,1 - Mutacio A]1555G

Pelo menos seis mutagBes diferentes foram identificadas em familias com perda
auditiva nfo-sindrbmica. Cinco delas estio localizadas no gene RNASer{UCN). A
mutagio A1555G foi a primeira detectada em homoplasmia associada 4 perda auditiva e é
considerada a mutagfo mais comum associada com surdez de heranca materna. Essa
mutagio foi descoberts, inicialmente, em populagBes africanas e asiticas, o que levou a se
pensar na possibilidade de um ancestral comum entre essas populagdes (Prezant e7 ol ,
1993; Howell er al , 1996).

Analisando & filogenia dessa mutacdio, foram encontradas familias com a A1555G
na Africa e Asia. Com isso, consegui-se detectar que hi uma miltipla origem desta
mutago ja que ela foi encontrada em diversas outras emias como a populagdo grega,
inglesa, italiana, mexicana, portoriquenha e vietinamita (Usami e al, 1997; Fischel-
Ghodsian er a/, 1997). A mutaciic A1555G apresenta freqiiéneias altas nas populagdes
espanhola ¢ japonesa o que sugere que populagbes de alto-risco para esta mutacdo existam
em tode o mundo, entretanto a freqiiéncia pode variar de acordo com a heranca racial (Xin
Guan er al., 2004; Fischel-Ghodsian, 1998).

A perda auditiva encontrada em muitos pacientes com a mutagio A1555G apresenta
caracteristicas comuns como: perda auditiva sensorineural bilateral, simetria, alta
freqiiéneia do dano, &s vezes progressiva, variagdes individuais na mesma familia, com ou
sem histéria de uso de antibiticos aminoglicosideos e normalmente mais severa com uso
desses antibidticos.

E sugerido que pacientes que apresentem a mutagio A1555G, quando em contato
com antibidticos aminoglicosideos, apresentem, seqilencialmente, uma perda auditiva
irreversivel. Os fendtipos clinicos variam consideravelmente entre membros da mesma
familia, podendo estes apresentar surdez congénita severa, progressiva moderada, como

também, podem ser fenotipicamente normais (Xin Guan, 2004; Xin Guan et al,, 2000},
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1.4.2 - Mutacdo CI4947

Esta mutagic foi encontrada, primeiramente, em uma grande familia chinesa com
heranga materna de sensibilidade a aminoglicosideos e surdez nio-sindrmica {(Zhao er al |
2003). Membros da familia apresentaram severidade e idade do inicio da perda auditiva
variaveis,

A mutaclo C14947T, recentemente descrita, & uma transi¢io de C para T na posicglo
1494, no gene 128 RNAr A mutagio é apresentada na nova forma 1494U-A1555 pb, &
qual esta na mesma posicio da 1494C-G1555 par de base criado para 2 ligaciio da surdez
com a mutagio A1555G, na base A altamente conservada do gene 12S rRNA. Este sitio
tem sido classificado como o oprincipal alvo de antibidticos aminoglicosideos
{ototoxicidade). Sendo assim, ¢ antecipado que a alteracio na estrutura tercidria do 125

RNAr deve resultar na sensibilidade a aminoglicosideos (Xin Guan, 2004).
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1.4.3 - Mutagdo 4A7445G

A mutagio A7445G estd localizada no gene fRNASer(UCN). Esta interfere
mecanicamente no processamento da cadeia leve do RNAm policistrénico, com
significante diminui¢iio na quantidade de tRNASer{UCN) (Guan et al., 1997).

Essa mutagBo foi encontrada em uma familia da Escécia, de Nova Zelandia e do
JapBo. Todas as familias apresentavam perda auditiva nsurossensorial nfo-sindrdmica de
padrio de heranca materna (Reid er al., 1994; Fischel-Ghodsian e g/, 1995). A avaliagio
clinica da familia da Nova Zelandia revelou queratoderma palmoplantar em muitos de seus
membros.

Assim como a familia japonesa que também apresentou queratoderma palmoplantar
e surdez neurosensorial progressiva (Servior et al, 1998). Na familia escocesa a
penetrincia da perda auditiva detectada foi baixa enquanto na japonesa e na da Nova
Zeléndia, a penetrancia encontrada foi alta. A diferenga da penetriincia nestas situacdes é
aparentemente devida a uma diferenca de haplétipos mitocondriais. Na familia da Nova
Zelandia, 2 seqiéncia completa do DNAmt revelou trés mudangas adicionais no gene do
complexo protéico I {Fischel-Ghodsian ez al.,, 1995).

Esta mutagdo foi encontrada em homoplasmia em todas as familias analisadas neste
trabalho (Fischel-Ghodsian, 2000).
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1.5 - Tratamenic e reahbilitacio da perda auditiva relacionadna aos aspectos moleculares

As possibilidades de terapia génica nas perdas auditivas, nfio alcancaram 0s passos
das descobertas desta area. E interessante ressaltar que a orelha interna possui
caracteristicas que a fazem um Orgdo ideal para a transferéncia de genes mediada por
vetores virals. Primeiro devido acs espacgos preenchidos por liquidos com possibilidades de
inoculacio in sim. As moléculas secretadas na penlinfs podem se difundir e atingir alvos
celulares distantes dentro da cdclea e do sistema vestibular, Além disso, o 6rgio possui um
isolamento eletrofisiclégico que permite ¢ acesso ao funcionamento coclear e avaliacio do
fenétipo (Izumikawa ez al,, 2003},

Apesar disso, nos Gitimos anos pouco se caminhou em direcdo a terapia génica da
surdez, em modelos animais. Entretando, recentes experimentos publicados por um grupo
de pesguisadores da Universidade de Michigan, mostraram a regeneragio de céiulas
ciliadas de cobaias, inicialmente induzidos & perda auditiva pelo uso de aminoglicosideos,
por meio da implantac8o adenoviral do gene Aroh 1 ou também chamado Math 1, cujo
produto € um fator de transcnicio que sinaliza durante a embriogénese o desenvolvimento
de células ciliadas (Izumikawa et al,, 2005).

Apesar da terapia génica ainda estar muito distante de sua aplicagic na pratica
terapéutica, ¢ implante coclear € um recurso viavel e acessivel para individuos com perda

auditiva bilateral e profunda (Izumikawa e7 ai,, 2005).
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1.6 - Impiante cocleay

A partir da década de 1990, o implante coclear passou a ser uma indicagiio clinica
valiosa, sendo cada vez mais utilizado na habilitagio da crianga com perda auditiva pré-
lingual {quando 2 surdez ocorre antes da aquisigio da linguagem oral), como também na
reabilitacio da crianga com perda auditiva pos-lingual (quando a surdez ocorre apds a
aquisigio da linguagem oral).

Atualmente, o implante coclear (ouvido bidnico} é um recurso poderoso de
tecnologia sofisticada, sendo uma prétese que substitui funcionalmente ¢ 6rg8o espiral e
ndo necessita da existéncia de células ciliadas para transferir o sinal para o nerve auditivo,
diferentemente da utilizagio de AASI (aparelho de amplificacio sonora ndividual) que
requer a existéncia destas células. Sendo assim, os eletrodos colocados na coclea estimulam
diretamente as fibras nervosas e as células ganglionares deste nervo, O implante coclear
possibilita 20 individuo 2 sensagfic da audigiio, mesmo os que tenham surdez profunda, e
principalmente o reconhecimento dos sons da fala.

O sistema de implante coclear multicanal foi definido como uma protese
computadorizada composta por dispositivos internos (um feixe de eletrodos e um receptor
estimulador) e por dispositivos externos (microfone, antena transmissora, fios, processador
de fala e imd). O dispositivo interno ¢ implantado através do processo cirtirgico, sendo o
feixe de eletrodos inseridos no interior da céclea e o receptor estimulador colocado junto ao
osso do crinio, abaixo da pele (Costa Fitho ef al., 1998),.

O dispositivo externo é responsivel por captar o som através do microfone
posicionado juntoc 2 orelha e transmitido por um fio ao processador de fala. O processador
envia a informagdo codificada para a antena transmissora colocada junto ao receptor
estimulador. Os sinais codificados sfo transmitidos por radio freqiiéncia para o receptor
transmissor que tem a funcdo de estimular o feixe de eletrodos inserido no interior da
coclea. Os dispositivos internos e externos s3o aderidos por um imé e a transmissio elétrica

ocorre transcutaneamente,
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O Minsterio da Satde Brasileiro apresenta a portaria n° 1,278, de 20 de outubro de
1998, a qual segue os cntérios de indicacio e contra-indicago ao implante coclear
{Anexol}.

Us cnténos atuais do Programa de Implante Coclear da Unicamp seguem as
instrucBes da portaria n° 1.278/GM para os adultos. J4 para as criangas, devido a grande
demanda, o programa prioriza as que tém até 3 anos e 11 meses, com surdez pré-lingual,
com uso de AAST bilateral (aqueles que ndo se adaptam ao AAS]L provavelmente terfic
problemas com ¢ implante), em fonoterapia e com uma familia estnturada para que ocorra
uma reabilitagio fonoaudiolégica adequada e sucesso no implante coclear,

Os critérios para a indicagBo de implante coclear, de um modo geral, sio: perda
auditiva neurossensorial severa a profunda bilateral, inabilidades de detectar a fala através
do uso de AASI; motivagio e adequagio familiar relacionados ao compromisso nos
seguimentos e expectativas para ouvir e methorar a qualidade de vida (Bevilacqua & Moret,
1997).

Além de tempo de surdez e de uso de AASI, acompanhamento fonoaudiclégico e
analise molecular para diagnosticar a eticlogia da surdez, quando nio detectado
clinicamente, também sfio aspectos importantes no prognéstico e nos resultados guanto &
percepgBo e desenvolvimento de fala e linguagem do paciente submetido ao implante
coclear (Bevilacqua & Moret, 1997).

O Implante coclear toma o trabalho terapéutico com as habilidades auditivas
possivel de ser alcangado com mais facilidade e rapidez. O dominio da linguagem oral, que

€ a meta dos terapeutas auriorais, € uma conquista vidvel as criangas implantadas.
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Alguns fatores interferem no desenvolvimento das habilidades auditivas das
criangas que fazem uso de implante coclear. Sio eles:

A caracteristicas de cada crianga: estilo cognitivo, aspectos psiguicos (memobria e atengio)
e 0 desenvolvimento emocional,

B caracteristicas familiares: como os pais e os irmfos que convivem com 2 crianga,

C: ambiente adequado: ambiente aclstico em casa e no contexto escolar que favorega o
desenvolvimento das habilidades auditivas,

D terapeuta e/ou professor: devem ter capacitagio e sensibilidade para realizar o trabalho
adequadamente (Bevilacqua & Moret, 1997),

O implante coclear, com o desenvolvimento tecnoldgico dos Gltimos anos, vem se
tornando uma opgio para o tratamento de pacientes com perda auditiva neurossensorial
bilateral profunda, demonstrando ser um recurso muito benéfico e efetivo na reabilitacdo
desses pacientes. Nas criangas o desenvolvimento de fala e linguagem ocorre com a
percepedio da fala, gradativamente, apds a cirurgia. No primeiro ano de uso do implante
surge a emiss2o dos primeiros vocdbulos; as primeiras frases e a linguagem espontinea
surgem no segundo ano, apés a cirurgia (Bevilacqua & Moret, 1997).

As criangas usudrias de implante coclear se desenvolvem mais rapidamente do que
as criangas que usam aparelhos de amplificagio sonora individual (AASI), e o processo
terapéutico € mais dindmico. As criangas implantadas conseguem obter maior dominio da
leitura oro-facial e, alguns pacientes, conseguem ter um nivel razoavel de compreenso sem
necessidade desta.

Existe uma tendéncia internacional 4 implantacio em criancas cada vez mais jovens,
a partir de um ano de idade. O implante coclear é, comumente, indicado como tratamento
em casos de perda auditiva bilateral severa a profunda em pacientes que apresentem surdez
pré ou pos-lingual. Sendo que os melhores resultados em criangas pré-linguais aparecem
em casos em que o implante € feito entre o primeiro e segundo ano de vida (Bevilacqua &

Formigoni et al., 1997; Azevedo, 1997).
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A possibilidade do implante em adultos surdos, ou seja, em pacientes com perda
auditiva pés-lingual, tem por objetivo 2 aquisiglio da percepcio da fala, e o reconhecimento
das palavras (Bento er al,, 2004). Enquanto que em criangas os principais objetivos sic o
desenvolvimento da linguagem oral e a aquisi¢io da habilidade auditiva (Bevilacqua, 1998;
g etal., 1999).

Os fatores que devem ser avaliados, visando 4 anlise dos resultados pos-implante
sdo: a idade do candidato, as caracteristicas da surdez, o tempo de privacio auditiva, 2
producfo de fala e a habilidade de comunicagio (Bento ezal., 2004).

Alguns trabalhos publicados recentemente propuseram que o implante coclear em
pacientes com perda auditiva, com etiologia genética relacionada is mutacSes no gene
GIBZ, obtém igual ou melhor discriminagio de fala comparada a criancas surdas pré-
linguais com surdez de etiologia nfo esclarecida ou mesmo com surdez congénita como por
exemplo, por citomegalovirus (Sinnathuray ef a/., 2004; Green et al., 2002). Nos casos com
mutagdo no gene GIBZ, a coclea nio estd comprometida como ocorre nos casos de causa
traumatica ou infecciosa como a meningite ou ototoxicidade, que lesam a estrutura fisica da
céclea, impedindo muitas vezes que um nimero maior de eletrodos sejam introduzidos, por
problemas como calcificagfo da coclea. Os danos genéticos causados por mutagfes no gene
GIBZ sio com relagio & estrutura dos conexons, como foi citado anteriormente, ocorrendo
dificuidade de comunicacic intercelular, nfo comprometendo as estruturas fisicas da
coclea, podendo de fato favorecer o sucesso do implante coclear.

Um estudo comparando pacientes implantados com perda auditiva relacionada ao
gene GJB2 ou ndo mostrou que todos os pacientes beneficiados com a técnica de implante
coclear apresentaram resultados positivos com relagioc & percepcio de fala. O efeito
méaximo do implante coclear na vida da crianca parece ocorrer apés quatro anos de uso
{Nikolopoulus et al.,, 1999). Entretanto, nos primeiros 24 meses de usc do dispositivo sio
observados os primeiros resultados quanio &s habilidades de audigio e de linguagem oral
(Bevilacqua, 1998; Nikolopoulus eral, 1999);
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Alguns autores observaram que, apds seis meses de uso do dispositivo, as criancas
aumentaram o balbucio e a produgio de vogais especificas (Molina ef al., 1999). Apés um
ano de uso do implante coclear, as criangas iniciaram a produgdic de duas palavras juntas, e
apls 24 meses comegaram a produzir frases com a utilizagio de verbos (Bevilacqua, 1998;
Molina e al,, 1997; Hassanzadeh et al., 2002).

Para que se obtenha resultados favoraveis em pacientes implantados, uma equipe de
profissionais deve estar relacionada & essa intervenciio, otominolaringologistas {cirurgifes
ou ndo), fonoaudidlogas, psicélogos, assistentes sociais e geneticistas. Um grupo
multidisciplinar ampara paciente e sua familia na busca por resuitados positivos e
satisfatérios.

Evidentemente que, os resultados obtidos em pacientes que receberam o implants
coclear tém sido satisfatérios e animadores, mas existem muitas diferencas individuais. De
qualquer forma os pacientes que apresentaram resultados positivos nos exames moleculares
foram encaminhados ao aconselhamento genético com o objetivo de se esclarecer sobre a
perda auditiva genética, seus riscos e consideracdes.

O trabalho clinico feito no Ambulatério de Otorrinolaringologia da Unicamp tem
demonstrado vantagens na implantagic de criangas mais novas entre 1 e 2 anos de idade.
Existem alguns fatores prognésticos, com implicacSes diretas, no desenvolvimento da fala
e da linguagem de criangas com perda auditiva que sfo denominados como: 2 idade em que
se micia a perda em relaglio 4 plasticidade cerebral e o periodo auditivo critico; a duragio
da perda auditiva; se houve a adaptagio precoce de aparethos auditivos; o modo de
comunicagio e o ambiente s6cio familiar.

Contudo, 2 habilidade das criangas mais novas fazerem uso do aprendizado incidental
e da generalizagio diminuem a extensfio do atraso lingiistico (Bollard & Green, 1999;
Miyamoto ef al., 1999; Robbing, 2000).
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Com as vantagens observadas ao realizarem a cirurgia em criangas com idade que
varig entre 1 e 2 anos, momento em que a crianga estd completamente inserida no contexto
familiar, se torna de suma importincia um trabalho efetivo junto as familias. Quanto maior
o envolvimento familiar, melhor e mais rapido sfo os resultados observados. A natureza e o
grau de comprometimento de pais ¢ familiares é decisivo para ¢ sucesso do implante
(Sim8es & Maciel-Guerra, 1992; Waltzman & Shapiro, 1999).

Com o avange das pesquisas na genética da perda auditiva, pbde-se observar a
importdncia dos estudos de mutagBes no gene GIBZ. O grande nimero de casos com
mutagbes identificadas neste gene faz com que aumentem as expectativas com relagio ao
aconselhamento genético (Sobe e al., 2000).

A viabilidade ¢ os beneficios de rastreamento de mutagdes no gene da conexina 26
estio se refletindo na saGde pablica. O uso de testes moleculares, em conjunto com os
audiol6gicos, ajudaré na detecgiio precoce da surdez, o que é de extrema importincia no
manejo desses pacientes, em particular nos casos de surdez progressiva, pois a estimulacio
da linguagem em seu periodo critico faz com que as criancas aprendam a se comunicar
antes que a surdez se torne mais grave. Além disso, é possivel hoje inclusive, o diagnéstico
preditivo, naqueles mdividuos afetados por mutagdes no gene da conexina 26, ainda sem
manifestagfo da surdez. As conseqiiéncias dessa predigio, no 4mbito social e familiar, sio
enormes, seja em relagio 3 prevengio da surdez, ou no awxilio e redugiio de custos
destinados & educagfio especial desses individuos, seu tratamento médico e decisio
profissional (Sobe eral., 2000, Sartorato et al,, 2000).

O aconselhamento genético € um processo de comunicacio que visa, especialmente,
orientar casais sobre o risco de doengas genéticas em descendentes e fornecer-lhes
informagfio periinente, exposta de forma simples, sincera e direta. Sendo assim ele abarca,
esclarecimentos, tanto para individuos com perda auditiva quanto pessoas portadoras de
outras anomalias gen€ticas. Mas quando se trata de aconselhamento para individuos com
perda auditiva, dois aspectos devem ser considerados: a questio sécio-cultural e &

heterogeneidade eticlogica,
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(uanto & heterogeneidade, uma grande parcela dos afetados & representada por
casos esporadicos de surdez isolada. Sendo assim, em casos onde apenas ¢ paciente em
questic € afetado, sem apresentar casos de consangiinidade e nem apresente um
diagnéstico de sindrome associada, fica extremamente complicado afirmar que a perda
auditiva apresentada seja de cariter ambiental ou pgenético e assim fazer um
aconselhamento adequado. A analise do historico gestacional e das intercorréncias pos-
natais podem auxiliar na exclusio ou nio da infludncia de fatores ambientais. Mas de
qualquer forma, o aconselhamenic genético tenta mostrar oS Tiscos empiricos, calculados
com base em pesquisas populacionais sobre a ocorréncia da perda auditiva (Silva er al.,
1995).

Os riscos de recorréncia do problema em filhos e outros parentes proximos devemn
ser alertados quando a etiologia & genética para a perda auditiva.O aconselhamento
genético de pais de pacientes com perda auditiva esporadica permitira avaliar o risco de
uma futura crianga poder ter perda auditiva semelhante. £ de costume que médicos que
acompanhem criangas encaminhem também as familias para os servigos de aconselhamento

genético,
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2.1 - Objetivo principel

Estudar a incidéncia de surdez genética em individuos candidatos ou submetidos ao
implante coclear, 0s guais tiveram a surdez diagnosticada como, supostamente, idiopatica, a

fim de esclarecer a sua etiologia para aconselhamento genético e orientagio familiar.
2.2 - Objetivos especificos
2.1.1 - Verificar as mutaces:

&) 35delG no gene da conexina 26 (GJB2),
b} delegBes del(GIB6-D1381830) e del(GIB6-D1351854),
¢) mitocondriais A1555G, A7445G e C1494T,

¥ Em individuos com perda auditiva neurossensorial ndo-sindrémica que
foram submetidos ao implante coclear.

¥" Em individuos com perda auditiva neurossensorial nfo-sindrdmica que se
enquadram aos critérios estabelecides no programa de implante coclear,

considerados candidatos potenciais a esta opgdo.
2.1.2- Investigar a presenga de outras mutagdes no gene GJB2.

v Em individuos com perda auditiva neurossensorial ndo-sindrdmica que
foram submetidos ac implante coclear, onde nio foram observadas as
mutagdes rastreadas no item 1.

v" Em individuos com perda auditiva neurossensorial ndo-smdroémica que se

enquadram aos critérios estabelecidos no programa de implante coclear,
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considerados candidatos potenciais 2 esta opcie, onde nfo foram observadas as

mutagbes rastreadas no dem 1.

2.1.3- Determinar a freqiiéncia de individuos submetidos ao implante coclear com

surdez de etiologia genética e mutacBes no gene da conexina 26 (GIB2).

2.1.4- Buscar comelacionar a etiologia da surdez aos diferentes parimstros

relacionados ac sucesso do implante coclear.
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3.1 Casuisticn

De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos,
resolugdo 196/96 do Ministério da Safde, o projeto referente ao presente estudo foi
encaminhado ac Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp e & Comissio Nacional de Etica em Pesquisa de Brasilia, DF (CONEP), com
aprovacdo em ambos {Anexc 2).

Fizeram parte desie estudo 130 individuos, dos quais, 98 sfo pacientes e 11
familiares provenientes do Ambulatéric de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas-
Unicamp; 17 sdo pacientes e 4 familiares provenientes do Hospital de Reabilitacio de
Anomalias Craniofaciais, da USP, Bauru (Centrinho). Dentre os 115 pacientes, 59 foram
submetidos ao implante coclear na Unicamp e 10 implantados em Bauru, entretanto apenas
em 49 pacientes os exames moleculares foram totalmente concluidos e considerados nesse
trabalho. Todos os individuos apresentavam perda auditiva neurossensorial nio sindrémica
e todos foram incluidos nessa amostra tendo a sua participagiio previamente autorizada,
mediante assinatura do Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3), ap6s terem recebido
esclarecimento sobre o estudo a ser realizado.

Os pacientes da Unicamp foram encaminhados para essa pesquisa apds passarem
por avaliagdo clinica no Departamento de Oterrinolaringologia do HC-Unicamp. Foram
coletadas amostras de sangue de cada paciente e encaminhadas diretamente ac Laboratério
de Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da

Unicamp, onde foram realizados os exames genéticos.
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3.2 Exames moleculares realizados em pacientes candidatos ¢ submetidos o

implante coclear provenientes do HC-Unicamp e do HRACF- Baurx,

Os dados obtidos dos pacientes, tais como sexo, idade, data da ativagfio do implante
estio relacionados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Todos os pacientes avaliados neste
estudo apresentavam perda auditiva bilateral profunda,

Us pacientes provenientes do HC-Unicamp foram numerados seguidos da letra A,
compondo assim o grupo A & do HRACF-Bauru apresentam numeracio seguida da letra B,

compondo o grupo B.
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Tabela 1 — Dados das familias pertencentes ao grupo A provenientes do HC- Unicamp.

Familias Endividuos Sexo Idade {anos) Bituacio Data da ativacio
do implante
1A 14 M 24 Implaniado (36/11/2002
A 2A F 51 Implantado 12/03/2003
3A 3a F 8 Implantado St
3 A (imi) F S1 e ——
3 A-M{mie) ¥ 81 ey e
3AP{pai) M 8i P e
4 A 4A F 4 Implantado S
4 A{mie ) F S S SO
4 A (pai) M 51 e — e
44 {1a) F Si D o
5 A SA F g Candidata -
5 A 6 A M & Candidato -
TA 7A F 44 Candidato -
gA gA F 51 Implantado 14/08/2002
gA 9 A M 3 Implantado 20/09/2004
10A WA F 4 Implantado 140772004
11A 11A M 4 Implantado 28/04/2004
11 A{mie) F SI e e
11 A(pai) M 81 e e e ——
12 A 1ZA F 33 Candidata -
13A 13A M 4 Candidato -
14 A 14 A M 36 Candidato -
15A 1S A F 5 Implantado 03/11/2004
16 A 16 A M 62 Implantado 11/08/2004
17A 174 F 38 Implantade 17/12/2003
18A 18 A M 6 Candidato -
19 A %A F 27 Implantado 28/01/2004
20 A WA M 3 Impiantado 03/03/2004
21 A 21 A M 4 Implantado SI
22 A 22 A M 38 Implantado 08/10/2003
23 A 23A F 33 Tmplantado 26/05/2004
24 A 4 A F 5 Implantado SI
254 25 A F 5 Implantado 31/03/2004
25 A-M ( mie ) F SI — -
25 A-P (pai) M SI o -
25 A-I {imnd ) F 81 r——— -
26A 26 A F 8 Implantado 18/08/2004
27A 2TA F 3 Implantade 24/09/2004
28 A 28 A M 3 Implantado S1
29A 294 M 5 Implantado 21/12/2004
30A 30 A ¥ 3 Candidato -
31A 31 A M SI Impiantado SI
32A 3ZA M 3 Implantado 15/09/04
33A 33A M 21 Candidato -
34 A 34 A F ST Candidato -
354 354 M 24 Implantado 03/12.2004
36 A 36 A ¥ 56 {mplantado 13/16/2004
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Continuagdo Tabela 1 — Dados das familias pertencentes ac grupo A provenientes do HC-

Unicamp.
Familias Individues Sexo Idade {anosg) Sitmacze Date da ativagio

do implante
37 A 37 A M 4 Landidato -
38 A 38 A M 2 Candidato -
39 A 394 M 3 Candidato -
40 A 40 A M 42 Candidate -
41 A 41 4 F 47 Implantado 54/08/2004
424 42 A ¥ 3 Implantado 2R06R00S
43 A 43 A E 54 Implantade (2/04/2003
44 A 44 A ¥ &I Candidato -
45 A 45 4 ¥ 51 Candidato -
46 A 48 A M 3 Implantado 05/01/2008
47 A 47 A F 4 Implantado 02/03/2005
48 A 48 A M 3 Implantado 15/12/2004
49 A 4% 4 M 4 Implantado SI
50 A 80 A M 4 Implantado 01/12/2004
S51A 51 A M 51 Implantado 23/03/2005
52 A 824 M 17 Implantado 04/05/2005
53A S3A F 4 Candidato -
54 A S4A M 4 Implantado 30/03/2005
55 A 55 A F 4 Implantado 06/04/2005
56 A 56 A M 50 Candidato -
5TA 57 A F 61 Implantado 29/06/2005
58 A S8 A M 9 Implantado 06/12/2004
59 A S9 A M 3 Implantado §7/01/2005
80 A 60 A F 43 Candidato -
81 A 61 A F 10 Implantado 06/05/2005
62 A 62 A F &5 Implantado 09/03/2008
63 A 63 A F 2 Candidato -
64 A 64 A F 2 Implantado 13/042005
65 A 65 A M 3 Candidato -
66 A 66 A F 40 Implantade 09/10/2002
57 A 67 A ¥ 38 Implantado 10/672002
68 A 68 A M 3 Candidato -
69 A 69 A M 45 Candidato -
TOA TG A M 3 Candidato -
71 A 71 A F 4 Implantado 01/06/2005
T2 A TZA F 60 Implantado 03/09/2003
734 73A F 3 Implaniado 14/07/2004
74 A T4 A F 56 Implantado 13/07/2005
75 A 75 A F 3 Candidato -
76 A T6 A M 57 Candidato -
TTA 77 A M 78 Implantado 08/10/2003
78 A TE8A F 50 Implantado 24/09/2003
TG A 7oA M 1 Implantado -
80 A 80 A F 43 Candidato -
8l A BLA F &6 Implantado 12/11/2003
82 A 824 M 39 Candidato -
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Continuag8o Tabela 1 ~ Dados das familias pertencentes ac grupo A provenientss da

Unicamp.
Familias Individuos Sexo Idade (anos) Situscio Data da ativagis

do implante

23 A 83 A M 44 Implaniado 13/05/2005

84 A 844 M 30 Candidate -

854 854 M 42 Implaniado 12/03/2003

86 A 86 A M 2 Candidato -

87 A 87 A M 62 Candidato -

88 A 884 M 30 Candidato -

52 A 8% 4 F 33 Candidato -

90 A o0 A F 36 Candidato -

31 A 91 4 %) 2 Landidaic -

924 9% A 13 28 Candidato -

934 93 A M 48 Implantade 10/12/2003

94 A 94 A F 46 Implantado Q7052003

G5 A 95 A M 46 Implantado 10/03/2004

56 A 96 A M 5 Candidato -

57 A 97 A M 8 Candidato -

S8 A 98 A M 2 Candidato -

F: ferninine; M: masculine; SI: sem informagio.

Tabela 2 ~ Dados das familias pertencentes ao grupo B provenientes de Bauru.

Familias Individuos Sexo idade (anos) Situacio Datada
ativacio do
implante
1B iB M SI Implantado SI
ZB 2B M SI Impiantado St
3A 3B M 4 Implantado Si
3B-M {mie) F 25 ——— —
3B-P{pai} M 25 JER— J—
4B 4B ¥ 5 Implantado 81
4 B-M (mie) F 31 R e — -
4B-P{pai} M 38 D ——
5B 5B M 11 Implantado SI
6B 6B M 7 Candidato -
7B 78 M 4 Candidato -
8B 8B M 4 Candidato -
9B 9B M ) Candidato -
6B 6B M 4 Candidato -
11B ilB F 2 Candidato -
2B i2B ¥ 11 Implantado SL
13B 3B M 30 Implantado 03/07/1998
4B 4B F 10 Implantado 81
15B iSB F 1 Candidate -
16B 168 ¥ St Implantada SI
178 178 F 4 Impiantada 180372004

F: femining, M: masculing, 81 sem informagio.
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3.3 Métodos

3.3.1. Extragio de DNA gendmico de sangue periférico

A extragdo de DNA gendmico foi realizada a partir de leucéeitos obtidos em 10 a
13ml de sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA 10% ou coletado
em papel FTA, utilizando o método de fenol-cloroférmio, em protocolo adaptado no
Laboratério de Genética Humana - CBMEG.

3.3.2. Detecglo da mutacdo 35delG no gene GJB2

A partir do DNA extraido do sangue periférico total dos pacientes, a mutagiio
35delG foi analisada pela técnica de AS-PCR, utilizando ARMS primers (do inglés
Amplification-Refactory Mutations System) para detecciio de mutac¢Bes de ponto (Scott ef
al., 1998). O primer ncrmal (NOR) foi usado para amplificar o alelo sem 2 mutagio
33delG e o primer mutante (MUT) para o alelo com a mutagio 35delG. O primer comum
(COM) foi usado como primer inversc juntamente com o primer NOR e MUT. Com essas
duas reaces (NOR e MUT) analisa-se cada individuo como sendo homozigoto normal para
a mutagio 35delG, homozigoto mutante para essa mutagiio e heterozigoto. Os primers A e
B sfo usados como controles internos de amplificaciio. Esta técnica foi desenvolvida no
Laboratério de Genética Hurnana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética,
a qual se encontra patenteada (patente n° P10005340-6: Método de teste para surdez de
onigem genética-UNICAMP, 2002).
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3.3.3. Detecciio das delecfes A{GIB6-DI3S1830) e A{GIB6-DI351854)

Através da técnica de PCR foram analisadas as delegBes A(GU/BG-DI3SI830) e
AMGJIB6-DJ381854) utilizando primers previamente descritos por del Casiillo e
colaboradores {(2005). Desenvolveu-se um tnico teste diagnéstico envolvendo as duas
delegdes em um mesmo PCR. Os fragmentos de DNA amplificados contém os pontos de
quebra de ambas as deleg¢Ses, assim como um segmento do éxon 1 do gene GIB6, que €
usado como confrole para checar a eficiéncia da PCR e distinguir os alelos heterozigoto e
homozigoto para qualquer das duas delegdes,

A utilizagio dos trés pares de primers (Tabela 3) em conjunto resulta em dois
produtos diferentes de amplificaclio na PCR: 333pb referente ac éxon 1 do gene GIBS,
460pb ¢ 564pb relacionados as delegBes A{GJB6-D1351830) e A(GJB6-D1351854),

respectivamente.

del(GIB6-D1381854) 306Kb

ré Ea

del(GJB6-D1351830) 254Kb

|

GIB6IR| . 5 + BKR-I

DelBK1 : DelBK2

Cx30ExIA: —a
< Cx30Ex1RB

Figura 3: Esquema representando as duas delegdes A(GJB6-D1351830) e A(GJB6-
DI351854).
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‘Tabela 3 - Sequéncia de primers para amplificagiio das delecBes A(GJ/B6-D1381830) e
A(GJB6-1D1351854) no gene GIBG.

Par Posicio FPrimer 8 —23°
I | pontodequebrada | GIBG-IR-TTT AGGGCA TGATTG GGG TGA TTT
del{GJB6- BKR1-CACCATGCGTAGCCTTAACCATTITT
D1351830)
2 | ponto de quebrada | DelBK1 - TCA TAG TGA AGA ACT CGA TGC TGT TT
del(GJB6- DelBK2 - CAGCGG CTACCCTAGTIGTGG T
D135S1854)
3 exon 1 do gene Cx30Ex1A - CGT CTT IGG GGG TGTTGC TT
GIB6 Cx30Ex1B - CAT GAA GAG GGC GTACAAGTT AGA A

3.3.4. Amplificacdo do gene GIB2

O gene GJIB2 possui 2311pb e é composto por apenas 1 éxon codificante, com
618pb (GenBank, nimero de acesso: M86849), codifica uma das proteinas da familia das
conexinas, a conexina 26 (26-KDA), com 226 aminoacidos. O éxon foi dividido para
amplificagio pela reagiio em cadeia da polimerase PCR — do inglés Polymerase Chain
Reaction. As sequéncias dos primers, a posicio de anelamento e o tamanho (em pares de
bases) dos fragmentos amplificados por cada par de primers 80 mostrados na tabela 4

(Kelsell eral., 1997; Denoyelle er al., 1997).

Tabela 4 Sequiéncia de primers para a amplificagio do gene GIB2.

Par | Posicio | Primers 5'—>3° Tamanho (pb)
i -32 Cx1F - TCT TTT CCA GAG CAA ACCGC | 284

254 CxIR - GAC ACG AAG ATC AGC TGC AG
p/ 172 Cx2F - CCA GGC TGC AAGAACGTGTG | 520

692 Cx2R - GGG CAA TGC GTT AAA CTG GC
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A amplificacdo do gene consiste em 30 ciclos usando de 200 a 500ng de DNA
gendmico, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfate (dATP, dCTP, dGTP ¢ dTTF)},
20pmol de cada primer (direto e inverso), 2,5U de enzima Tag DNA pelimerase em tampéo
de PCR 10X (Tns-HCI 10mM pH 8,8) e 1,5mM de MgCl,, em um volume final de reagio
de 50ul.

Na amplificagio dos fragmentos foram utilizados ciclos de amplificacio
determinados de acordo com o Tm (temperatura de fusfio, do inglés-melting) de cada

primer utilizado como mostra a figura 4 (Kelsell eral, 1997, Denoyelle eral., 1997).

30 ciclos
94°C  94°C
Bmin : Imin 7oL 72°(
1min Bmin
860°C
imin

Figura 4 - Ciclo utilizado na amplifica¢fio do gene GJB2.

Os produtos de amplificagio foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em tampéo de corrida TBE, corados com Brometo de etidio e os fragmentos amplificados

foram visualizados por luz ultravioleta.
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3.3.5 Seqiienciamento automiftico do gene GIB2
3.3.5.1 Purificac@o dos produtos de PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram punificados utilizando-se o Kir Wizard
SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Apos a purificagio as amostras foram
quantificadas usando-se o marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (GIBCO)

para postenior seqgilenciamento.
3.3.5.2 Reaciio de seqilenciamento automitico para produfo de PCR

As reagles de segiienciamento foram realizadas no seqiienciador automatico ABI
PRISM™ 377 (Perkin Elmer) utilizando-se o BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit
V2.G Ready Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems). As reacdes foram constituidas de:

40-30ng de DNA

2 pl do mix BigDye

1yl do primer direto ou reverso (SpM/ul)
Completar com HQ deionizada para 10ul
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A reagfio de seqiienciamento consistinv de 30 ciclos nas condigBes especificadas na figura 5.

96°C

96°¢C

30 ciclos

Imin

10seg,

60°C  72°C

/ dmin §5m§ﬁ

Figura §: Ciclos utilizados no seqiienciamento do gene GIB2.

As reagbes de seqlienciamento prontas foram purificadas e liofilizadas de acordo

com as seguintes etapas:

. Adicionou-se 80ul de Isopropanol 75% e incubou-se por 15 minutos no escuro;

. Centrifugou-se por 30 minutos a 13.000rpm, descartando o sobrenadante

vagarosamenie em papel absorvente;

. Adicionou-se 150ul de etanol e centrifugou-se por 10 minutos descartando o

sobrenadante ¢ deixando o etanol escorrer e evaporar por completo.
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As reagBes foram entfo mantidas a -20C até o momento da aplicagio do gel de

seqienciamento. Antes da cormida, o precipitado foi eluido em 3ul de tampio

formamida/Blue Dextran (5:1). As amostras foram previamente desnaturadas a 96°C por 2

minutos e 1,5p] da amostra contida em cada tubo foram aphicadas no gel de

seglienciamento, sendo submetidos a uma comrida eletroforética. A composi¢io do gel de

seqlienciamento encontra-se descrita abaixo; posteriormente, tal gel foi filtrado em fltre

0,2Zum (Miilipore),

3.3.53.3 Preparo do gel de acrilamida

Foi utilizado gel de poliacrilamida a 4,5%, composto por 100ml de solugio de
acrilamida (19:1), 100ml de tampdo TBE 10x, 360g de uréia, 10g de resina {Dowex MR-

3[1-9005]) e 4gua destilada para um volume final de 1 litro. Para a polimerizacgo, foram

adicionados 195u1 de persulfatc de aménioc 1%

(Tetrametiletilenodiamino).

Gel de acrilamida 4,5%:

360g de uréia

10g de resina (Dowex MR-3 {I-9005])
100m! de solugdo de acrilamida (19:1)
100mi de TBE 10X

Completar o volume com H,O para 1litro

3.3.5.4 Andlise das seqiiéncias obtidas

e 195ul de TEMED

As seqiéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com a seqliéncia normal do

cDNA do gene GIB2 com o auxilio dos programas de analise Chromas e Gene Runner.
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3.3.6. Defeccio de mutacdes em genes mitocondrinis

335.6.1 Mutagio AISS5G e C1494T no gene 128 RNAr e mutacbes A7445G no gene
tRNASer (UCN).

Foram amplificados fragmentos de DNAmt de 2060pb no gene 128 fRNA, para

detectar & mutaglo Al353G e fragmentos de 441pb para detectar 2 mutacio C14947T, e
fragmentos de 1821pb para detectar a mutagio A7445G no gene tRNASer (UCN). Para

estas reagbes de amplificacio foram sintetizados trés pares de primers como mostrado na

tabela 5 a seguir, onde os pares 1, 2 ¢ 3 foram utilizados para detecgfic das mutacBes

C1494T, A1555G e A7445G, respectivamente (Anderson ¢fal., 1981; Zhao et al., 2003).

Tabela S: Posigbes de anelamento e seqiiéneia dos primers utilizados na amplificacio dos

fragmentos mitocondriais e tamanho dos fragmentos gerados.

Parde Gene Segiiéncia dos Primers 5733’ Tamanho de
primers fragmente
(pb)
i 128 IRNA MIT F- GTCGAAGGTGGATTTAGCAGT 441
MIT R- CAGAAGGTATAGGGGTTAGIC
2 125 fRNA MIT1F- ATATCTGAACACACAATAGC 2060
MIT 1R- GAAACCGACCTGGATTACTC
3 tRNASer MIT 2F- AAATGATCTGCTGCAGTGCT 1821

(UCN)

MIT 2R- TCCTTTAGTGTTGTGTATGG
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Os produtos de amplificagio foram submetidos 4 anilise de restricfio usado 2
enzima BsmA 1, por duas horas a 55° C para deteccio da mutacio A1555G, com Xba Ipor
duas horas a 37°C para detecgfio da mutagio A7445G e com Hph I para a detecglio da
mutaciio 14947 da seguinte forma:
17,5ul de produto de PCR
2,0ul de tampéo da enzima
0,5ul da enzima respectiva

A digestio de produtos de PCR normais para a mutagiio A1355G com a enzima
BsmA 1 gera 3 fragmentos de 1100pb, 51pb ¢ 444pb. Quando esta mutaciio € detectada, um
dos sitios de restrigiio ¢ abolide; assim, apenas dois fragmentos s#o gerados, um de 1616pb
e outro de 444bp.

Com a presenga da mutagio A7445G, dois fragmentos de 1386pb e 435pb sdo
gerados, apods digestio com a enzima Xba I Na auséneia da referida mutagiio, um sitio
adicional para a enzima € criado, sendo gerados 3 fragmentos de 846, 540 e 435 pb.

E com a presenga da mutagio C1494T o sitio de restrigio € abolido mostrando
somente uma banda de 441pb. Na auséncia desta mutagio sio visualizados 2 fragmentos
um com 370pb e outro com 71pb.

Os produtos da digestio foram submetidos 4 eletroforese em gel de agarose 1% em
tampdo Tris-Borato-EDTA, ou TBE. O gel foi corado com brometo de etidio e os
fragmentos amplificados foram visualizados sob iluminagio ultravioleta e fotografados.

Os produtos de amplificagio das trés mutagSes estudadas, apds serem submetidos a
digestio pelas enzimas especificas, apresentam fragmentos de digestio de diferentes

tamanhos conforme apresentado na tabela 6.
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Tabela 6: Produtos da digestio com enzimas de restricio.

Mutacdo | Tamanho dos produtes de Enzima de Tamanho dos produtos de
amplificacio restricio digestio

A1S885G 2060pb BsmAl sem mutagio: 444pb, S16pb
e 1100pb
com mmutagfo: 444ph e
1616pb

AT445G 1821pb Xbal semm  mutagfior  435ph,
540pb, 846pb
com mutacio: 435ph e
1386pb o

C1494T 441pb Hph1 Sem mutagio: 441pb T

Com mutagiio: 370pb e
71pb
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Resultados

Foram analisados, quanto & presenca de mutacBes em genes relacionados & perda
auditiva, 98 pacientes, candidatos ou j& submetidos ao implante coclear ¢ 11 familiares
analisados apenas quanto 3 mutagfio 35delG no gene GIB2, provenientes do Hospital das
Clinicas-Unicamp; pertencentes ac Grupo A e 17 pacientes candidatos ou ja submetidos ao
mmplante coclear assim como 4 familiares também analisados apenas quanto 3 mutacio
35delG no gene GIB2, provenientes do HRACF-Bauruy, pertencentes ao Grupo B.

Os resuitados sfio apresentados, a seguir, conforme os testes moleculares foram
realizados: PCR alelo-especifico, delegles A(GIB6-DI351830) e A(GIB6-D13518354),
mutagbes mitocondriais A1555G, A7445G e C1494T e seqiienciamento automatico.
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4.1 - Andlise do gene GJBZ

Para a andlise do gene GIB2, foram amplificados pela téonica de PCR dois
fragmentos, dividindo-se desta forma, o éxon do gene a fim de facilitar o seu

seqlienciamento {figura 7):

-777pb
- 520pb

-284pb

Figura 7 — Gene GIB2 amplificado na reacio de PCR. M- marcador de peso
molecular (100pb — Gibco BRL®); A e B - fragmentos do gene denominados Cx1 e Cx2,

respectivamente; C — éxon do gene GIB2.
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4.2 - Identificacdo da mutacdo 35delG encontrada no gene GJIB2Z

Inicialmente os pacientes e familiares foram analisados quanto a presenga da
mutaglio 35delG, pela técnica de AS-PCR. A figura 8 ilustra os resultados obtidos a partir
de um individuo normal, heterozigoto e homozigoto para a mutagiio 35delG.

Dentre os 49 pacientes implantados e com analises moleculares concluidas foram
encontrados 8 pacientes homozigotos, 7 pacientes heterozigotos, 1 paciente heterozigoto
composto e 33 pacientes normais. A mutagiio 35delG estd presente em 32,65% dos
pacientes implantados, sendo responsivel por 75% dos alelos mutantes, considerando os
genes GIB2, GIB6 e os mitocondriais, 128 RNAr e RNASer(UCN). Quando considerado

apenas o gene GJBZ, a mutacfio 35delG foi responsavel por 84,2% dos alelos mutantes.

Controle - 360pb
Normal -202pb
Controle -360pb
35delG —— -202pb

L]

[. = Heterozigoto 35delG
a = Homozigoto 35delG

L] = Homozigoto alelo normal

Figura 8 — Técnica de AS-PCR para detecgiio da mutagio 35de1G.
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4.3 - Identificacfio das delecbes A(GIB6 -D1351830) e A(GTB6 ~D1351854 )

No presente estudo as delegfes A(GJB6-DI1351830) ¢ A(GIBé-D13S1854} foram
pesquisadas em todos os pacientes. Somente os familiares da paciente 4A foram analisados
quanto & primeira delegio, devido a paciente apresentar esta mutagio em homozigose. O
heredograma desta familia € mostrado na figura 10. A figura 9 abaixo ilustra resultados das

duas delegdes.

A A(GIB6-D1381854) nio foi encontrada em nenhum dos pacientes analisados.

_B6dph
_460pb
_333pb

Figura 9 - Resultado da técnica de PCR para deteccdo das delegdes A(GIB6-
DI13S1830) e A(GJB6-D1381854) M = marcador ladder 100pb Gibco BRL®: A -
individuo normal; B- A(GIB6-D13S1830)/N; C- A(GJB6-D13S1830)/A(GIB6-D13S183 0);
D e E - A(GIB6-D1381834)/N.



76

Resuftades

A(GIB6-D13S1830)/A(GIB6-D1351830)

Figura 10 ~- Heredograma da familia 4A.
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4.4 « Identificacdo da mutacdo A1555G no gene mitocondrial 128 yRNA

Para a detecglio da mutagio A1S55G foi amplificado um fragmento do gene 128
tRNA de cada paciente, pela técnica de PCR (figura 11).

LiKk

Figura 11: Fragmento do gene 128 rRNA amplificado pela reagio de PCR em gel
de agarose 1%, corado com brometo de etideo. (a) Jadder de 1Kb Gibco BRL®, e (b)
fragmento de 2060pb.

A figura 12 ilustra o resultado da digestdio do produto de PCR do paciente S1A
portador e a figura 13 o resultado de um nfio portador da mutagfio A1555G.
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LIKb  5iA

1160pb

316pb
444pb

Figura 12: Fragmento da digestio do gene 128 tRNA com 2 enzima BsmA I em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. (a) ladder de 1Kb Gibeo BRL®; e (b)

fragmentos de 1100pb, 516pb e 444pb no paciente 51A, ilustrando a presenca da muta¢do
Al555G.

1616pb

444gb

a N

Figura 13: Fragmento da digestdo do gene 128 fRNA com a enzima BsmA I, em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. {a) ladder de 1Kb Gibco BRL®. ¢ N
fragmentos de 1616pb e 444pb, de um individuo normal para a mutagio A1555G,

No fragmento com a mutacio A15535G ocorre 0 ganho de um sitio de Testrigio,

portanto sendo observados trés fragmentos no produto da digestio (Figura 12).
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4.5 - Identificaclio da mutacio A7445G no gene mitocondrial ERNASer(UCHN)

Para a detecgfio da mutagio A7445G foi amplificado um fragmento do gene
tRNASer (UCN) pela técnica de PCR (figura 14).

1821pb

Figura 14: Fragmento do gene tRNASer (UCN) amplificado pela técnica de PCR,
em gel de agarose 1%, corade com brometo de etideo. (a) ladder de 1Kb Gibco BRL®; ¢
(b) fragmento de 1821pb.

A figura 16 ilustra o resultado da digestio do produto do PCR de um controle

positivo para a mutagiio A7445G e a figura 15 o resultado de um individuo normal.
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LiKe

1386pb

435pb

Figura 15: Fragmento da digestio do gene tRNASer (UCN) com a enzima Xba I de
um controle positivo para a mutagio A7445G, em gel de agarose 1%, corado com brometo

de etideo. (a) ladder de 1Kb Gibco BRL®, ¢ (b) fragmentos de 1386pb e 435pb.

L1Kb

846 bp

546 bp
435 bp

Figura 16: Fragmento da digestio do gene tRNASer (UCN) com a enzima Xba I de
um individuo normal para a mutagdo A7445G, em gel de agarose 1%, corado com brometo

de etideo. (a) ladder de 1Kb Gibco BRL®; e (b) fragmentos de 846pb, 540pb e 435pb.

A mutagiio A7445G niio foi encontrada entre os pacientes analisados neste estudo.
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4.6 - Identificacdo da mutagdo C1494T no gene mitocondrial iIRNASer(UCN)

Para a detecgio da mutaglo CI494T foi amplificado um fragmento do gene
tRNASer (UCN) pela téenica de PCR e em seguida foi feita a andlise de restrigiio com a
enzima Hph I (Figura 17).

LiKbk

441pb
70pb

Figura 17: (a) Ladder de 1Xb Gibco BRL® | (b) fragmento da digestdo do gene
tRNASer (UCN) com a enzima Hph I de um individuo normal para a mutagiio com 370pb e
(¢} fragmento da digestio do gene tRNASer (UCN) com a enzima Hph I de um controle
positivo para a mutagiio C1494T com 441pb em gel de agarose 1%, corado com brometo de

etideo.

A mutagio C1494T nio fo1 encontrada entre os pacientes analisados neste estudo.
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4.7 - Identificaclo de mutacies no gene GIR2

4.7.1- Em pacientes submetidos ao implante coclear

O sequenciamento completo do gene GIB2 foi realizado nos pacientes onde nio
foram observadas as mutagdes 35delG, as delecdes AGIB6-D1381830) ¢ A(GIBS-
D1351854) e as mutagbes A1355G no gene mitocondrial 128 rRNA, A7445G & 14947 no
gene mitocondrial IRNASer{UCN).

Dentre os pacientes submetidos ao implante coclear e com analises completas dos
genes (N=49) foram encontradas 1r8s alteraces sendo G>A na posicio 79 {polimorfismo
V271), G>A na posi¢io 101 (M34T) e T>C na posigio 109 (V52); duas mutacies missense
também foram detectadas, a V37l e a W172X, todas j& descritas na literatura e também

uma mutagio missense nova, a K168R.
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4.7.1 - Alteracdio G>A na posicio 79

Nos pacientes 18A e 9B foi detectada essa alteragfio em heterozigose {(V27U/N). Esta
se trata da substitwicBc do aminodcido valina por isolencina no cddon 27, situada no
primeirc dominio transmembranico da proteina e ¢ considerada um polimorfismo. A
variacdo da base G para a base A no coddon 27 do gene GIB2 foi previamente descrita por

Kelley ef al em 1998. A figura 18 mostra o resultado obtido para o paciente 18 A.

G &4 38 ¥ CTE® T LB CHETCE TLTTIECETEIT

Figura 18 — Eletroferograma mostrando a alteragio G>A na posigio 79 em

heterozigose. A fita estd apresentada na direcio sense do primer
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4.7.2 - Alteracdo T>C na posicdo 101

A mutagdo M34T fol detectada no paciente 85A em heterozigose (M34T/N). Esta
mutagdo ¢ caracterizada pela mudanca da base T para C, na posiciio 101, acarretando 2
mudanga do aminogcido de metionina para tirosina no c6don 34, ocorrendo no primeiro
dominio transmembranico da proteina (Griffith ef al., 2000). A figura 19 mostra o resultado

do seqgiienciamento.

Figura 19 - Eletroferograma mostrando a mutagiio M34T em heterozigose. A fita

esta apresentada na direg8o sense do primer.
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4.7.3 - Alteraciio G>A na posicido 109

A mutacBo V371 foi detectada no paciente 5B e homozigose {V37U/V371) trata-se
de uma muta¢lo descrita primeiramente por Kelley ef al. em 1998, sendo uma transicio na
posigdo 109, da base (3 para A, levando a substituigBio do aminodcido valina para isoleucina
no codon 37 (Figura 20). Essa alteragio de aminoédcido ocorre no primeiro dominio

transmembrinico da conexina 26.

Figura 20 — Eletroferograma mostrando a mutagiio V371 em homozigose. A fita

esta apresentada na diregdic sense do primer.
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4.7.4 - Alteracdo C>T na posicio 116

A alteracho da base C para T no c6don 52 do gene GJB2 foi detectada no paciente SA
em heterozigose (V52/N) (figura 21). Trata-se de uma mutacio silenciosa V32 onde nio
ocorre substituigio do aminodcido valina, portanto essa alteracio nfo & responsavel pela

perda auditiva nesse paciente.

Figura 21 — Eletroferograma da mutagfio silenciosa V52 em heterozigose. A fitas

esta apresentada na direcfio sense do primer.



87

Resultados

4.7.5 ~ Alteracdo A>(G na posicio 503

A mutagdo K168R fo1 encontrada em heterozigose no paciente 24A (K 168R/N). Esta
mutagfo ainda nfo foi descrita na literatura. Ela provoca a mudanca da base A para (G na
posiglo 503, acarretando a troca do aminodcido lisina para arginina no cGdon 168, A figura

22 mostra o resultado do segiienciamento.

¢ B C CT F OB

Figura 22 - Eletroferograma mostrando a mutagfic K168R em heterozigose. A fitas

estd apresentada na direclio antisense do primer.

Come se trata de uma mutagdo nova, nio existem estudos de expressio que
comprovem a sua patogenicidade. Entretanto ela nfio foi encontrada em uma amostra
controle de 50 individuos normais, ou seja, ouvintes, utilizando a mesma metodologia,
diminuindo a possibilidade de tratar-se de um polimorfismo. Estudos futuros poderfio

esclarecer melhor a relacio dessa mutagio K168R com perda auditiva neurossensorial.
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4.7.6 - Alteracdo G>A na posicfio 516

A mutagiio W172X foi previamente descrita por Alexandrino {2003). E encontrada
em heterozigose no paciente 25A, (W172X/35delG), sendo, portanto, um heterozigoto
composto. Ela provoca a mudanga da base G para A na posicio 516, acarretando 2 troca do
aminoécido triptofanc para um codon stop, no c6don 172, fazendo com que a transcricdo do

gene seja interrompida. A figura 23 apresenta o resultado do seqiienciamento.

HCEREETE 2 BT HECREBCE T OYG HC OY TH T L0 8 848 5y

Figura 23- Eletroferograma mostrando a mutaciio W172X em heterozigose. A fita

esta apresentada na diregdo sense do primer.
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Os resultados da andlise molecular dos 130 individuos desta pesquisa, sendo 98

pacientes candidatos e j& submetidos ao implante coclear e 11 familiares totalizando 109

individuos pertencentes ac Grupe A e 17 pacientes candidatos e j4 submetidos ao implante

coclear e 4 familiares totalizando 21 individuos pertencentes a0 Grupo B sio apresentados

nas tabelas 7 e 8 respectivamente.

Tabela 7 - Gendtipos das familias ¢ individuos provenientes do HC-Unicamp (Grupo A).

Seqiiéncia- Prelegtes no gene GIB6 Geae 1ZsrRNA Gene
Familias | Individuos ASPCR mente GIR? RNA
3&delC: A(GIBs- A(GIBG-
alelol/alelo? Di381830) | DI3S18M)] AISSSG | Cl4%4T | AT445G
1A 1A NN NN N/ N/N (-3 {-) {-)
2A ZA NN N/N NN N/N {=} () {=)
3A 3A 35delG /35delCG NR N/N NN ) ) {-)
3 A (irm8) 35delG/N NR NR NR. NR NR NR
3 A (mie) 35delG /N NR. NR NR NR NR NR
3 A (pai) 35delG /N NR. NR NR NR NR NR
4 A 4 A NN NR A(GJIBS — NN ) -} {}
D1381830)
IAGFBG —
D1381830)
4 A (mie) NN NR A(GIB6 - NR NR NR NR
D13S1830y
4 A (pai} NN NR AGIBG - NR NR NR NR
D1331830WN
4 A (tia) NN NR A(GIBG ~ NR NR NR NR
D1381830WYN
SA 54 N/N Va2 /N NN N/N () {3 (3
§A S A N/N N/N N/N N/N (- {-) {}
TA 7A N/N N/N N/N N/N {2 - {
8A BA N/N N/N N/N N/N {) {-) (-}
9A SA N/N N/N N/N N/N {-) {-} {3
10A i0A N/N N/N N/N N/N ) {-) {-)
11A 114 35delG /35delc NR. N/N N/N {=) {-) {<)
11 A (mie) 35delG/N NR NR NR NR NR NR.
11 A (pai) 35delG /N NR NR. NR NR NR NR
1ZA iZA N/N N/N N/N N/N {} - {)
i3A 13A N/N N/N N/N N/N £ (- {-}
14 4 14A N/N N/N N/N N/N -} {-3 {~}
15A iS5 A 35delG /354elG NE N/N N/N {3 {-} (-}
16 A A N/N N/N N/N N/N {) {3 =}

#: polimorfismo; **: mutagdo silenciosa, NR: ndio realizado; (-): negativo; (+): positivo
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Continuagio Tabela 7 — Gendtipos das familias e individuos provenientes do HC-Unicamp

{Grupo A).

Sequenciamentc | Delecfes no gene GJBS Gene 1ZsTRNA Gene

Familias | Individugs AS-PCR GIB? tRNA

35deiG A(GJIB6~ A(GJIBS-

alelol/aleio2 | DI3SI830) | DI3SISSA) | A1SSSG | Ci494T | A7445G
17 A 17 A N/N N/N N/N N/N - =) ()
18 A 18 A N/N Y27t N N/N N/N {- -3 (3
19 A 19 4 WiN NN W/N S {- {-) £-)
20 4 20 A W/H /N M/N N/N {- (=) -3
214 214 NN N/H WM N/N ) {) £
22 A 2Z2A N/N NR N/N N/N ) {) £
23 A 23 A N/N MR NN N/N ) =) {3
24 A 24 A NN KIsSR /N N/N NN ) - {3
25 A 25 4 heterczigoto | W172X / 35delG N/N N/N ) {3 ()
25 A (mae) | heterozigoto 35delG /N NR NR. NR NE NR

25 A(pai ) N/N W172X /N NR NE NR NR NR

25 A (irmf) N/N NR. NR NR NR NE NE
26 A 26 A N/N N/N N/N N/N (-) ) (-
27 A 27 A N/N N/N N/N N/N () ) {)
28 A 28 A 35delG / 35delG NR N/N N/N ) () ()
20 A 20 A N/N N/N N/N N/N - ) )
30 A 3GA N/N NR NN N/N ) @) ]
31A 31A N/N NR N/N N/N () {-) )
3ZA 3ZA N/N N/N N/N N/N {-) ) ()
33 A 334 N/N NR N/N N/N (-) () )
34 A 34 A N/N N/N N/N N/N () (=) &
35 A 35A N/N N/N N/N N/N {-) () ()
36 A 36A N/N NN N7N N/N ) ) {}
37TA 37A N/N NR N/N N/N {-) {) ()
38 A 35A N/N NR N/N N/N ) ) )
394 394 heterozigoto 35del/N N/N N/N () (= =)
40 A 40 A N/N NR N/N N/N - ) )
41 4 41 A N/N N/N N/N N/N (-3 - )
42 A 42 A N/N NR N/N N/N 1G] -) {)
43 A 43 A N/N NR N/N N/N () {-) -
44 A 44 A N/N NR N/N N/N {-) (=) &)
45 A 45 A N/N NR N/N N/N {) {-) ()
46 A 46 A N/N N/N N/N N/N {=} ) )
47 A 47 A 35delG / 35delG NE N/N N/N () ) {)
48 A 48 A heterozigoto 35delG /N N/N N/N () {-) ()
40 A 49 A N/N NR N/N N/N () () ()
S0A S0 A heterozigoto 35delG /N N/N N/N ) {-) ()
S1A 31 A N/N NR N/N N/N @) {-) {-)
52 A S2 A N/N NR N/N NN ) (- o)
S3A 33 A N/N NR N/N N/N () ) (=
S4A 54 A N/N NR N/N N/N {3 ) -
354 384 N/N N/IN N/N N/N - {) {)

* . polimorfismo; **: mutag#o silenciosa, NR: ndo realizado: {-): negative; (+}; positivo
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Continuagio Tabela 7 — Genbtipos das familias e individuos provenientes do HC-Unicamp

{Grupo A).

Sequenciaments | Deleglies no gene GJIB6 Gene 12srRNA Gene

Familias | Individuss | ASPCR P tRNA

35elC: A{GIBS- | A{GIBG-

alelol/aleloZ | DI3SIR30) | DI3SILS4) | 415550 | C1494T | A7445G
56 A S5 A heterozigoto 35delG /N N/N N/N {) {=) &
57 A 57 A N/N HNR N/N N/N ) {-) {-)
S84 S8 A heterozigoto 35delG /N N/N N/N {~} {3 {3
30 A 59 A N/N NR N/N NN {3 ) (=
&0 A 56 A N/H R NN NN {- =) 3
1A §1A heterazigoio 35delG /N MN/N MN/N -} {3 -
82 A 52 A N/N NE NN WN/N -3 ) ()
83 A 3 A N/N NR N/N N/N (-} {- =)
64 A 64 4 N/N N/N N/N N/N = {3 {3
65 A 65 4 N/N NR NN N/N () ) )
66 A 66 A N/N N/N N/N N/N (- {) ()
67 A 57 A N/N NR N/N N/N & {-) (-}
68 A 58 A N/N NR N/N N/N -3 () ()
69 A 69 A N/N NR N/N N/N ) Q) ()
70A 70 A N/N NR N/N N/N O] - )
71A 1A N/N NR N/N N/N ) {-) {-
T2A 72 A N/N N/N N/N N/N 5 () {-)
73 A 73 A N/N N/N N/N N/N (5 (=) &)
74 A T4 A N/N NR N/N N/N [0 ) ()
TS A 75 A N/N NR N/N N/N ) ) ()
76 A 76 A N/N NRE N/N N/N {-) ) ()
7T A 77 A N/N NR N/N N/N @) Q) Q)
7R A 78 A N/N NR N/N N/N () () ()
79 A 75 A heterozigotn {  35delG /N N/N N/N () {-) )
80 A 80 A N/N NR N/N N/N - -) {-)
8l A S1A N/N NE N/N N/N - ) ()
82 A 824 N/N NR N/N N/N () () )
83 A 83 A N/N NR N/N N/N () {-) (<)
84 A 84 A N/N NR N/N N/N () 5 )
85 A 85 A N/N M34T /N N/N N/N ) ) -3
86 A 86 A N/N NR N/N N/N ) {-) )
87T A 874 N/N NR N/N N/N () ) ()
88 A 88 A heterozigoto | 35delG/ N N/N N7TN () ) ()
20 A 89 A heterozigoto | 35delG /N N/N N/N ) ) )
90 A 90 A N/N NR N/N N/N () ) ()
o1 A 91 A N/N NR N/N N/N () (-) 5
092 A 92 A N/N NR N/N N/N () ) {)
93 A 93 A N/N N/N NN N/N ) (-) &)
94 A 94 A, N/N N/N N/N N/N ) Q) &
95 A 95 A NN NR N/N N/N ) () ()
96 A 96 A N/N NR N/N N/N (-3 {-) {=)
o7 A 97 A N/N NR N/N N/N () ) -
98 A 98 A N/N NR N/N NN ) = ()

* : polimorfismo; **: mutag#o silenciosa, NR: 080 realizado, (-): negativo; {+): positivo
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Tabela 8 — Gendtipos das familias e individuos provenientes do HRACF -Bauru {Grupo

B).
Familias | lndividuos AS-PCR Sequenciamento | Deleces no gene GIBE |  Gene 125rRNA Gene
RNA
35delG GIB2 A(GIBe. | a(CIBe-
alelol/aleloZ | D1351830) | D1381854) | A1555G | C14947 | A7445C
1B iB N/N N/N N/N N/N {-} {-) {-)
2B 28 N/N N/N N/N N/N ) ] &
34 3B 35delis / 35delG NE N/N N/N o) - -

3 B (mie) helerozigoto 35deiG /N MR NR NE HNR, NR

3 B (pai} heterozigoto 354elG /N MR NR MR NR MR

48 4B heterozigoto 35delG/ N N/N N/N {- {- (-
4 B (mie} N/N N/N NR NR NR NR NR

4B (pai) heterozigoto 35delG /N NR NR NR NR NE

3B 5B N/N Y371/ V371 N/N N/N {= (-3 )
6B 6B N/N NR N/N N/N ) () (=)
7B 7B N/N NR N/N N/N {-} {-) {-)
8B 8B N/N NR N/N N/N ) {-) -)
9B 98B N/N V272 /N N/N N/N (=) ) (-}
10B 108 N/N NR N/N N/N (- £ {-)
iiB 11 B N/N NR N/N N/N [®) ) )
iZ2B 128 35delG / 35delG NR N/N N/N O] (=) )
138 13B 35delG /351G NR N/N N/N (-) (-} {3
148 4B N/N N/N N/N N/N () {-) ()
158 iISB N/N NR. N/N N/N {-) ) (-3
168 168 N/N NR N/N N/N © =) Q)
17B 178 heterozigote 35delG/ N N/N N/N 3 () -3

*: polimorfismo; NR: nfio realizado.
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Os pacientes provenientes do HC-Unicamp ¢ HRACF-Bauru (Grupos A e B
respectivamente), foram identificados como implantados e como candidatos a0 mplante
coclear. Alguns pacientes candidatos nio puderam ser submetidos ao implante coclear, por
diferentes motivos, sendo, portanto excluidos do programa de implante.

Foram estudados, no total, 130 individuos, sendo que destes 69 foram submetidos
ao implante coclear, 46 permaneceram como candidatos e 15 representam os familiares dos
pacientes. Dentre os 69 individuos implantados somente em 49 foram realizados todos os
exames moleculares.

Na tabela 8 a seguir, os individuos submetidos ao implante coclear estio
apresentados com os resultados de todos os exames realizados: AS-PCR para a mutacio
35delG; seqiienciamento completo do gene GIB2; delecbes A{GIB6-D13851830) e A(GIB6-
D1351854), mutagdes mitocondriais A1555G, A7445G e C1494T. Esta tabela apresenta as
informacdes relacionadas aos objetivos do presente trabatho.

Entre os pacientes implantados (N=49), com todas as analises moleculares
concluidas, de acordo com a tabela 9, foram encontradas mutagles em 21 deles (42,85%),
sendo 8 pacientes homozigotos para a mutagio 35delG, 7 pacientes heterozigotos para a
mutacdo 35delG, 1 paciente heterozigoto compostc (W172X/35delG), 1 paciente
homozigoto para a delecio A(GIB6-D13S1830), 1 paciente com a mutacio mitocondrial

Al535G e 28 pacientes normais, resultados apresentados no quadro 1.
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Tabela 9: Resultados dos exames moleculares realizados nos pacientes (Grupo A e

Grupo B, N=49) submetidos ao implante coclear.

M Familins | Individuss Gendlipo

1 1A 1 N/N

2 2A 2 N/N

3 JA 3 35delG / 35delG
4 4A 4 del{ GIBD1351830)/

del{ GIRG-D1381830)

5 A 2 N/H

6 94 G NN

7 A 10 N/N

g ilA i1 35d4elG / 38d=1C
G 15 4 15 35del(G / 35delG
i0 isA H N/N

i1 17 4 17 N/N

12 19 A 19 N/N

13 2 A 20 N/N

14 Z1A 21 N/N

15 24 A 24 KI68R /N
16 25 A 25 W172X / 35delG
17 26 A 26 N/N

18 27 A 27 N/N

18 2B A 28 35delG / 35delG
20 29A 25 N/N
2] 32A 32 N/N

22 35A 35 N/N
23 36A 36 N/N
24 41 A 41 N/N
25 46 A 46 N/N
26 47 A 47 35delG / 35delG
27 48 A 48 38delG /N
28 S0A 50 35delG /N
29 SLA 51 Al1885G

30 S5A 35 N/N
31 S8 A 58 35delG /N
32 61 A &1 35delG /N
33 64 A 64 N/N
34 66 A 66 N/N

35 TZA 72 N/N

36 T3A 73 N/N

37 79 A 79 35delG/ N
38 85 A 85 M34T /N

39 93 A 93 N/N
40 94 A 94 N/N

41 iB 1 N/N
42 2B 2 N/N
43 3B 3 38delG / 35delG
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Continuagioc Tabela 9: Resultados dos exames moleculares realizados nos pacientes

{Grupo A e Grupo B, N=49) submetidos ac implante coclear.

hl Familias | Individuos Gendtipo

44 4B 4 35delG/ M
45 5B 5 V371 VITE
45 i2B 12 38delG / 35delG
47 138 i3 35delG / 35delc
48 4B 14 N/N

49 i7B 17 354elG/N
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Quadro 1. Resultados encontrados nos pacientes submetidos ac implante coclear,
com analises completas do gene GIB2, delegBes A(GIB6-D138S1830) e A{GIR6G-
D1381854) e genes mitocondriais {128 rRNA e tRINASer(UCN)).

Niamero de Gendtipo Nimere de MNomero de
pacientes alelos pacientes com
(N alterados alteragBes
moleculares
PACIENTES 35delG / 35delG 16
SUBMETIDOS 35delG /N 7
AG A(GIB6-D1331830)/ AMGIBS 2 i
IMPLANTE 42 ~D1381830)
COCLEAR KI68R /N 1 1
WI72X /33delG 2 1
Y371/ V371 2 1
M34T/N 1 1
Al355G 2 1
N/N(28) - -

Total de pacientes com mutagdes

21 /49 (42,.85%)

Total de pacientes sem mutagBes

28/49(57,14%)
Total de pacientes com mutagBes
no gene GJB2 19745 (38,8%)
Total de alelos com mutagBes no
gene GIB2 22 /94 (30.85%)
Total de pacientes com a
mutagio 35delG 16 /49 (32,65%)
Total de pacientes sem a mutagio
35delG 33 /49 (67 34%)

Total de pacientes com a delecio
A(GIB6-D1351830)

1/49 (2%)

Total de pacientes com a
mutagio mitocondrial A1555G

1/49 (2%)
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4.7.2« Em pacientes candidaios ao implante coclear

Dentre 0s 17 pacientes pertencentes ao Grupo B, proveniente de Bauru, 10 foram
implantados e 7 permaneceram como candidatos ao implante coclear. E entre os 98
pacientes do HC-Unicamp, 39 eram candidatos, perfazendo um total de 46 individuos. A
analise molecular completa do gene GIB2 foi realizada em 12 pacientes, porém todos os
individuos desse grupo foram analisados quanto & mutagio 35delG, delecBes A{GIB6-
D1351830) e A(GIB6-D1381854) e mutagBes mitocendrizis investigadas (Quadro 2}
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Quadre 2. Resultados encontrados nos pacientes candidatos 20 implante coclear
com analises completas do gene GIBZ, delegles A(GIB6-D13S1830) e A(GIBS-
D1351854) e mutagBes mitocondriais nos genes 128 rRNA e tRNASer{UCN),

Numero de Gendtipe Nimero de Nimero de
pacientes slelos pacientes com
8 sliemados alteragfes
FACIENTES moleculares
CANDIDATOS
AQ IMPLANTE 33delG /S 4 4
COCLEAR Y52/ 1 i
(N=48) 1z V2T N (2} 2 2
N/N () - -
Total de pacientes com mutacdes
7/12(5833%)
Total de pacientes sem mutagBes
5712 (41,66%)
Total de pacientes com mutaghes
ne gene GIB2 7712 (5833%)
Total de alelos com mutaeSes no
gene GJB2 7724 (252%)
Total de pacientes com a
mutagEo 354elG 4/12(3333%)
Total de pacientes sem 3
mutagio 35delG 8/12 (66,66%)

*:polimorfismo; **: mutagio silenciosa.

As mutagBes mitocondriais e as deleges envolvendo o gene GJB6 ndo foram

encontradas nesse grupe.
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Este estudo realizado em Campinas, SP, com ¢ objstive de realizar 2 analise
molecular em pacientes candidatos e submetidos ao implante coclear com perda auditiva
neurossensonial nfo-sindrbmica, tem carater inédito.

Em estudos anteriores na nossa populagio, foi observada uma freqiiéneia de 22% de
mutagdes no gene da conexina 26 em individuos com surdez neurossensorial com etiologia
ndo esclarecida (Oliveira ef al.., 2002). Nesse trabalho, nas amostras dos grupos A e B esta
freqiéncia foi maior, sendo 38,8% dos pacientes submetidos ao implante coclear
apresentaram muiagdo no gene GIBZ, talvez devido ao fato de praticamente todos os
pacientes apresentarem surdez pré-lingual profunda.

No presente estudo, a freqiéneia do alelo 35delG foi observada em 25% dos
pacientes submetidos ao implante coclear analisados. A freqiiéncia encontrada da mutacio
35delG nos pacientes completamente analisados foi de 32,7%. Estes resultados sio
concordantes com estudos ja realizados e descritos na literatura, em vérias populagBes. A
relativa contribuicio da mutagio 35delG para a perda auditiva nfo-sindrémica, nessas
populagBes, variou de 0% (Oman, Koréia e Japio) a 70% (ltalia, Espanha e Grécia),
demonstrando 2 heterogeneidade genética existente entre os diversos paises, apesar de
alguns desses estudos terem sido baseados em um pequeno niimero de pacientes, além dos
critérios de investigagdo da perda e os métodos de rastreamento da mutagiio terem sido
diferentes entre os mesmos {Pampanos et al., 2002; Simsek et al., 2001; Liu e al,, 2002).

Green e colaboradores (2002) apresentaram um trabalho onde 40% dos individuos
implantados apresentavam muta¢Ses no gene GIB2, sendo que a mutagdo mais
freqiientemente observada ¢ a 35del(, concordando com os dados obtidos neste trabalho.

Ainda com relagio ao gene da conexina 26, mutacdes encontradas no gene sfo
responsdveis por cerca de 60% das perdas auditivas n3o-sindrdémicas recessivas. Dentre

‘todas as mutagles descritas, a mutagdo 35delG é a mais comum em cerca de 60-85% dos

casos, e tem sido encontrada, praticamente, em todas as populacdes estudadas.
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Em nossc trabalhe, a freqiiéneia de individuos com a mutacio 35delG, entre os
pacientes que possuem mutacdes no gene GIBZ foi de 84,2% e 63% dos alelos mutados,
sendo, portanto concordante com dados da literatura.

No Brasil, foi determinada 2 prevaléncia de 0,97% de portadores da mutaclo
35delG, aproximadamente 1:103 heterozigotos, em um rastreamento realizado em 620
neonatos, na regifio de Campinas-SP (Sartorato ef @l., 2000). Em outro estudo realizado, em
36 pacientes com perda auditiva, mutagBes no gene GIB2 foram encontradas em 22% dos
casos sendo que, somente a mutagio 35del( foi identificada em 84,2% dos alelos mutantes
(Oliveira e¢ al, 2002). A metodologia utilizada neste trabalho foi semelhants 4s duas
referéncias acima citadas, entretanto foi encontrada uma freqiéncia de 75% dos alelos com
a mutaglo 35delG entre os pacientes implantados. Este fato pode ser explicado pela
diferenga na amostra ou talvez pela composigio étnica da populaciio brasileira que é
altamente heterogénea, ocorrendo miscigenagfio entre varios grupos étnicos, principalmente
entre caucasoides e africanos, podendo ocorrer diferencas na prevaléncia, em diferentes
regibes do pais (Oliveira ef ai, 2004). Ha a necessidade de um estudo multicéntrico no
Brasil para determinar a real prevaléncia de mutagdes no gene GIB2, incluindo a mutagio
35delG.

Apos a realizagfo da PCR alelo-especifico para a 35delG nos pacientes submetidos
ao implante coclear com analises completas do gene GIB2 desse estudo, foi observado que
em 16,5% deles a mutagfio 35delG foi identificada em somente um alelo, em 16,5% a
mutagdo foi encontrada nos dois alelos € em 67,5% dos pacientes a mutacio ndo foi

encontrada,
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5.1 - Avaliagio geral de alguns pacientes implantados com mutacdo

No paciente 13B homozigoto para a mutaciio 35delG, 2 surdez foi percebida pela
mie no segundo més de vida ac comparar suas reagdes com a da irmé gémea. Havia
residuc de audigdo bilateralmente; com isso, 3 adoglo de protese auditiva a partir dos 9
meses, associada ac acompanhamento fonoaudiolégico por 10 anos, permitiu ©
desenvolvimento da fala. Aos 24 anos apresentou piora da audigBo na oretha esquerda,
chegando a anacusia. Simultaneamente, passou a ouvir zumbidos do mesmo lado, com
grande prejuizo na sua qualidade de vida. Optow, assim, por realizar implante coclear &
esquerda, com excelente resultado.

Com o implante coclear o pacients recuperou 2 audigio e decidiu Procurar o SeIvigo
de genética para ¢ diagndstico molecular, uma vez que, ele desconhecia a etiologia de sua
perda auditiva, e por desejar conhecer os riscos de ter fithos afetados.

Foi explicado a0 paciente 13B ¢ sua esposa, 0 mecanismo de transmissio
autossdmica recessiva e suas implicagBes. Uma vez que sua esposa ndo apresenta mutacfes
nesse mesmo gene, a expectativa é de que seus filhos serfio todos heterozigotos, ou seja,
portadores de uma cépia normal, herdada da esposa, e de uma com a mutacio 35delG,
herdada do paciente.

A mutacio 35delG foi a mais prevalente encontrada nesse estudo, portanto existem
outros casos a serem considerados, como o do paciente 11A, homozigoto para essa

mutagfo.
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O paciente 11A € uma crianga de 4 anos de idade que teve a surdez diagnosticada
com 1 ano e 4 meses, mas a mie percebeu a0s 6 meses que a crianca ndo reagia 208 SONS.
Apresentou desenvolvimento motor normal, a familia nega cutras patologias e antecedentes
farniliares. O paciente foi implantado em margo de 2004, com ativacio do implante em
abril de 2004, No periodo de um ano e quatro meses de utilizagfio do implante a crianca
apresenta 6timos resultados quanto 4 adaptagio ao implante coclear e desenvolvimento de
fala e linguagem, respondendo a praticamente todos os sons do ambiente {camo, porta,
telefone, etc) e a alguns sons da fala (reage ao nome em 350% das vezes). Ele reconhece
também mais de 200 palavras, j4 faz frases com 3 palavras e compreende sentencas em
60% das vezes. A familia tem sido bem orientada e se apresenta bastante estruturada para
participar do programa de implante coclear, incentivando e participando integralmente dos
avangos da crianga. O paciente 11A, sem divida foi inteiramente beneficiado com o
implante e apresenta desenvolvimento com bastante sucesso e progressos.

A familia também participou do programa de analise molecular, sendo os pais
heterozigotos para a mutacfio 35delG. Eles foram encaminhados ao aconselhamento
genético do programa de implante coclear do HC-Unicamp, para que fossem devidamente
esclarecidos sobre a perda auditiva genética, quanto a seus riscos e consideracdes.

Nos dois casos considerados, o do paciente 13B e do paciente 11A, sendo o
primeiro um adulto e o segundo uma crianga, pode-se concluir que o implante foi benéfico
para ambos. Os dois pacientes apresentam perda auditiva genética com excelentes respostas
pos-implante coclear. O adulto com uma reabilitagio extremamente rapida e eficiente e a
crianga com um desenvolvimento de fala ¢ linguagem com bastante progresso além de boa
adaptagio ao implante, considerando que ¢ paciente ji possui o implante a 7 anos. Os dois
casos apresentamn dados extremamente relevantes, embora preliminares para o paciente
11A, visto que esse paciente ainda nfo atingiu o platd de adaptacio ao implante, o qual é

atingido apés 4 anos de uso do mesmo (Bevilacqua e Moret, 1997).
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Dessa forma a relac8o entre diagnéstico molecular positivo e aquisigio de bons
resultados pés-implante 2inda ndo pdde ser feita nesse caso. Fstudos futuros poderio
esclarecer melhor algumas questdes levantadas no presente estudo.

Todos os pacientes submetidos ao implante coclear que apreseniaram a muiagio
35delG em homozigose obtiveram sucesso com o mesmo. Entretants os ganhos foram
individuais, devido aos diversos fatores relacionados 2 adaptagio ac implante, sendo,
portanto impossivel compara-los.

Quanto aos pacientes heterozigotos para a mutagio 35delG que apresentavam perda
auditiva profunda, muitos ficaram sem explicagBes considerando que apenas ¢ gene GIB2
fo1 totalmente rastreado, do total de mais de 100 genes relacionados 4 surdez. Em apenas
um desses pacientes heterozigotos foi possivel diagnosticar 2 causa da surdez apresentada
devido 2 presenca de uma outra alteragio encontrada no gene GJB2Z por meio do
seqlienciamento automatico.

Em amostras de individuos surdos submetidos a exame molecular foram
identificados, nos Gltimos anos, heterozigotos para a mutagdo 35delG. De acordo com a
literatura, as analises do gene GJB2 em pacientes com perda auditiva freqlientemente,
demonstram, heterozigose em aproximadamente 10 a 42% dos casos, a despeito de que a
maioria das mutagGes sio recessivas (Wilcox ez al,, 2000). Este fato foi comprovado em
estudo com individuos brasileiros com perda auditiva, no qual encontrou-se a prevaléncia
de 12,1% dos heterozigotos para a 35delG, dentre os casos estudados {Piatto ez al., 2005).

A primeira, em 50% dos casos estudados em uma amostra da populagdo espanhola,
foi a mais freqiiente encontrada em individuos heterozigotos para o gene da conexina 26,
tornando-z a mutagfio mais freqiientemente associada 3 surdez pré-lingual naquele pais.
Enquanto que a segunda foi encontrada em 25% dos casos de pacientes heterozigotos para
o gene GIB2.
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No Brasil, pdde-se também comprovar esta hipdtese em estudo com pacientes com
perda auditiva, no qual se determinou a prevaléneia de 3% da mutagfio A(GIB6-D1381830)
em heterozigose com a mutacglio 33delG, nos casos estudados (Piatto ez al., 2005).

Quande nenhuma mutagio € encontrada no gene GIB2 ou em pacientes com perda
auditiva que sfo heterozigotos para a 35delG, mutaces no gene GIB6, pela sua estreita
relagio (cerca de 77% de aminoacidos idénticos) e local cromossémiceo préximo ao do gene
GJBZ, podem ser consideradas como responsaveis pela perda auditiva nesses pacientes,
devendo ser pesquisada, conforme realizado neste estudo (del Castillo er al, 2003).

No Grupo A deste trabalho foi identificada uma paciente (4A), pertencente 4 familia
4, homozigota para a delecio A(GIB6-DI13S1830). A paciente ¢ filha de pais
consanglineos, possui atualmente quatro anos de idade e foi recentemente submetida ao
implante coclear no Hospital Centrinho-Bauru. Até o momento, o acompanhamento
fonoaudiolégico apresenta resultados positivos quanto & percepgio e producic da fala,
refletindo um beneficio direto do desenvolvimento de fala e linguagem em criancas
submetidas a0 implante coclear. Este € o primeiro caso que apresenta esta delegio com
implante coclear registrado até o momento.

Considerando as mutagSes mitocondriais rastreadas neste trabatho apenas no
paciente 51A foi encontrada a mutagiic AIS55G em homoplasmia, ou seja, a partir da
presenga de uma mutagio no DNA mitocondrial, a célula apresenta o DNA mitocondrial
totalmente mutado, o que caracteriza a homoplasmia quando a perda auditiva é detectada.
Istc porque s8o necessarios altos niveis de DNA mitocondrial mutado para que a célula
apresente uma deficiéncia na fungdo (Xin Guan, 2004).

Esta mutagio associada a perda auditiva é considerada a mutagio mais comum em
genes mitocondriais, principalmente em individuos com histéria de uso de antibidticos

aminoglicosideos (Fischel-Ghodsian et al., 1997).
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O paciente 51A apresenta perda auditiva bilateral profunda, progressiva nos Gltimos
10 anos. NEo possul histdrico de uso de antibidticos aminoglicosideos, apenas relata
exposiglo por longos periodos a ruides altos. E varigvel 2 relacio entre a mutagio A1555G
e a susceptibilidade a antibidticos aminoglicosideos.

Nos Estados Unidos, nos casos de surdez induzida por aminoglicosideos, observou-
se uma freqiéncia de 15% da mutacio A1555G (Fischel-Ghodsian ez al., 1997). No Japio o
numero encontrado foi de 30% (Hu eral,, 1991).

O paciente apresenta dificuldade de adapiacio a0 implante coclear guanto 3
compreenséc da fala. Desde a data da ativagio do implante tem sido feito um trabalho de
estimulagdio auditiva quanto & percepgio de fala, discriminagio e compreensio dos sons e
principalmente conversagic com frases simples, sem competiciio sonora. Apesar de toda
dificuldade apresentada pelo paciente houve melhoras nas respostas auditivas.

Como se trata de um paciente adulto com perda auditiva, pos-lingual e em idade
avangada, esperava-se que o acompanhamento pés-implante fosse voltado apenas para
reabilitagio, mas um trabalho minucicso e demorade vem sendo desenvolvido devido as
dificuldades de progresso do paciente, comprovando a existéncia de varios fatores
relacionados 4s respostas positivas no pos-implante, tanto em adultos comno em criangas.

O paciente 77A apresenta algumas caracteristicas semelhantes ao quadro clinico
geral do paciente 51A como idade avancada, exposicio por longos periodos a ruidos altos,
dificuldade de adaptagio ac implante coclear e também de percepgdo de fala, exceto a
presenga da mutagio AlS555G, e de qualquer outra alteracdo pesquisada. Portanto 2
presenca de mutacfo mitocondrial nfio determina as caracteristicas gerais pés-implante,
apresentadas pelos pacientes. E necessirio que todos os aspectos fisicos e psicoldgicos

sejam avaliados minuciosamente ¢ individualmente.
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O seglenciamento automéfico neste trabalho permitiu a identificagio de um
polimorfismo, duas mutagBes missense, j4 descrita na literatura, uma muiaciio silenciosa e
uma mutacio nova, nonsense,

Nos pacientes 18A ¢ 9B foi possivel identificar 2 alteracio de G>A no cédon 27 do
gene GJBZ em heterozigose (VZ7UN) através do seglienciamento automatico. Essa
alteragdo foi previamente descrita por Kelley ef al. {1998). Esta mutacfio & considerada um
pelimorfismo ¢ estd situada no primeiro dominio transmembrinico da proteina. Estudos
populacionais indicam que nfo hé correlagio entre a alteracio V271 e a perda auditiva, uma
vez que esta € observada na populagfio normal. Em japoneses observa-se uma freqiiéncia
extremamente alta desse polimorfismo em individuos que nfc apresentam perda auditiva
(Abe et al., 2000).

A mutaglo missense M34T foi encontrada no paciente 85A em heterozigose
{M34T/N). Esta muta¢fo apresenta, na literatura, algumas consideracdes importantes além
de uma extrema dificuldade de definiglio. Devido a diferentes manifestagdes clinicas
encontradas em seus portadores, ha uma grande dificuldade em relacionar o genétipo com o
fenétipo. Com isso torna-s¢ extremamente dificil determinar o efeito da expressio dessa
mutaglo no gene GJB2. Sendo assim, nio hi, ainda, um consenso na literatura para a
definigdo da mutagio M34T (Griffith er al , 2000; Houseman e7 al., 2001).

Em um trabalho recentemente realizado, a mesma foi detectada em associagio com
outras duas mutagOes, 353delG e VOSM. A mutagiio V9SM foi previamente descrita como
uma mutagio real em pacientes com perda auditiva nfo-sindrdmica recessiva. Entretanto a
mutagio M34T tem sido discutida desde a sua primeira descrigio. A associagio da M34T
in trans com V95M foi apresentada antes como uma mutacgio recessiva (Kelley etal., 1998;
Kelsell ef af, 1997). Nos casos anteriormente citados, os gendtipos nfo puderam ser
relacionados aos fendtipos ja& que os pacientes apresentavam diferentes graus de perda
auditiva. Em um paciente heterozigoto para a mutag8o M34T foi observada audi¢io normal
e em um pacients heterozigoto composto para as mutagdes M34T e 35delG, foi encontrada
uma perda auditiva moderada. Portanto esses dados impossibilitam a definiciio cometa e

definitiva da M347T e tHo pouco a expressio fenotipica da mesma.
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Bro mesmo modo que nfio & possivel excluir a possibilidade de ser um polimorfismo,
considerando os diferentes fendtipos encontrados nesses casos (Houseman ef i, 2001).

No paciente 854, a surdez foi percebida ha 5 anos na orelha direita, uma surdez
sUbita, j4 na orelhs esquerda a perda ocorreu ha 3 anos, O paciente apresenta perda auditiva
neurossensorial nfc-sindrdmica bilateral profunda. No historico, o paciente apresenta a
utilizagdo de antibiéticos em grande quantidade, 4 que apresentou otite. Sendo assim com
o implante ceclear o paciente apresentou ums boa resposia na avaliagio audiométrica pos-
implante, demonstrando que recuperou a capacidade de ouvir,

Outra mutaclic missense, a V371 foi encontrada no paciente 5B, em homozigose
(V37UV37I). Embora essa mutagio tenha sido originalmente considerada como um
polimorfismo sem efeito patogénico, uma vez que havia sido encontrado em heterozigose
em um individuo controle nio portador de perda auditiva, a conservagio de valina nesta
posigdo entre diferentes conexinas e a identificagio de um individuo surdo homozigoto para
a mutagdo V371 sugere que esta substituicio seja critica (Rabionet ez al., 2000). Outro
trabalho descrito na literatura também encontrou um paciente homozigoto para a mutagic
V371 além de um heterozigoto composto, 35delG/V37I: ambos com perda auditiva (Wilcox
et al., 2000).

Outro caso descrito, envolvendo a mutagio V371 apresenta dois irmios com perda
auditiva neurossensorial progressiva, ambos heterozigoto composto para as mutagdes
V371/VO5M no gene GIB2. Considerando que nesse estudo também foram analisados
individuos com perda auditiva neurossensorial progtessiva que ndo apresentavam mutaces
no gene GIB2Z, nfio ¢ possivel descartar a possibilidade da mutacio V371 ser um
polimorfismo com efeito negativo resultando em uma atividade génica menos grave
(Oliveira et al, 1999). Em um estudo mais recente foram analisados pacientes com perda
auditiva neurossensorial severa pré-lingual, no qual foi encontrada a prevaléncia de 3% de

pacientes heterozigoto composto 35delG/V37I (Piatto et al , 2005).
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Sendo assim & importante considerar os estudos que suportam a hipdtese de que
cutros fatores modifiguem os efeitos fenotipicos de mutagdes no gene GIB2. A estrutura
a fungfo do gene GJB2 t&m sido extensamente estudadas, assim como a possibilidade de
haver interagbes do gene GIBZ com outros genes ou até mesmo com outro Jocus (Bruzzone
etal., 1996).

Neste estudo também foram identificadas as mutagBes K168R e W172X no gene
GIB2, 2 primeira ainda nfo descrita na [iteratura. A primeira foi encontrada nc paciente
24A em heterozigose (KI68R/N) e como se trata de uma mutagfo nova, nfo existem
estudos de expressBo que comprovem a sua patogenicidade. Entretanto ela nfo foi
encontrada em uma amostra controle de 50 individuos normais, diminuindo 2 possibilidade
de tratar-se de um polimorfismo. Estudos futuros poderfio esclarecer melhor a relaciio desta
mutag&o com perda auditiva neurossensorial.

E nesse trabalho foi detectada no paciente 25A em heterozigose (W172X/N) sendo
que a mutaclio 35delG foi detectada no outro alelo do gene, portanto o paciente é um
heterozigoto composto (W172X/35delG).

Essa paciente apresentou surdez desde o nascimento e foi diagnosticada quando tinha
1 ano e 8 meses, por ndo reagir a nenhum som. A paciente pertence z uma familia com
poder aquisitivo baixo e foi implantada aos 3 anos de idade. A paciente foi implantada em
uma idade acima da considerada ideal, que € entre o primeiro e 0 segundo ano de idade para
que o desenvolvimento de fala e linguagem da crianga ndo sejam prejudicados. Durante os
primeiros anos de vida ocorre a maturacfio do sisterna auditivo central, que vai até os 13
anos de idade, desta forma, os primeiros anos de vida sfo criticos para o desenvolvimento
das habilidades auditivas e de lmguagem.

E interessante ressaltar que os efeitos da perda auditiva vdo além da audicio
propriamente dita e podem levar a graves conseqiiéncias no desenvolvimento global da
crianga.

Alguns autores relataram que a impossibilidade de ouvir os sons da fala nio

proporciona  crianga o feedback necessario para o desenvolvimento da fala e linguagem,
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E ao serem fomecidos estimulos auditivos a uma crianca com perda auditiva em idade
precoce, € possivel ser minimizado os efeitos secundérios apresentados acima (Northern &
Downs, 1991).

E importante considerar 4 integridade anatomofisiologica do sistema auditivo, tanto
em sua porgdo periférica quanto central, também como um pré-requisito para a aquisicic e
desenvolvimento da linguagem oral como apresenta Azevedo (1997). Mesmo assim, outros
fatores interferem no processo de adaptacio e progresso de desenvolvimento de fala e
linguagem pés-implante coclear. Um deles, e de exirema importincia, & 2 estrutura familiar,
sendo que nesta idade a crianga esth totalmente inserida no ambiente doméstico, com 1330 ©
maior ¢ melhor estimulo ocorre dentro de casa.

No casc da paciente 25A, a familia nio apresenta uma estrutura adequada para
incentiva-la na adaptagdo ao implante coclear e no processo de desenvolvimento da fala e
linguagem, portanto ndo apresentou os ganhos esperados em mais de um ano de implante.

Nesse periodo pos-implante coclear, a pacients tem como dados de seu Gltimo
relatério, a ndo discriminagio da linguagem com clareza, o nfio reconhecimento de
vocabulos ¢ a pouca vocalizacio.

Analisando o meio familiar em que essa paciente ests inserida, o tempo de surdez, a
idade em que fez o implante coclear, é possivel ser constatada 2 imporancia do estimulo
familiar, visto que os resuliados observados pés-implante coclear, nesse caso, foram tdo
abaixo do esperado. Desta forma, nfio podemos considerar esse caso como contrario as
hipéteses de que individuos com mutagdes no gene GJB2 t8m um bom prognéstico ao
implante. Realmente atribuimos o insucesso ao ambiente familiar e estimulos desfavoriveis
a0 bom desenvolvimento de fala e linguagem.

Ressaltando, a aquisi¢io e o desenvolvimento da linguagem oral em criancgas depende
da integridade de varios fatores: sistema auditivo, sistema neuroldgico, nivel intelectual,
aspectos psiquicos, desenvolvimento emocional, estimulagio de linguagem, familia
adequada e outros. Considerando o ritmo de aprendizagem, esse é mais rapido que o normal
quando sfo observadas criangas com perda auditiva pré-lingual e que foram implantadas

precocemente (Bevilacqua e Formigoni, 1997).
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QOutros beneficios podem ser observados fais como: a aceleragio do ritmo de
aprendizagem da linguagem e a possibilidade de eventualmente szicangar niveis
aproximadamente normais de competéncia lingiistica. Qualquer alteragio em um ou mais
fatores pode causar atraso na aquisicio da fala e da linguagem ou impossibilitar o seu
desenvolvimento, como apresentado no caso do paciente 25A {Bollard & Green, 1999).

Os avangos tecnologicos associados & avaliacdo clinica do comportamento auditivo
proporcionaram a possibilidade de se realizar diagndsticos confidveis durante o primeiro
ano de vida, 0 que tem viabilizado o fornecimento do estimulo auditive desde cedo na vida
da crianga, através da adaptagio de aparelhos de amplificagiio sonora individual (AAST) ou
mesmo o implante coclear, dependendo do grau da perda auditiva. O implante coclear é
indicado no caso de criangas com perda auditiva bilateral profunda, onde nic hi ganho
efetivo com o uso de AASI, e semn contra-indicagdes clinicas.

A partir dos dados anteriormente apresentados e da aplicago de testes de percepgio
de fala e de desenvolvimento da linguagem, as criancas sdo avaliadas, no pré e no pds-
implante coclear, no Hospital das Clinicas da Unicamp.

Em adultos com perda auditiva pés-linguais, a reabilitaco e a percepgdo de fala sfo
observados mais facilmente, visto que, a perda ocorre ap0s a linguagem oral estabelecida.

Os acompanhamentos apds a implantacio do componente interno e a ativagio do
implante com médicos, fonoaudidlogos e psicologos s850 necessarios, assim COMO OCOITE
com as criangas. Fatores prognoésticos também devem ser considerados no caso de adultos,
como inicio da perda auditiva, tempo de surdez, etiologia da perda auditiva, aspectos
psicologicos, ambiente sécio familiar.

Nio raro, adultos pos-linguais com pouco tempo de duragio da privacio sensorial
ngo necessitam de fonoterapias devido & memoéria auditiva e ao rapido reconhecimento da
fala através do implante coclear.

A principal diferenga na reabilitagfo entre criangas e adultos € que as criangas irfo
adquirir todo o sistema fonético fonoaudiolégico, que envolve a fala e a linguagem, bem

como a conceitualizagio que estabelece a comunicacio oral efetiva.
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PHecussio

G adulto j& tem esse sistema adquirido e ao obter o implante ¢ objetivo é a
associagdo do som recebido ac som fornecido pelo implante coclear. Nos casos ideais
quando os fatores sio favordveis e o resultado do implante sSo bons, essa associagio &
ripida. No inicio é comum, que se refiram a voz que recebem, apds o implante coclear,
como sendo uma voz metalizada, porém apés algumas semanas de adaptacfo ao implante, a
voz que reconhecem € bastante similar a anterior & surdez (Bollard & Green, 1999).

Entretanto, correlacionar significativamente os dados obtidos no pré e pos-implante
com a etiologia genética tanto nos adultos como nas criancas ndo foi possivel devido 2
heterogeneidade dos grupos avaliades. Embora outros estudos tenham correlacionado os
dados como Green ef al. (2002) que obtiveram melhores respostas em pacientes submetidos
20 implante que tiveram etiologia genética confirmada, ainda é muito dificil 2 confirmagio
estatistica de tais dados, uma vez que, sic inimeros os fatores que podem interferir nos
resultados. Apesar de apresentarmos uma comparagio bastante superficial no presente
estudo, especulamos que os resultados do implante coclear nos pacientes positivos para
mutagBes no gene GIB2 sdo, de fato, bastante animadores. Em um contexto geral, a
principal vantagem do implante coclear est4 em que os pacientes a ele submetidos deixam
de apresentar privagio sensorial. Entretanto & possivel ressaltar o beneficio do implante
coclear, independente da etiologia apresentada, aos pacientes submetidos a0 mesmo, sendo
que a obten¢do, pelas criangas, e a reabilitagio, pelos adultos; da audicio normal ¢
claramente obtido.

Estudos futuros poderdo esclarecer melhor algumas questbes levantadas no presente
trabalho, os quais poderiam incluir 2 correlacio entre os resultados apresentados pelos
individuos submetidos ao pés-implante coclear e a etiologia genética da surdez, no que diz
respeito 4 percepgiio de fala. Parma tal estudo seria necessirio o acompanhamento dos

pacientes por um periodo maior de tempo do que o envolvido na presente dissertagio.
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No presente estudo foram estudados 115 pacientes. Entre esses individuos
selecionados, somente 49 pacientes submetidos ac implante coclear foram avaliados
completamente no ponto de vista molecular. Dentre os pacientes submetidos ao implante

coclear 42,85% apresentaram mutagdes nos genes analisados.

Entre os pacientes submetidos ao implante coclear foram encontradas mutacdes no
gene GJBZ em 38,8% dos casos. A freqiéneia observada é concordante com a observada na
iiteratura entre individuos com surdez neurossensorial nfo-sindrémica de etiologia nio

esclarecida.

A freqaéncia de individuos com a mutagio 35delG, entre os pacientes que possuem
mutagOes no gene GIB2 foi de 84,2%, dentro do esperado de acordo com a literatura

cientifica que estima entre 60 a 85% dos casos.

Nio foi possivel correlacionar significativamente os resultados pés-implante coclear

com a etiologia genética da surdez devido 3 heterogeneidade dos grupos avaliados.
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MINISTERICO DA SAUDE
GABINETE DO MINISTRO

PORTARIA N°1.278, DE 20 DE OUTUBRO DE 1999

DO 202, de 21/10/99

O Ministro de Estado da Safide, interino, no uso de suas atribuigBes legais e,

Considerando a importincia médico-social do tratamento da deficiéneia
auditiva;

Considerando que, em determinados casos de deficiéncia auditiva, hé a
necessidade do emprego de tecnologia mais avangada para recuperagiio e reabilitacio de seu
portador;

Considerando que a tabela do Sistema de InformacBes Hospitalares-SIH/SUS
contempla procedimentos para atendimentos deste grupo de portadores de deficiéncia;

Considerando a necessidade de estabelecer critérios de indicagdio e realizacio
de implante coclear;

Considerando a necessidade de estabelecer normas para o cadastramento de
Centros/Nucleos para a realizagiio de implante coclear;

Considerando a necessidade de melhor identificar os pacientes e de coletar
informagdes a respeito dos implantes realizados, resolve:

Art. 1° Aprovar, na forma do Anexo I os Critérios de Indicagiio e Conira-
Indicacfo de Implante Coclear.

Art. 2° Aprovar, na forma do Anexo I, as Normas para Cadastramento de
Centros/Nicleos para realizagiio de Implante Coclear.

§ 1° Sera realizada avaliagio do cadastramento, por meio de relatdric anual,
elaborado pelos Centros/Nicleos cadastrados e encaminhado & Secretaria de Estado da
Saude, do qual deverd constar a produgfo do servigo.

§ 2° Sera realizada avaliagio anual do desempenho dos Centros/Nicleos de
Atendimento cadastrados, mediante informagGes técnicas fornecidas pelos mesmos e relatorio
especifico encaminhado a Coordenagio de Alta Complexidade, do Departamento de Analise
da Produg@o dos Servicos de Saide/DAPS/SAS, que se responsabilizard pelo envio dos
consolidados as Secretarias de Estado da Saide para manifestagio e verificagfio.

Art. 3° Estabelecer que os grupos e os procedimentos, abaixo relacionados,
somente poderéo ser utilizados por Centro/Nicleo previamente cadastrado, de acordo com as
normas estabelecidas pelo Artigo 2° desta Portaria;

Grupo: 37.101.04.8 Cirurgia do Quvido IV

Procedimento: 37.040.01.4 Implante Coclear

Grupos ¢ Procedimentos criados pela Portaria GM/MS n® 3.762, de 20 de
outubro de 1998.
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Art. 4° Estabelecer que os Centros/Niicleos abaixo relacionados, anteriormente
habilitados a realizar implante coclear e que vém apresentando producio, deverio proceder
seu recadastramento de acordo com as normas estabelecidas nesta Portaria, no prazo de 90
{noventa) dias, periodo no qual ficam, provisoriamente, cadastrados:

A - Hospital de Pesquisa e Reabilitaggo de LesSes Labio-Palatais - Bauny/SP —
CGC 63.025.530/0082-70

b - Fundagio Faculdade de Medicina MEC/MPAS - SP ~ CGC
56.577.058/0001.00

Art. 5% Determinar 2 obrigatoriedade de preenchimento pelos Centros/Niicleos
cadastrados, para cada Implante Coclear realizado, do Formuldrio de Informacgfes de
Implante Coclear constante do Anexo L, desta Portania,

Paragrafo unico. O Formulirio de que trata este Artigo, devidamente
preenchido, deverdi ser enviado, anualmente, & Coordenagdo de  Alta
Complexidade/DAPS/SAS, onde integrard um Banco de Dados de Implante Coclear.

Art, 6° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagio, revogando o
Artigo 3°, da Portaria GM/MS n° 3.762, de 20 de outubro de 1998,

BARJAS NEGRI
ANEXO1

, IMPLANTE COCLEAR )
CRITERIOS DE INDICACAO E CONTRA-INDICACAC

1~ CRITERIOS DE INDICACAO

11. - IMPLANTE EM ADULTOS

O Implante Coclear em adultos deverd seguir os seguintes critérios de
indicagio:

a - pessoas com surdez neuro-sensorial profunda bilateral com codigo
lingtistico estabelecido (casos de surdez pés-ingual ou de surdez pré-lingual,
adequadamente reabilitados);

b - auséncia de beneficio com prétese auditiva (menos de 30% de
discriminac8o vocal em teste com sentengas);

¢ - adequagdo psicoldgica € motivagio para o uso de implante coclear.

1.2. - IMPLANTE EM CRIANCAS

O Implante Coclear em criangas, menores de 18 anos com surdez pré e pos-
lingual, deverd seguir os seguintes critérios de indicagdio:

a) experiéncia com prétese 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;

d) condigbes adequadas de reabilitagio na cidade de origem.

2 - CRITERIOS DE CONTRA-INDICACAG

Esta contra-indicado ¢ Implante Coclear nos seguintes casos:
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a - surdez preé-lingual em adolescentes e adultos nZo reabilitados por método
oral;

b - pacientes com agenesia coclear ou do nervo coclear;

¢ - contra~indicacBes clinicas.

ANEXO I

IMPLANTE COCLEAR ,
NORMAS PARA CADASTRAMENTG DE CENTROS/NUCLEOS

1 - NORMAS GERAIS

1.1 - ROTINA DE CADASTRAMENTO

a - A abertura de qualquer Centro/Nicleo para Implante Coclear dever ser
precedida de consulta ao gestor do SUS, em niveis local e estadual, sobre as normas vigentes,
a necessidade da sua criago e a possibilidade de cadastramento do mesmo, sem a qual o SUS
nfo se obriga ao cadastramento.

b - Uma vez confirmada a necessidade da eragio do servigo, a solicitacio de
cadastramento devera ser formalizada junto & Secretaria de Saide do Estado, Municipio ou
Distrito Federal, de acordo com as respectivas condigbes de gestio e a divisio de
responsabilidades pactuadas na Comissdo Intergestores Bipartite, que se encarregari da
avaliag3o das condig¢Bes de funcionamento do servigo por meio de vistoria “in loco”, da
emissdo de laudo conclusivo a respeito do cadastramento, bem como da integragio do novo
servigo na rede de referéncia estadual.

¢ - Uma vez aprovada a solicitagdo de cadastramento pelo Gestor do SUS, o
Ministério da Salde, se julgar necessério, poderd solicitar parecer técnico da Sociedade
Brasileira de Otologia que providenciard a realizagdo de visita técnica e elaboracdo de
parecer conclusivo a respeito do cadastramento solicitado;

d - Aprovado o cadastramento, a Secretaria de Assisténcia 4 Satide — SAS, por
meio da Coordenaglio de Alta Complexidade, tomara as providéncias necessarias a sua
efetivagio.

2 - NORMAS ESPECIFICAS

2.1 - CAPACIDADE DE REALIZACAO DE PROCEDIMENTOS

Para fins de cadastramento os Centros/Nucleos deverfio ter condi¢des de
realizar os seguintes procedimentos:

a - avaliagdo fonoaudioldgica de linguagem oral e escrita e fonoarticulatoria;

b - terapia fonoaudioldgica individual € em grupo;

¢ - testes de proteses auditivas;

d - testes de leitura oro-facial e de percepcio da fala;

e - audiometria tonal liminar, logoaudiometria e imitanciometria;

f - audiometria eletroencefalica e emissdes otoacisticas;

g - testes de funcfo labirintica;

h - reabilitacio auditiva.

2.2 - NECESSIDADE DE SERVICOS

O35 Centros/MNicleos deverfo possuir os seguintes Servicos:
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a ~ Servigo de Otorrinolaringologia;

b~ Servigo de Neurologia:

¢ — Servigo de Genética Clinica;

d — Servico de Pediatria;

¢ — Servigo de Fonoaudiologia — audiclogia clinica incluindo a adaptagio de
AASI e programas de reabilitagdo; terapias fonoaudiolégicas distintas e adequadas a diferente
faixas etérias e necessidades da clientela;

f — Servigo de Pedagogia — realizacio de acompanhamento e orientacfo
escolar e servigos de audiologia educacional;

g~ Servigo Social;

h - Servigo de Nutrigio — habilitado a realizar reabilitagio de portador de
deficiéncia auditiva;

I — Servigo de Enfermagem - habilitado a proceder 3 reabilitacio de portador
de deficiéncia auditiva

2.3 - EQUIPE TECNICA

Os Centros/Niicleos deverfio ter, no minimo, a seguinte equipe técnica:

2.3.1 - Equipe bésica:

a - Otorrinolaringologista;

b - Fonoaudidlogo;

¢ - Psicélogo;

d- Assistente Social;

2.3.2 - Equipe Complementar:

a - Neurologista, Neuropediatra;

b - Geneticista

¢ - Clinico Geral

d - Pediatra

2.3 .3 - Infraestrutura Hospitalar:

a - Anestesiologista, laboratério clinico, diagndstico por imagem.

b - Equipe de enfermagem

OBSERVACOES:

a - Os profissionais médicos deverfio possuir titulo de especialista na
respectiva area, conferido pelo Consetho Federal de Medicina ou Sociedade Brasileira afim
ou, ainda, certificado de Residéncia Médica em sua area, reconhecida pelo Ministério de
Educagio. Os profissionais das demais areas deverfio comprovar experiéncia no tratamento
de deficientes auditivos.

b - Os nucleos poderfio contratar servigos especializados de terceiros a seu
citério e responsabilidade, desde que isso n#o comprometa a integralidade e
interdisciplinaridade do tratamento ofertado ao paciente.

24 - CARGA HORARIA MINIMA PARA HABILITACAO AO
CADASTRAMENTO

Os profissionais abaixo relacionados deverfio ter a seguinte carga horiria
minima de formagio especifica par fins de habilitagiio ac cadastramento

a — Otorrinolaringologista:
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- Residéncia Médica em Otorrinolaringologia ou titulo de especialista em
otorrinolaringologia, com experiéncia comprovada em audiclogia clinica e reabilitativa.

- Experiéncia em cirurgia otoldgica, com a carga horaria exigida na Residéncia
Médica.

- Curso para Implante Coclear com: aproximadamente 30 horas laboratoriais
de osso temporal € 30 horas tedrico-clinicas cobrindo os varios implantes multicanais,

b — Fonoaudidlogo:

- Curso com: 30 horas tedrico-clinicas; 30 horas de mapeamento e 30 horas de
reabilitacfo.

2.5 - INSTALACOES FISICAS E EQUIPAMENTOS

a — Consulténio Médico com equipe e instrumental de otorrinolaringologia,
incluindo microscépio otoldgico;

b ~ Consultdrios Médicos para neurclogia, genética e pediairia;

¢ - Servigo de Audiologia Clinica com salas equipadas com: cabine ac(stica,
VRA, audibmetro, impedanciémetro, BERA, amplificadores coletivos, vibradores tateis,
ganho de inser¢do e emissdes otoachsticas, equipamentos para testes perceptuais € conjuntos
para teste de diferentes modelos de AASI, Hardware, Software e periféricos para ativagio,
mapeamento € balanceamento de eletrodos;

d — Servigo de Diagndstico por Imagem: R¥, Tomografia Computadorizada e
Ressondncia Magnetica. Estes dois ltimos exames poderdo ser realizados em outras
instituigOes, com referéncia devidamente formalizada nos moldes do disposto na Portaria
SAS/MS N° 494, de 26 de agosto de 1999;

e — Servigos Hospitalares com condigBes de proceder & internacfo hospitalar ¢
com centro cirirgico devidamente equipado e em condigBes de realizar cirurgias otolégicas,
sob anestesia geral e facilidades pds-cirirgicas;

f — Servigo de Terapia com: salas para terapia individual e grupal, com
aparelhos de amplificag8o coletiva, vibradores tateis e materiais pedagogicos;

g — Sala para atendimento psicoldgico;

h ~ Servigo de Nutrigdo;

i - Servigo de Enfermagem;

j — Laboratorio para confecgo de moldes auditivos equipado com motores de
alta rotagfo ¢ de bancada;

1 - Servigo de Arquivo Médico.

OBSERVACOES:

a - deverdo ser utilizados equipamentos de implante coclear devidamente
registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministéric da Salde;

b - fica a critério do Centro/Nicleo a escolha do equipamento mais indicado
para cada caso

26~ REGISTRO DE PACIENTES

Os Centros/Nacleos devem possuir um prontuaric para cada paciente, com as
informacdes sobre sua doenga, seus diagndsticos, resultados de exames ¢ tratamentos prévios,
todos devidamente escritos, de forma clara e precisa, datadas ¢ assinadas pelo profissional
responsavel pelo atendimento. Os prontuérios deverfio estar devidamente ordenados no
Servico de Arguivo Médico,
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Informages e procedimentos minimos:

- Identificagfio do paciente;

- Historico clinico e audiolégico;

- Diagnéstico,

- Indicagdo do Implante Coclear;

- Descrigiio do ato cirargico;

- CondigOes na alta hospitalar e na retirada dos pontos;

- Ativagfo dos eletrodos apds 30 dias da cirurgia;

- Em criancas: mapeamento e balanceamento dos eletrodos de 2 em 2 meses
no primeiro ano pos-cirirgico, de 3 em 3 meses no segundo anc ¢ semestralmente apds o
segundo ano;

- Em adultos: mapeamento ¢ balanceamento dos eletrodos de 3 em 3 meses no
primeiro ano pds-cirirgico, semestral no segundo ano ¢ anualmente ap6s o segundo anc;

2.7~ FORMULARIO DE INFORMACOES SOBRE IMPLANTE COCLEAR

E obrigatério ¢ preenchimento pelos Centros/Nicleos cadastrados e seu envio
anual para a Coordenagio de Alta Complexidade do Ministério da Satde, do Formulério de
InformagGes sobre Implante Coclear, constante do Anexo III desta Portaria.

ANEXO III
FORMULARIO DE INFORMACOES SOBRE IMPLANTE COCLEAR
I- IDENTIFICACAO DO PACIENTE

1 - Nome:

2 - Hade: 00 anos 00 meses

3 - Sexo: i Masculine [ Feminino

4 - Raca: [l Branca ONegre DAmarela [ Qutras

5 - Escolaridade: [J Basica [ 1° grau completo [ 1° grau incompleto [ 2° grau completo
LI 2° grau incompleto [ Superior completo O Superior Incompleto

6 - Profissdo:

7 - O paciente trabalha? Ul ndo se aplica Undo trabalha U trabalha
8 - Enderego:

9 - Cidade: Estado;

10 -Telefone: { ) - Recados com:

11 -DADOS DO PRE-OPERATORIO

1 - Swrdez:
a) tipo: U pré-lingual durante a gestagic [ pré-lingual indefinido
{1 pré-lingual apés a gestacio [l pos-lingual
b} idade na época da surdez: 00 anos 00 meses
¢) tempo de surdez: (0 anos [0 messs

2 - Diagnoéstico etiologice provivel:
a) Surdez Congénita;
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U causas infecciosas:U meningite O sarampe Ucaxumba O toxoplasmose
U rubéola U putrasg

[ genética
Ouse de ototoxicos. Qual?
0 matformacfes congénitag, Quais?

O outras;
b} Surdez Adguirida;
U cansas perinatais: [ trabalho de parto prolongado  Jaméxia  Jictericia
[] prematuridade U baixo peso ac nascimento
U outras

[ causas infecclosas: D mendngite Oszrampe  Dcaxamba  Drubéola
U toxoplasmose T outras
[ causas otolégicas: U surdez siibita [ otosclerose coclear [ pés-operatdrio

{1 trauma cranio encefalico {1 doenca autoimune
{1 fratura do osso temporal i] otite média crinica
Ul outras

(1 desconhecida
L] outras causas;

O causa desconhecida { )

3 - Sintomas associados:
J zumbido O tonturas ndo rotatdrias vertigens
{J outros:

4 - Exame Fisico:

a} otoscopia O normal 0 alterada
b) rinoscopia { normai {J alterada
c) oroscopia O normal (1 alterada

5 - Exames Subsidiarios:
Audiometria {J DNS profunda bilateral > 9¢ dB)
O DNS profunda vnilateral ¢ DNS severa unilateral
L1 DNS severa bilateral {entre 70 ¢ 90 dB)

] outras
Discriminagio: [F1%
CT dos temporais: 0 normal U aiterada
0 sinais de calcificaciio da coclea
Exame vestibular: [ normal 0 alterado
Ex. laboratoriais: ) normais U] alterados

Qutros:

& - Cinwrgia otoldgica prévia:
0 nfo ) sim, Qual & quando?

7 - Doengas Associadas:
[} dinbetes Unefropatias D hipertensfo T pnewmopatias




MINISTERIO DA SAUDE

DEPARTAMENT G NACIONAL DE AUDITORIA DO §US
COORDENACAO DE SISTEMAS DE INFORMACAO
SISTEMA UNICO DE SAUDE — LEGISLACAO FEDERAL

149

ALTA COMPLEXIDADE:

IMPLANTE COCLEAR

U cardiopatias [ outras:

& - Testes com pritese anditiva:
Aundiomelria com protese auditiva;

Lado Direito;
dB 250 500

1000 2000 4000 8000 Hz

Lado Esquerdo:

dB 250 300 1000 2000 4000 8000 Hz

Lado da prétese: 0D aE J Bilatera!

Marca: Modelo:

Tempo de uso; Acerto de sentencas abertas: 00%

a) Discriminagfio de sons complexos: 1%
b} Reconhecimenio da fala:

- porcentagem de discriminacdo de vogais:

¢) Reconhecimento de tragos suprasegmentares:
- freqii€ncia:

- porceniagem de discriminacio de monossilabos: 0%

- porcentagem de discriminacfo em apresentacic fechada: %

0%

- tonicidade:

- entonagio:

- TIHMG:

d) Reconhecimento da voz:
- intensidade;

- pitch:

- ressondncia

¢} Sistema fonémico;
- fonemas distorcidos:

- fonemas omitidos:

- fonemas substituidos;

i - DADOS DA CIRURGIA E DOIMPLANTE
1 - Data da Cirurgia: 00 /000 / 0000

2 - Data da alta hospitalar: 00 /30 / 0000

3 - Cirurgifo:

Nome:

4 - Equipe cirlfirgica:

CRM: TOOCHID CPF: OOO00000000 . Estade: 00

5  -Eguipe anestésica:

6 -~identificacfo do Implante:

Modelo: HODOOOC0O0 alfanumérico)
Nimmere de eletrodos do Modelo: 00 (numérico

Marca do Implante Coclear: COODO00ONIO000NI00000 (alfanumérico)
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Numero de eletrodos implantados: 00
7 - Estado da chclea: Ui normal

{1 paralisia facial O vertigem intensa
[J isquernia do retalho T necrose do retalho
2 outras:

Tipo: O xR Oamp OPP
Sistema: 0O digital O analdgico
Eletrodo:

(Jextracoclear Cintracoclear [ dificuidade de colocacdo

{J obliterada
8 - Imtercorréncias na cirurgia ou pods-operatério imediate:
U zumbido intenso

9 - Intercorréncias no pos-gperatdrio tardio:

0 zambido intenso

[ paralisia facial [ vertigem intenss
[Jisguemia do retatho  [lnscrose do reialho
0 outras

1 - Data de inicio: ; OO0/ D000

2 - Engenheiro responsavel:

3 - Ha percepgio do estimulo gerado?
{isim U ndo

4 - Freqtiéncia minima percebida;

5 - Freqiiéncia maxima percebida:

V - DADOS DA REABILITAGAQ
1 - Data de inicio: 00 /00 / 0000
2 - Fonoaudidloga responsdvel:

IV -DADOS DA PROGRAMACAQ DO IMPLANTE COCLEAR

6 - Discriminagio de intensidade do som (limiar minimo, confortivel e doloroso):

O ruim {] regular tboa O 6tima
7 - Discriminacdo de freqiiéncia do som (grave ou agudo):
0 ruim U regular boa {J ftima

Hz
Hz

a) Discriminagio de sons complexos: 0%
b) Reconhecimento da fala:

- porcentagem de discriminagio de vogais:

¢} Reconhecimento de tragos suprasegmentares:
- fregiiéncia;

- porcentagem de discriminacfio de monossilabos:

- porcentagem de discriminagio em apresentacio fechada: [11%

0%
0%

- tonicidade:

- entonagio:

- FItmo:

&) Reconhecimento da voz:
- intensidade:

- pitch:

- ressondncia;

&) Sistema fonémico
- fonemas distorcidos:

- fonemas omitidos:

~ fonemas substituidos:

resultados apés & meses da cirurgia)

[ eletrodo ativo mal posicionade

VI — MAUS RESULTADOS DO IMPLANTE COCLEAR (para ser preenchido em case de maus

{1 paciente desmotivadoe 2 usar ¢ implante coclear
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ALTA COMPLEXIDADE:
IMPLANTE COCLEAR

UJ falha da estimulagdo elétrica do implante coclear
U dificuidades na leitura oro-facial durante 2 reabilitacio
0 outros

(OFELN® 374/59)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Frogetny fée:ﬁfmzmag;w do freqifucia doy afeloy T340l ne gone da conexinug 26 em
waasfruy i popsiaeds asifeira

Resporsavels. Frofo. Iva. 867 Dnvia Swiorain

{Centro de Biologis Molecalat o Bagenhadds Gendiica - CBMEG ~ LIMICAMD
Frafa Dra. Andréa Trevas Mo '; f;iffff‘?‘e%

{Dmpactamento de Gendios Médica - FOM - 11N ARIR)

MNome d
Registro %’.as;a&;
Faderego,

S Uidade: Bagade
CEF o Fons o |

Kesponsgeal _ e ddader

Ry Giran do pavaniescs,

Justifieative ¢ objefivos do estude:

A delicintia auditive (DAY pode ter diverses causas, 1o genaticas fraanio. ndo
gontiivas. {(denorrente do Huores do ambianel, '{3’5&? S8 BDFOSOTMAl D0¥R0 sndomalia
wolada {ﬂ?-iﬁai:i;-z:irﬁmz 51 ou associda @ gueadros sieddmicos. Aldm 1830, £ DRIHOR
casos nin ¢ podsivel defindr sus otige.

Hmbora sgjam multos o8 poves envolvidos ne DA de herangs autcssdmicn
TRCESSIVE, COMPIOVING-Se TOleniorments que mataghes no gene (B2 {conexing 2631 #3180
vwfﬁwiszk na IR pario denses cusos. A nu 2086 33dei(h no gene da conedng 26, éa
mals fregiienmtemente observada nos onans om gue b o envoltdmoenio deme geee
Constaipu-se, reComamends, que asia mulaglo & i"wmu*w ent diversss populsgBes; sa
i,umpf‘ a fregifncia de hetorpaigotos 6 1 pare 51 necimantos. O mdividuo §}a: OZIRON

& aepaele de madighn normal, portador da mogho om dose dnica, mas gus pode vir & yorar
fbos com DA se vier 3 5o unlr 2 onwre porlador de nuacio @ ambos & €E;h;,_,{i3§.{é‘{"©1‘n
srnuifancarnente & rrianga.

Hste rabatho tom coma shjerivos determing & prevaldngs de e 333G emy
feed *msaza‘:.z\im de populegho brabluira, detectar precocements sasos de DA de origem
gentiod, ¢ mdivar o aconsellmmento gesdtice sos haterozigotos,

#5
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Prpvedhmenios 3 gus etrfe subsistides o8 pazionise

& onatagdio 356eiG sord posquasads & partly de una gota de sungue do bebd cothidy
na eoando do Teste do perinhin”, end papel especial, Nos oavos de detecgdo de ndividao
heteroriygoto, todo o gene da consding 26 serd snalisudo pars exchir o possibiiiade de
aue huls oulte wutagio oo outrs dele que resuite e DA Come pode haver Interaglio
diforentes gones envelvidog nn DA nlo sindrlndon caso ainds ndo s¢ orconis 4 muitacdo
do nutre alele nb gene dy conekina 26, outrss genes poderdo ser estudados. Nease oaso,
pode e avosasania g colela de f‘--?,ﬁs‘ {éw sangoe G0 indiddun e dos ossus paly pass
confiomagio dos achados ¢ para que o soonsothamenso pendlice seja reslizady de forma
c:\'{'ga,{gi-:;&iké.,

Bisop ¢ Dexconforis

Pars » reabizagio do exame sevdio necessbrios ceros de Smb de sangue venosn, goe
noderd ser obtide e ume Gmicy oolsta. U detes ssseoindos 2 esse procodiments sio
ey, pixdendo ocorrer dor e mmﬁ*;:a:z Kas -{ﬁegsa‘iz‘aﬁ sesd i fowsl da codety do sangae.
O desconforio sora minimao, pods, o goral ensy ooleta serd realizads puin veln do brage,
pov profissionyd treinado & devidanente by *i #ado para realizd-la

fHenelicios spavadas

Now czsos en que for detentada & suitagio 33060 no gere da conevina 16 om
dove Tmucw (recdmensscidos beterozigotes), serfo fomectdas informagles quante 4
neesssidade de reavsbacfo panfliza su fuhwre, guende s odange stingy o idede
reprodutive,

Por waure lade, naqueles o gue forem deteciadas muts t;,s,je dque levam s DA, 8
regbdintacdo posdlera ser iniclada prepocemends, com resuitades multe supsriorss ’%;Ja? :
cbiidos ;;z.mrs&u ¢ diagndation ¢ tardio. Além diseo, o8 pais poderBio ser orientados guans
20 vizoo de nasdimentie de cutros Mhos com DAL

Garantimes aos pacientes o suas Heniliss resposie 5 qualuuer pergunta e

saclaresiments de gualouer dovids scerce dos assanios ;'elmt-i{ma fog com eRla posquisa,
;.:&;éss proporcicnades ainda informacfies atualizadas duraste o oande.

Serd mantido o siglo ¢ o cardter confidencial ésw informagles, ¢ 2 ideniificagdo

das paolentes pio serd exposty nas conchisBer su publicaghes

o

Recusa ou descontinusgcho da participagie

Aceito que g participasSo nesse progetn de pesquiss, do pacisnie pelo qual sou
Tespanraval, & volumana e que o pLess feoUshT oo retitar meu consentiments, 7 guslguer
momento (ochindo 2 refirads ds amosira de senguel sem compromuier o owidados
sesdions que O paciente recebe awmalmente, on veceherd no e,
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