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A perda auditiva em recém-nascidos de alto risco, varia de 20-40 em cada 1000
nascimentos. Em uma porcentagem variavel de casos, a etiologia € ambiental,
decorrente de fatores pré, peri ou pds-natais ou pode ainda ser de origem genética. O
principal objetivo deste projeto foi determinar a etiologia da perda auditiva em criangas
admitidas em unidades de terapia intensivas neonatais (UTIN) e avaliar a contribuigao
de outros fatores, principalmente medicamentos ototdxicos. Assim, foram selecionados
4 grupos: 25 criangas nascidas prematuras, de UTIN e com perda auditiva (grupo A),
25 criangas nascidas prematuras, de UTIN e sem perda auditiva (grupo B), 25 criancas
nascidas a termo e com perda auditiva (grupo C) e 25 criangas nascidas a termo sem
perda auditiva (grupo D), onde foram estudadas as principais mutagdes que levam a
perda auditiva neurossensorial nao-sindromica: 35delG (no gene GJB2), mutagdes
mitocondriais A7445G, G7444A (no gene CO1), A1555G, C1494T, A827G, T961G e
961delT/insC (no gene 128 rRNA e, em geral, moduladas pelo uso de antibidticos
aminoglicosideos), delecdes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854), no gene
GJB6. Em casos em que nao se encontrou uma mutagao que justificasse a perda, o
gene GJB2 foi sequenciado. Foram encontrados no grupo A 1 individuo com a
mutagao V371 (gene GJB2) em heterozigose e 2 com a mutagao A827G. No grupo B
foram encontrados 3 individuos com a mutagdo A827G. No grupo C foram encontrados
5 individuos com a mutacdo A827G e 5 com a mutagao 35delG em homozigose. No
grupo D foi encontrado apenas 1 individuo com a mutagdo A827G. Estes resultados
mostraram que a mutacdo A827G pode estar sendo modulada por mais de um fator,
como aminoglicosideos ou genes nucleares moduladores. A mutagao 35delG parece
estar diretamente relacionada a perdas congénitas profundas e pré-linguais. Na
comparacgao dos grupos A e B o Teste de Mann-Whitney mostrou significancia na média
do periodo de internacdo entre eles (p-valor = 0,003), mostrando que esta diferencga
pode ser a principal causa da perda auditiva no grupo A. E na comparacgado dos grupos
A e C, o Teste de Mood mostrou diferenca altamente significativa de perda auditiva de
ambas orelhas entre estes grupos (Orelha esquerda: p-valor = 0,002 e Orelha direita: p-
valor = 0,000), sendo as perdas no grupo A severas e no grupo C profundas, mostrando
que no grupo C esta perda é provavelmente causada por fatores genéticos, que levam a
perdas profundas, bilaterais e pré-linguais como mostram estudos prévios feitos com o
gene GJB2. No caso de individuos com perda auditiva, onde ndao foram encontradas
mutagdes, ha a possibilidade de que esta tenha sido causada por fatores ambientais ou
ainda por mutagbes nao pesquisadas neste trabalho. Deste modo, é de extrema
importancia o rastreamento genético para o diagnédstico precoce, otimizando, assim, as
chances de desenvolvimento da fala e linguagem.
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The frequency of sensorioneural hearing loss in high-risk newborns is 20-40 in 1000
births. In many cases, the cause is environmental, due to prenatal, perinatal and
postnatal factors, or caused by genetic factors. The main objectives of this project were
to determine the etiology of the hearing loss in children admitted into Neonatal Intensive
Care Unit (NICU) and compare with other factors, mainly ototoxic medication. 4 different
groups were selected: 25 pre-matures (from NICU) with sensorioneural nonsyndromic
hearing loss (group A), 25 pre-matures (from NICU) without hearing loss (group B); 25
full term children with sensorioneural nonsyndromic hearing loss (group C) and 25 full
term children without hearing loss (group D). The main mutations which cause hearing
loss were studied: 35delG (GJB2 gene), A7445G, G7444A (CO1 mitochondrial gene),
A1555G, C1494T, A827G, T961G and 961delT/insC (in the 12S rRNA mitochondrial
gene and, in general, modulated by aminoglycosides), A(GJB6-D13S1830) and
A(GJB6-D13S1854) (in the GJB6 gene). The complete GJB2 gene was sequenced in
cases where the 35delG mutation wasn’t found, or where it was found in heterozygosis.
1 child was found with V37! in heterozygosis (GJB2 gene) and 2 with the A827G
mutation in group A. 3 children were found with the A827G mutation in group B. 5
children were found with the A827G mutation and 5 others with 35delG in homozygosis
in group C. In group D only 1 child was found with the mutation A827G. These results
show that A827G mutations might be modulated by more than one factor, like
aminoglycosides or nuclear modifier genes. The 35delG mutation might be directly
related to prelingual profound congenit losses. Comparing groups A and B, Mann-
Whitney’'s Test showed significant results in the NICU period average (p-value = 0,003),
indicating that this diference could be the major cause of hearing loss in group A. The
Mood Test showed highly significant hearing loss diference in both ears between groups
A and C (left ear p-value = 0,002 and right ear p-value = 0,000), showing severe loss in
group A and profound loss in group C, indicating that in group C this loss is probably
caused by genetic factors that induce prelingual bilateral profound loss, as related in
previous GJB2 studies. In cases of hearing loss where mutations couldn’t be found, it is
possible that it has been caused by other mutations not studied or environmental
causes. Therefore, the screening of mutations is important because it could provide
better chances of developing speech and language.
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I. A perda auditiva

A perda auditiva é um dos disturbios sensoriais mais comuns e pode se
manifestar em qualquer faixa etaria. De acordo com a Academia Americana de
Pediatria (1999), a perda auditiva € uma das anormalidades mais comuns
presentes ja ao nascimento.

Em 2005, a Organizacdo Mundial de Saude estimou existir 278 milhdes
de individuos com problemas de audigdo, sendo mais de 15 milhdées no Brasil.
Em 1992, Simdes & Maciel-Guerra encontraram uma freqliéncia de 67% de
fatores ambientais causando a perda auditiva, 15% de fatores hereditarios e
15% dos casos com etiologia ndo esclarecida. Em 2007, Silva e colaboradores
também encontraram predominancia das causas ambientais, sendo estas
correspondentes a 58,6% dos casos de perda auditiva; as causas genéticas
foram encontradas em 20,7% dos casos e os 20,7% restantes apresentaram
etiologia ndo esclarecida, podendo estes dados evidenciarem uma melhora nas

condi¢gbes médico-sanitarias brasileiras.

Il. Perda auditiva infantil

A prevaléncia média da perda auditiva ja na infancia é estimada em
1,5/1000, variando de 0,8 a 2/1000 em diferentes areas do mundo
industrializado. Entre as criangas com déficit permanente de audigdo cerca de
90% apresentam disturbios neurossensoriais, 5% disturbios de condugéo e 5%
apresentam ambos (PARVING, 1994), sendo que em muitos casos € dificil
estabelecer sua origem (MORTON, 1991).

A conseqUéncia mais comum da perda auditiva é o significativo prejuizo no
desenvolvimento da linguagem e nas realizacbes escolares. A deteccdo da
perda auditiva e a intervengcdo precoce na infancia sao fundamentais para o
desenvolvimento da comunicagao, cognigcdo, relacionamento, sociabilidade,
emotividade, aprendizagem e, futuramente, para oportunidades vocacionais
(KARCHMER & ALLEN, 1999).

Os beneficios do diagndstico da perda auditiva e intervengao precoce em
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criangas sao comprovados quando o processo de intervencao € iniciado antes
dos seis meses de idade, mesmo nos casos de perda auditiva profunda. Quando
assim acontece, aos cinco anos pode-se observar desenvolvimento de
linguagem adequada as capacidades cognitivas (YOSHINAGA-ITANO et al., 1998).
O ideal é que haja um tratamento médico, iniciando-se antes dos 3 meses de
idade, e intervencado antes dos 6 meses, além de profissionais especializados

para a educagao destas criancas (DECLAU et al., 2005).

1. Recém-nascidos de alto risco

A frequéncia das diversas causas da perda auditiva em criangas modificou-
se nos ultimos 30 anos e provavelmente continuardao se modificando em fungao
das triagens auditivas estarem se tornando viaveis para todas as criangas,
devendo-se assim, desenvolver diferentes formas de prevengao. A maior vitéria
da prevencédo da perda auditiva em criangas encontra-se na area das doencas
infecciosas. A rubéola congénita desapareceu dos Estados Unidos da América
apods a realizagao da imunizagao e os casos de perda auditiva ocasionados por
sequela de meningite bacteriana diminuiram enormemente apds a administragao
da vacina Haemophilus influenzae B (KILE, 1993).

Dentre os recém-nascidos, sdo considerados de alto risco criangas com
uma ou mais dentre estas caracteristcas: infecgdes uterinas, histérico familiar
de perda auditiva infantil, nascimento com baixo peso, anomalias craniofaciais,
meningite bacteriana, hiperbillirrubinemia grave, medicamentos ototoxicos,
baixos valores de Apgar, ventilagdo mecanica com duragcdo de 5 dias ou mais,
quimioterapia e uma possivel sindrome conhecida por estar associada com
perda auditiva (JOINT COMMITTEE ON INFANT HEARING, 2007). Estas criangas,
entdo, permanecem por um periodo em UTIN (Unidade de Tratamento Intensivo
Neonatal). Segundo Camara (1999) existem altos indices de perda auditiva
nestas criangcas, uma vez que na UTIN sdo usadas drogas ototoxicas para
terapéutica ou profilaxia. Alguns exemplos destas drogas sdo a gentamicina,

amicacina, kanamicina, entre muitas outras.
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A surdez bilateral profunda se eleva de 1 a 2 em 1000 recém nascidos para
20 a 40 em 1000 se forem consideradas as criangas internadas em UTIN. Os
numeros se elevam muito mais se forem considerados os casos menos graves,
de surdez unilateral ou de perda auditiva adquirida durante a infancia (OLIVEIRA
et al., 2002).

Chapchap (1996) constatou prevaléncia de perda auditiva sensorioneural
em neonatos com permanéncia em UTIN e que tinham indicador de risco, de

4,4% e para os que nao tinham indicador de risco, de 1,1%.

lll. Causas e classificagoes da perda auditiva

A perda auditiva pode ser classificada de acordo com alguns critérios. Com
relacdo a localizagdo do defeito ela pode ser condutiva quando a anomalia
afeta a orelha média ou externa; neurossensorial (perceptiva ou neural),
quando a anomalia esta situada entre os receptores da orelha interna e as
regides auditivas do cérebro; ou mista, quando envolve ambos os casos (Figura
1).

A perda auditiva pode ser pré-lingual, se estiver presente ao nascimento
ou antes da aquisicao da linguagem; ou pés-lingual, quando se apresenta apés
a aquisicao da linguagem. Ainda classifica-se a surdez em sindrémica se esta
associada com outros sinais clinicos (como associada a malformacdes
craniofaciais ou cervicais, displasias esqueléticas, anomalias cutaneas ou
oculares, doengas neurologicas e disfungdes renais ou metabdlicas, entre
outras) ou nao-sindrémica se € a unica anormalidade encontrada. Pode ainda
ser classificada de acordo com o grau de perda: leve, correspondendo a perda
de 27-40dB; moderada (41-55dB); moderada a grave (ou severa) (56-70dB);
grave (ou severa) (71-90dB) e profunda (>90dB) (KaLATzIS & PETIT, 1998), no

entanto, esta classificacéo varia entre os autores.
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Figura 1 — Componentes das orelhas externa, média e interna. Modificado de

http://www.cabuloso.com/Anatomia-Humana.

As causas da perda auditiva podem ser genéticas ou ambientais.
Segundo Russo (2000) os principais fatores ambientais que contribuem para a
perda auditiva, principalmente no Brasil, podem ser pré-natais: infeccbes da
gestante (toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, etc) ou uso de
medicamentos pela gestante; peri-natais: tocotraumatismo, ictericia, andxia,
etc; pés-natais: meningite, sarampo, caxumba além do uso de medicamentos
ototoxicos.

Em paises desenvolvidos, estima-se que cerca de 60% dos casos de
surdez pré-lingual tenham bases genéticas. Além disso, 1 criangca em 1000
torna-se surda apds a aquisi¢ao da linguagem, ou seja, no periodo pds-lingual,
forma de surdez que frequentemente é progressiva. (CARRASQUILLO et al., 1997;
KaLATzIS & PETIT, 1998). No entanto, infecgdes como a meningite podem levar a

perda auditiva pos-lingual e subitamente.
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IV. Genética da perda auditiva

O estudo das causas genéticas da perda auditiva avangou
significativamente nos ultimos anos, e nesse periodo varios genes relacionados
a essa manifestacao clinica tém sido identificados.

Estima-se que 30% dos casos genéticos de surdez pré-lingual sejam
sindrébmicos e 70% ndao-sindrébmicos. A surdez n&o-sindrbmica é quase
exclusivamente monogénica e altamente heterogénea. Mais de 50 genes estao
envolvidos na perda auditiva nao-sindrbmica (HEREDITY HEARING LOSS
HOMEPAGE, 2008). Esta pode se apresentar em varios padrdées de heranca:
ligadas ao cromossomo X em 1-3% dos casos; mitocondrial em cerca de 2%; em
formas autossémicas dominantes (DFNA) em 15% e em formas autossémicas
recessivas (DFNB) em 80% (KALATzIS & PETIT, 1998).

Um dos maiores empecilhos na localizacdo de genes envolvidos na perda
auditiva é a dificuldade de manuseio da coclea e das demais estruturas da
orelha interna. A constru¢do de um banco de cDNA de material coclear fetal
possibilitou o enderecamento de genes candidatos por uma abordagem tecido
especifica (ROBERTSON et al., 1994; WiLcox et al., 1992).

A coclea € um dos o6rgaos mais complexos do ser humano. Como
responsavel pela audicdo, esta utiliza aproximadamente 16.000 células
sensoriais ciliadas que dependem, para seu bom funcionamento, entre outros
eventos, de despolarizagdo da membrana celular, transdugdo mecanoelétrica,
liberagao da transmissao e transporte de ions (AVRAHAN, 1997; VAN CAMP et al.,
1997), assim como da repolarizagdo da célula para que esta esteja apta a
receber novos estimulos. Esta repolarizacédo se da pela acdo das proteinas

conexinas (Cx).

1. As proteinas conexinas
Quase todas as células de mamiferos se comunicam diretamente com

suas células vizinhas através de jungbes comunicantes, ou gap junctions. Estas
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jungdes sao compostas por estruturas oligoméricas conhecidas como conéxons
(formadas por proteinas chamadas conexinas), os quais compdem 0s canais
que atravessam as duas membranas plasmaticas e estdo alinhados formando
uma passagem estreita que permite o movimento de ions inorganicos e
pequenas moléculas soluveis em agua (peso molecular de até 1000 daltons) no
citoplasma de uma célula ao citoplasma da célula adjacente (Figura 2). Desta
forma cria-se um acoplamento elétrico e metabdlico entre as células (ALBERTS et
al., 1998) o qual é crucial para a homeostase dos tecidos, crescimento e
diferenciacao celulares, e para a resposta a estimulos (WILLECKE et al., 2002).

Alguns tipos de proteinas conexinas apresentam maior expressao em
determinadas células ou tecidos do que outras. Na epiderme e em seus anexos,
nos epitélios da orelha interna e da cornea e em outros epitélios derivados do
ectoderma, encontram-se cerca de dez conexinas diferentes, que sao expressas
durante o mesmo periodo de desenvolvimento embrionario e diferenciagao
epitelial. Um hemicanal do conéxon pode ser formado por diferentes tipos de
conexinas e quando isto ocorre ele € chamado de heteromérico. Quando é
formado por apenas um tipo de conexina chama-se homomérico. Além disto,
estes hemicanais que se unem para formar um canal podem ser idénticos entre
si, sendo chamados entdo de homotipicos, quando ndo, sdao chamados de
heterotipicos. (Di et al., 2001; FORGE et al., 2002) (figura 2).



25

Figura 2 — Posicionamento dos conéxons nas células mostrando a organizacdo das
conexinas. A seta 1 exemplifica um canal homomérico e homotipico. A seta 2
exemplifica um canal heteromérico e heterotipico. A seta 3 exemplifica um canal

homomeérico e heterotipico. Modificado de Korkiamé&ki, 2002.

Mutacbes em genes de conexinas representam a principal causa de
perda auditiva de origem genética. Podem determinar a perda apresentando um
padrdao de heranca autossdmica recessiva (GJB2 e GJB3), autossémica
dominante (GJB2, GJB3 e GJB6) ou mesmo ligada ao cromossomo X (GJB1Y).
Além disso, mutacdes nestes genes sao responsaveis tanto por perda auditiva
exibindo formas sindrémicas (GJB2, queratodermia palmoplantar; GJBS3,
eritrodermia variabilis; e GJB1, neuropatia periférica), quanto nao-sindrémicas
(GJB2, GJB3 e GJB6) (RABIONET et al., 2000). A inabilidade de outras
conexinas em compensar a perda da fungcdo da conexina mutada € uma

caracteristica dos disturbios relacionados a defeitos nessas proteinas, e pode
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representar uma necessidade entre a homeostasia dos tecidos e a comunicagao
celular mediada pelas gap junctions (GERIDO & WHITE, 2004).

As mudancgas ocorridas no sistema gap junction devem interferir na
reciclagem de potassio durante a transdugao auditiva, resultando em falta de
funcionamento das células ciliadas e disturbio do potencial elétrico endococlear,
ou ainda na sobrevivéncia das células sensoriais do epitélio coclear (KIKUCHI et
al., 1995).

A coclea é o 6rgao que abriga as células sensoriais ciliadas responsaveis
pela transdugao das ondas sonoras em impulsos elétricos. Os estereocilios que
estdo presentes na superficie dessas células projetam-se na cavidade
preenchida com um fluido chamado endolinfa. Quando o estimulo sonoro
alcanga a orelha interna, ocorre a deflexdo dos estereocilios causando a
abertura dos canais de potassio. A concentragao de cations na endolinfa é
balanceada, de modo que a concentracdo de ions K* é alta e a de Na™ é baixa.
Os ions potassio fluem através da endolinfa e entram pelas células ciliadas,
despolarizando as membranas celulares e iniciando os sinais elétricos que sao
propagados ao longo do nervo auditivo para o cérebro.

Dessa forma, apés o estimulo sonoro, as células ciliadas ficam
hiperpolarizadas, com alta concentragao de potassio intracelular. Para que nova
excitagado das células seja possivel, as mesmas tém que ser repolarizadas, e
isso ocorre pela renovagao do potassio do interior do citoplasma para as células
de sustentagao da céclea, através de canais de potassio, situados na superficie
basolateral das células ciliadas, regulados pelo gene KCNQ4 (OLIVEIRA, 1994;
KIKUCHI et al., 2000).

Os ions potassio se difundem entdo, passivamente, pelas células de
sustentacao, pelos fibrécitos do ligamento espiral até a estria vascular e pelos
fibrécitos do limbo espiral para as células interdentais, atingindo a endolinfa por

meio das jungdes comunicantes (conéxons) (ALBERTS et al., 1998) (figura 3).
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Figura 3 — Transporte e reciclagem de ions K" na coclea. As setas pretas indicam o
caminho feito pelos ions potassio (K+) a partir de um estimulo sonoro. Figura
modificada do site www.susmedicos.com.

1.1. GJB2: O gene que codifica a proteina conexina 26 (Cx26)

O gene GJB2 foi o primeiro a ser identificado como envolvido na surdez
neurossensorial n&o-sindrbmica de padrao autossémico recessivo. Esta
localizado no cromossomo 13911-q12, no I6cus DFNB1. A regido codificante do
gene da conexina 26 contém um unico éxon de aproximadamente 682
nucleotideos (Gen Bank, numero de acesso: M86849). Hoje sabe-se que esse
gene esta envolvido em 80% dos casos de surdez de heranga autossémica
recessiva, e que mutagdes no gene da conexina 26 também podem determinar
perda auditiva com padrdao dominante de heranca (DENOYELLE et al., 1997).
Acredita-se que mutacdes no gene da conexina 26 sejam responsaveis por 10 a

20% de todas as perdas auditivas neurossensoriais (WiLcox et al., 2000).
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1.1.1. A mutacgao 35delG

Antigamente chamada de 30delG, a mutacao 35delG é a delegcao de uma
guanina (G) na posicao 35 do gene GJB2. Essa delecdo leva a alteragdao no
quadro de leitura de aminoacidos, provocando o aparecimento de um cddon
prematuro de terminagao no aminoacido 13 da proteina Cx26 (DENOYELLE et al.,
1997; ZELANTE et al., 1997). Deste modo, nao ha a formagao correta da proteina
e consequentemente ha um prejuizo na formagao dos conéxons, gerando o
fenodtipo da surdez.

A comprovagao de que mutagdes no gene da conexina 26 (GJB2) estao
envolvidas em 80% dos casos de surdez pré-lingual ndo-sindrémica de herancga
autossOmica recessiva mudou as perspectivas do aconselhamento genético
nessa area, principalmente considerando-se o fato de que a mutacédo 35delG
pode estar presente em até 70-80% dos casos em que esse gene esta envolvido
(DENOYELLE et al.,1997; ZELANTE et al., 1997; ESTIVILL et al., 1998; KELLEY et al.,
1998). Como é o caso dos alelos mutados no Sul e Norte da Europa, assim
como na populagdo caucasoéide americana, com uma freqténcia de portadores
que varia de 2.3% a 4% (Roux et al., 2004).

Os primeiros estudos no Brasil mostraram que a frequéncia de
heterozigotos em uma amostra de recém-nascidos era de 0,97% (SARTORATO et
al., 2000). Estudos posteriores mostraram que entre 100 brasileiros caucasoéides
dois eram heterozigotos, resultando na freqiéncia de 2%; entre brasileiros de
descendéncia africana, a frequéncia foi de 1% , ndo sendo observada em
brasileiros de origem asiatica (OLIVEIRA et al., 2004). Em 2007, Oliveira et al.
rastrearam a mutacado 35delG em recém nascidos de 10 cidades brasileiras, em
diferentes regides. A mutagdo foi encontrada em 25 individuos (1,35%),
mostrando uma frequéncia de 1:74, sendo 1:47 no norte; 1:64 no sudeste; 1:85

no Sul; e 1:124 no nordeste.
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1.1.2. Outras mutagdes no gene GJB2

Além da mutacado 35delG, mais de 100 mutagcées no gene GJB2 estao
envolvidas no fenétipo de surdez. A mutagao 35delG é comum em populagbes
brancas européias (ZELANTE et al., 1997; DENOYELLE et al., 1997), entretanto, em
outras populagdes mutagdes diferentes sao predominantes, como o caso da alta
freqUiéncia da mutagdo 167delT entre judeus Ashkenazitas, a R143W em
africanos e a 235delC em asiaticos (MOREL et al., 1998; MARTIN et al., 1999;
PARK et al., 2000).

Dentre as inumeras mutagdées no gene GJB2, a mutagcao V37Il, descrita
por Kelley e colaboradores em 1998, foi, a principio considerada como um
polimorfismo neutro, ndo relacionado ao fendtipo de surdez, uma vez que, foi
encontrado somente em um controle ndo afetado (KELLEY et al, 1998).
Posteriormente, Oliveira e colaboradores reportaram 2 casos com perda auditiva
com as mutagdes V37I/VO95M no Brasil e sugeriram se tratar de uma mutagao
autossbmica de heranca recessiva, ligada a surdez. (OLIVEIRA et al., 1999).
Rabionet e colaboradores em 2000 encontraram esta mutagdo em homozigose
em um individuo, chegando assim a mesma conclusao (RABIONET et al., 2000).

A partir da descoberta, identificacdo e clonagem do gene GJB2, muitos
outros genes envolvidos no fenétipo da surdez neurossensorial ndo-sindrémica
foram localizados e estdo sendo estudados, como o gene GJB6, gene que

codifica a proteina conexina 30 (Cx30).

1.2. GJB6: O gene que codifica a proteina conexina 30

O gene GJB6 codifica a proteina conexina 30 e esta localizado no mesmo
I6cus do gene GJB2 (DFNB1), na regiao cromossémica 13q12.

Uma das maiores dificuldades quando se trata do aconselhamento
genético de individuos portadores de mutagdes no gene da conexina 26 € o fato
de que em aproximadamente 10 a 50% dos casos de mutagdes no gene da
conexina 26 sao detectadas em apenas um dos alelos, tornando o

aconselhamento genético dessas familias extremamente problematico.
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Entretanto, recentemente parte deste problema foi esclarecido. Foram
encontradas duas delegcbes também situadas no locus DFNB1 (13912), que se
estendem a regido proximal do gene GJB2 indo até parte do gene que codifica a
proteina conexina 30 (GJB6). Estas dele¢cdes foram denominadas A(GJB6-
D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) e referem-se a perda de 342 Kb e 232 Kb,
respectivamente (DEL CASTILLO et al., 2005).

1.2.1. As delegcoes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854)

As delecdes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854 resultam no gene
GJB6 defectivo e conseqliente prejuizo na tradugao da proteina conexina 30.
Sao mutacdes autossOmicas recessivas. Estas delecbes podem ocorrer tanto
em homozigose como em heterozigose juntamente com mutag¢des do GJB2,
sugerindo possivel heranga digénica na surdez neurossensorial nao-sindrémica,
sendo esta idéia suportada pelo fato de que Cx26 e Cx30 s&o expressas nas
mesmas estruturas da orelha interna (LAUTERMANN et al., 1998), além dos canais
heterotipicos formados por eles (DAHL et al., 1996). Desta forma ocorreria uma
reducado do numero de hemicanais heteroméricos e heterotipicos formados pelas
Cx26 e Cx30 (XA et al., 2001; FORGE et al., 2002).

Em 2005, Del Castillo e colaboradores propuseram ainda outra hipotese:
que estas delegbes removeriam elementos cis afetando a expressao do gene
GJB2.

Em um estudo multicéntrico, publicado em 2003 por Del Castillo e
colaboradores, constatou-se que A(GJB6-D13S1830) € mais frequente na
Espanha, Franca, Reino Unido, Israel e Brasil (correspondendo a 7,1% de todos
os alelos DFNB1 pesquisados no Brasil). Esta frequéncia € menor na Bélgica e
na Australia (1,3 a 1,4%).

Em outro trabalho multicéntrico de Del Castillo e colaboradores de 2005,
encontrou-se no Brasil 6,3% de individuos com mutagdes em heterozigose no
GJB2 e também com a delecdo A(GJB6-D13S1854) no gene GJBG.
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2. As mitocondrias

Além de genes nucleares, mutagdes no DNA mitocondrial (mtDNA) estao
também relacionados aos casos de surdez sindrémica e ndo-sindrdbmica. Como
as mitocéndrias sdo responsaveis pela fosforilagdo oxidativa, que é o sistema
primario de producdo de energia (ATP) em todas as células eucaritticas, a
disfungao mitocondrial tem efeitos pleiotrépicos (KOKOTAS, et al., 2007). Além da
fosforilacdo oxidativa, as mitocdndrias desempenham um papel importante na

vida e morte celular (apoptose), além do controle do estresse oxidativo.

2.1. O DNA mitocondrial

As mitocondrias possuem DNA préprio, e cada célula contém centenas de
mitocdndrias com 2-10 moléculas de DNA cada. Seu genoma tem 2 fungdes
principais: (1) codificar algumas das proteinas que constituem o sistema de
fosforilacdo oxidativa e (2) codificar tRNA, rRNA e algumas proteinas usadas na
sintese das proteinas mitocondriais (Griffiths et al, 2002).

O genoma mitocondrial tem 16.569 pares de base (pb) (figura 4), e como
cerca de 90pb sdo considerados como parte de regiao intercistronica, nao ha
introns. Contém 37 genes que codificam dois tipos de rRNA, 13 polipeptideos

relacionados a cadeia respiratéria e 22 tipos de tRNA (JOHNS, 1995).

Mutagcdes em genes mitocondriais tém sido implicadas em uma grande
variedade de doencas. Muitas mutagdes no DNA mitocondrial podem levar a
alteragdes multissistémicas, tais como sindromes de Kearns-Sayre, NARP,
MELAS e MERRF, que podem apresentar a perda auditiva. Mutagdes
mitocondriais podem ainda levar o individuo a apresentar somente perda
auditiva como sinal clinico (surdez nao-sindrémica). Essas mutagcdes tém um

padrao de herangca ndo mendeliana (heranga materna).
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Figura 4 - DNA mitocondrial e localizagdo dos genes. Modificado de
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Uma célula normal possui apenas um tipo de mtDNA e é assim chamada
de homoplasmica. As mutacbes patogénicas sao  geralmente
heteroplasmicas, enquanto polimorfismos neutros no mtDNA séo
homoplasmicos. Somente algumas alteracbes sao causadas por mutagdes em
homoplasmia: a neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON) e a surdez nao-
sindrémica, por causa da mutagao A1555G (RosSSIGNOL et al., 2003).

Na populagdo caucasiana, pelo menos 5% das perdas auditivas pos-
linguais nao-sindrémicas sdo causadas por mutagdes mitocondriais conhecidas,
representando a causa mais freqliente de perda auditiva depois da mutacao
35delG, no gene GJB2, codificador da conexina 26 (KOKOTAS et al., 2007).
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2.2. A ototoxicidade dos aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao drogas conhecidas por sua acao bactericida no
sitio de decodificacdo da unidade pequena do ribossomo, causando perda de
sentido ou términos prematuros na sintese de proteinas das bactérias (CHAMBER
etal. 1996).

Estes farmacos, principalmente a gentamicina e a amicacina, sao
amplamente utilizados para tratamento de infecgdbes em recém-nascidos, com
objetivo terapéutico e profilatico, proporcionando um decréscimo na mortalidade
perinatal, resultado do incremento nos cuidados neonatais, aumentando a
sobrevida de criangas nascidas com baixo peso e muito baixo peso, porém
aumentando a possibilidade de sequelas, entre as quais a auditiva. O potencial
téxico dos aminoglicosideos foi explicado pela tendéncia cumulativa no fluido
linfatico da orelha interna. A toxicidade acontece no momento em que a droga é
administrada e persiste.

O tempo de utilizacdo do farmaco, sua forma de administracdo e
dosagem, apresentam influéncia na instalagcédo do efeito lesivo (perda auditiva
sensorioneural), sendo que, quanto maior a dosagem, o tempo de utilizacao e
quanto mais rapida a acdo do medicamento, maiores as chances da perda
auditiva.

Muitas vezes, individuos que adquirem perda auditiva apds o uso de
aminoglicosideos nao tem historia de uso de grandes quantidades de
aminoglicosideos, sugerindo haver uma susceptibilidade genética. Sabe-se que
a presenga de determinadas mutagdes associadas ao uso destes
medicamentos, aumentam a chance da perda.

Algumas mutacées no gene MT-RNR1, que transcreve o 12S rRNA
(961delT/insC, T1095C, C1494T, A1555G e possivelmente A827G, T1005C e
A1116G) e a mutacdo G7444A nos gene CO1/ARNASERUN) hodem contribuir
para a perda auditiva, pelo uso de aminoglicosideos (LI et al., 2005).

Os aminoglicosideos ocasionam uma significante reducdo nas EOAs
(emissdes otoacusticas) nos individuos que perderam a audicdo. A

administracdo combinada de aminoglicosideos e diuréticos de alga causa
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reducdo das EOAPDs (emissbes otoacusticas por produto de distorgcdo) em
todos os niveis de estimulos em respostas auditivas de animais (LONSBURY-
MARTIN et al., 2001).

2.3. Genes mitocondriais e mutagoes

2.3.1. Gene MT-RNR1 (ou gene 12S rRNA)

O gene 12S rRNA transcreve a subunidade 12S do rRNA. Diferentes
mutagcdes neste gene podem causar surdez nao-sindrébmica de heranga
materna, o que em muitos casos € induzida ou agravada pelo uso de

aminoglicosideos.

2.3.1.1. A Mutagao A1555G

A mutacdo A1555G do gene ribossomal 12S rRNA é a troca de uma
adenina (A) por uma guanina (G) na posicao 1555. Ela foi a primeira alteragao
molecular identificada como causa de surdez nao-sindrémica. Esta mutacao foi
descrita em 1993 em uma grande familia arabe-israelita (PREzANT et al., 1993). A
mutacdo A1555G pode predispor individuos a surdez pelo uso de medicamentos
aminoglicosideos e estdo associadas a surdez nao-sindrémica na maioria dos
casos (EsTiviLL et al.,1998; Usami, 1997). Ela esta presente em 0.5-1% de
caucasianos (KuPKA et al., 2002 e LI et al., 2004) com perda auditiva e uma
prevaléncia ainda maior foi descrita entre espanhdis (DEL CASTILLO et al., 2003)
e asiaticos (Usawmi, et al., 2000). Esta mutagcao tem sido reportada em muitas
familias com herangca materna de surdez neurossensorial nao-sindrébmica e
também em individuos que usaram aminoglicosideos.

Esta mutacdo altera a estrutura secundaria da molécula 12S rRNA,
tornando-o mais semelhante a molécula 16S rRNA da Escherichia coli e
aumentando a susceptibilidade ao aminoglicosideo (figura 5). Em 1993, HUTCHIN

e colaboradores propuseram que esta mutacdo aumenta a forca de ligacdo do
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aminoglicosideo. A mutagcdo causa perda auditiva apdés o tratamento com

aminoglicosideos a concentragdes que normalmente nao afetariam a audigao.
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Figura 5 — Comparagao de regido do gene 12S rRNA, onde se encontram as mutagdes
A1555G e C1494T e a regidao do gene 16S rRNA da bactéria E. coli. Modificado de
ZHAO et al., 2005.

A mutacdo A1555G, assim como outras mutagdes mitocondriais, pode ser
modulada por genes nucleares modificadores, além do uso de aminoglicosideos.
Isto explicaria parte da expressividade e penetrancia variaveis dentro de uma
mesma familia com esta mutacgao.

Na maior parte dos casos de surdez nao-sindrémica associada com esta
mutacao, esta se apresenta no estado de homoplasmia, no entanto, em 1997,

el-Schahawi e colaboradores descreveram uma familia com a mutacao A1555G

em heteroplasmia, associada a surdez (EL-SCHAHAWI, M. et al, 1997).



36

Apesar das mutagbées mitocondriais aparentemente ndao serem téo
frequentes no Brasil, Abreu e Silva et al. encontraram uma frequéncia de 2% da
mutacao mitocondrial A1555G em individuos brasileiros surdos, frequéncia esta,
semelhante a da Europa (ABREU-SILVA et al., 2006). Se for considerada a
administracado de aminoglicosideos a recém-nascidos de alto-risco, somada a
sugerida susceptibilidade a perda auditiva, o rastreamento torna-se de grande

relevancia nessas situagoes.

2.3.1.2. A Mutagao C1494T

A mutacdo C1494T ¢ a troca de uma citosina (C) por uma timina (T) na
posicdo 1494 do gene 12S rRNA. Ela foi encontrada em uma familia Chinesa
grande (ZHAO et al., 2004) e em 3 familias espanholas (RODRIGUEZ-BALLESTEROS
et al., 2006) com surdez nao-sindrémica. A penetrancia foi incompleta, porém
mais alta quando os individuos tiveram exposicdo a aminoglicosideos. A
mutacdo fica na mesma regido conservada codificadora do 712S rRNA e é
estruturalmente equivalente a mutacdo A1555G. Ela também parece ser
modulada pelo uso de aminoglicosideos, pelo mesmo mecanismo da mutagao
A1555G (figura 5).

2.3.1.3. A Mutacgao 961delT/insC

Esta mutagao € uma delegado de uma unica timina (T) , com uma insergao
de um numero variavel de citosinas (C) no gene 12S rRNA. Esta mutacao foi
encontrada em casos esporadicos em individuos chineses (BACINO et al., 1995)
e duas familias italianas com ototoxicidade por aminoglicosideos (FISCHEL-
GHoDsIAN, 1999 & CAsSANO et al., 1999). Em um estudo recente, Kobayashi et
al., 2005, encontraram uma frequéncia de 2% entre individuos com perda
auditiva neurossensorial, aumentando a possibilidade de uma frequéncia

relativamente alta desta mutacao entre populagdes com perda auditiva.
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2.3.1.4. A Mutagao T961G

Esta mutacao ¢é a troca de uma timina (T) por uma guanina (G) na posi¢cao
961 do gene 12S rRNA. Ela foi encontrada na forma homoplasmica em 5
criangas com surdez neurossensorial nao-sindrébmica, em familias diferentes

americanas (Tang et al., 2002).

2.3.1.5. A Mutacao A827G

Esta mutacao foi descrita por Li et al., em 2005 e por Xing et al., em 2006.
Ela esta localizada no sitio A do gene 12S rRNA mitocondrial, altamente
conservado evolutivamente em mamiferos e é a troca de uma adenina (A) por
uma guanina (G) na posi¢cao 827 do gene. A ocorréncia da mutacido A827G nos
chineses sugeriu que esta mutagdo esta envolvida com a perda auditiva. No
entanto, também se constatou que a mutacdo A827G sozinha nao é suficiente
para levar o individuo a perda auditiva, pois houve apenas 43.5% de penetrancia
nestas familias chinesas (XING et al., 2006). Ou seja, ela parece depender de
fatores modificadores para a expressao deste fendtipo, como diferentes

haplétipos, genes nucleares modificadores ou aminoglicosideos.

2.3.2. Gene MT-TS1 (ou gene tRNA3®N)

Este gene transcreve o tRNASUN) ¢ foj detectado em associacdo com a
perda auditiva neurossensorial em familias de varias regides e descendéncias
diferentes. Cinco mutagbes associadas a surdez nao sindrédmica foram
identificadas neste gene: G7444A, A7445G, 7472insC, T7510C, T7511C.

2.3.2.1. A Mutagio A7445G nos genes CO1/tRNASUN
A mutacao A7445G é uma troca de uma adenina (A) por uma guanina (G)
na posicdo 7445 do gene tRNA®®YN, Foi primeiramente detectada em uma

familia de descendéncia escocesa e mais tarde também encontrada em familias
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de Nova Zelandia, Japao, Franga, Ucrania, Portugal e Hungria (Reid et al., 1994,
FiscHEL-GHODSIAN et al., 1995; SEVIOR et al., 1998; Martin et al., 2000; Hutchin
et al., 2001; Caria et al., 2005).

A perda auditiva em algumas destas familias era ndo-sindrémica, mas em
alguns casos estava associada a queratodermia palmoplantar Esta mutagao
estava presente nas familias em homosplasmia, heteroplasmia ou em formas
combinadas de homo e heteroplasmia. A penetrancia também variou bastante
(MARTIN et al., 2000).

A mutacao A7445G esta localizada no stop cédon (AGA) do mRNA que
codifica o citocromo C oxidase (CO1), na fita pesada H. Porém, como o stop
cdédon AGA normal é mutado para um stop cédon AGG, a mutagado A7445G nao
tem efeito na expressdo da CO1. A posicao 7445 flanqueia a regiao terminal 3’
mas ndo faz parte do gene tRNA3®YN |ocalizado na fita leve L. A mutagdo
deixa a estrutura do tRNA intacta, mas afeta a taxa do processamento do
precursor do tRNA, resultando em uma redugao no nivel de tRNA (KOKOTAS et
al., 2007).

2.3.2.2. A Mutacdo G7444A nos genes CO1/tRNAS VN

A mutagcdo G7444A é uma troca de uma guanina (G) por uma adenina
(A) na posicdo 7444 do gene CO1, precursor do tRNA%®"YN  Foi primeiramente
descrita por Yuan e colaboradores em 2005, como uma co-segregagao com a
mutacdo A1555G em alguns membros de uma familia chinesa com perda
auditiva, induzida pelo uso de aminoglicosideos. Em 2006, Zhu e colaboradores
também rastrearam a mutacdo G7444A em 2 familias chinesas e concluiram
que ela pode ser modulada pelo uso de aminoglicosideos.

A mutacao G7444A resulta em uma leitura errada do stop cédon AGA da
mensagem CO1 da fita H do mtDNA, adicionando trés aminoacidos (Lys-GIn-
Lys) a regiao C terminal do polipeptidio (PANDYA et al., 1999; YUAN et al., 2005).
Porém, o polipeptidio mutado pode permanecer parcialmente funcional.

Alternativamente, a mutacdo G7444A ¢é adjacente ao sitio terminal 3’ do
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processo endonucleolitico da fita L do RNA precursor, transpondo o tRNAS® VN
e o mMRNA NDG6, reduzindo a quantidade destes (LEVINGER et al., 2004; GUAN et
al., 1998).

3. Triagem auditiva neonatal

Os testes audiolégicos associados as técnicas de biologia molecular
podem gerar resultados rapidos e mais precisos, além de aumentarem a
possibilidade de se descobrir a etiologia da perda. Desta forma, o individuo
podera receber 0 acompanhamento necessario precocemente, de modo que seu
desenvolvimento educacional, psicolégico e social seja otimizado. Segundo
Ruben (1993) a demora entre a suspeita e o diagndstico da perda auditiva
diminui irremediavelmente as possibilidades de tratamento e reabilitacdo dessas
criangas, pois se a intervengao nao ocorrer precocemente havera danos na area
da comunicagao com significante morbidade, que pode se manifestar no prejuizo

das atividades sociais e perda de oportunidades profissionais.

O rastreamento das mutag¢des mais freqlientes é importante porque pode
proporcionar o aconselhamento genético para a familia, assim como o
tratamento precoce adequado, e, consequentemente, melhorar chances de
desenvolvimento da fala e linguagem. Uma unica gota de sangue, na ocasiao do
teste do pezinho, é suficiente para rastrear muitas das mutagdes descritas
anteriormente.

O presente estudo teve como objetivos apontar os principais fatores que
ocasionam a perda auditiva em recém-nascidos de alto-risco, e a necessidade

de testes genéticos associados aos testes audioldgicos.
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OBJETIVOS
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| — Objetivos Gerais
Investigagdo da etiologia da perda auditiva em recém-nascidos de alto

risco.

Il — Objetivos Especificos

a) Rastrear e estabelecer a freqliéncia das seguintes mutagdes:

- 35delG no gene GJB2,

- A1555G, C1494T, A827G, T961G e 961delT/insC no gene
mitocondrial MT-RNR1 (12S rRNA);

- G7444A e A7445G nos genes mitocondriais COI/MT-TS1
(tRN. Aser(UCN));

- A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) no gene GJBG;

- Outras mutagdes no gene GJB2, nos individuos normais para as
mutacdes anteriores ou heterozigotos para 35delG ou heterozigotos

para as delecbes do gene GJB6.

b) Investigar a participacao de fatores ambientais:
Analise dos resultados genéticos e investigacdo de fatores ambientais,
focando o uso de aminoglicosideos e outros medicamentos, na tentativa de se

estabelecer uma possivel etiologia.
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MATERIAL E METODOS
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| — Casuistica

De acordo com as normas regulamentadoras de pesquisa em seres
humanos, resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, o projeto referente ao
presente estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Fortaleza/CE (UNIFOR) (anexo 1), assim como ao Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) (anexo 2).

Foram atendidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS), 250 recém-
nascidos prematuros (alto-risco), provenientes da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand (MEAC), da Universidade Federal do Ceara, do hospital César
Cals e do Hospital Waldemar Alcantara, todos de Fortaleza, Ceara. Deste total,
25 apresentaram perda auditiva neurossensorial (formando o Grupo A).

Entre os 225 individuos ouvintes restantes, foram escolhidos 25 (Grupo
B) baseando-se apenas no sexo e idade. Também fizeram parte desse estudo,
25 criancas, nascidas a termo e com perda auditiva congénita (Grupo C), e 25
criangas nascidas a termo e sem perda auditiva (Grupo D). Os quatro grupos

foram atendidos pela clinica particular Fono Audio Clinica (Fortaleza — CE).

Il - Métodos

1. Etapas do Estudo

1.1. Coletas de dados e exames auditivos

Foram feitas coletas de dados para a pesquisa, obtendo-se informacdes
do prontuario, nos servigcos de arquivo médico de cada hospital e com as maes
ou responsaveis pela crianga. Todos os testes audioldgicos foram realizados na
clinica particular Fono Audio Clinica (Fortaleza/CE).

Na primeira etapa do estudo, logo apds a alta hospitalar (dos grupos de
alto-risco), além das coletas de dados, foi feita a triagem auditiva por emissdes
otoacusticas — produto de distor¢cdo, timpanometria, pesquisa do reflexo cocleo-

palpebral e coleta de sangue para estudo genético.
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Na segunda etapa do estudo, 3 meses apods a alta hospitalar, foi realizada
outra coleta de dados, a respeito das intercorréncias neste periodo, triagem
auditiva por emissdes otoacusticas — produto de distor¢ao, pesquisa do reflexo
cocleo-palpebral e timpanometria.

Na terceira etapa do estudo, 6 meses apoés a alta, foi realizada mais uma
coleta de dados quanto as intercorréncias neste periodo, triagem auditiva por
emissdes otoacusticas — produto de distorcdo, pesquisa do reflexo cocleo-
palpebral e audiometria com reforgco visual. Nos casos com suspeita de perda
auditiva foram realizados também o potencial evocado de tronco encefalico
(estimulo acustico clique) e emissbes otoacusticas por estimulos transientes.

Ao final destas etapas, também compareceram a clinica particular os 25
individuos do grupo C, além dos 25 individuos do grupo D. Estes individuos
também passaram pela coleta de dados e informacgdes Uteis a pesquisa, além
de serem submetidos aos exames audiolégicos que comprovaram a perda
auditiva neurossensorial e estabeleceram o grau de perda. Estes individuos

tinham sexo e idade proximos aos grupos A e B.

1.2. Consentimento do Individuo
Para cada individuo foi assinado um termo de consentimento para

participar das investigac¢des, conforme a Declaracédo de Helsinque (anexo 3).

1.3. Obtencao do DNA

1.3.1 Extragdao do DNA gendémico de sangue periférico

A extragao do DNA gendmico foi feita a partir de leucdcitos obtidos em 10
a 15mL de sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA
10%, de acordo com o método fenol-cloroférmio adaptado pelo laboratério de
Genética Humana do CBMEG.
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1.3.2. Extragao do DNA gendémico de esfregago bucal
Para o grupo D de individuos foi feita a extragdo de DNA a partir de
células da mucosa bucal dos individuos, conseguidas através do uso de uma

haste (swab).

1.3.3. Rastreamento de mutagoes

Os exames moleculares foram realizados nos 4 grupos de individuos. Em
todos os individuos onde alguma mutacdo foi observada, os pais foram
convocados para exames moleculares e confirmagdo dos resultados, assim

como para aconselhamento genético.

1.3.3.1. Rastreamento da mutagao 35delG no gene GJB2

A partir do DNA extraido do sangue dos individuos, a mutacéao 35delG foi
analisada pela técnica de AS-PCR (allele specific polymerase chain reaction -
reagcao em cadeia da polimerase alelo-especifica) padronizada pelo laboratério.

O primer normal (NOR) foi usado para amplificar o alelo sem a mutacgao
35delG e o primer mutante (MUT) para o alelo com a mutagao 35delG. O primer
comum (COM) foi usado como primer inverso juntamente com o primer NOR ou
MUT. Com essas duas reacgdes (NOR e MUT) analisa-se cada individuo como
sendo homozigoto normal para a mutagcao 35delG, homozigoto mutante para
esta ou heterozigoto. E primers “A” e “B” foram usados como controles internos
da amplificagao.

Em seguida, esse DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1,5%, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, (TBE 10X é composto de Tris
Base a 0,089M, Acido Bérico a 0,089M e EDTA a 0,002M e em pH 8,0), corado
com brometo de etideo (na concentragao final 0,5ug/mL) e visualizado sob luz

ultravioleta.
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1.3.3.2. Rastreamento da mutagcao A1555G no gene mitocondrial 72S
rRNA

De cada individuo foi amplificada por PCR uma regido do DNA
mitocondrial de 2060pb que contém o nucleotideo 1555.

O produto amplificado foi testado em gel de agarose 1,5% em tampéo
TBE 1x, corado com brometo de etideo (na concentragao final 0,5ug/mL) e,
entdo, digerido com a enzima de restricdo BsmAl, a 55°C por 2 horas, da
seguinte forma: 17,5uL de produto de PCR; 2,0uL de tampao da enzima; 0,5uL
da enzima BsmA | (5000U/uL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TBE 1x, corado com brometo de etideo (na
concentragao final 0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta. A sequéncia
normal apresenta as bandas dos fragmentos de 1100, 516 e 444pb, ao passo
que na mutante perde-se um sitio de BsmA | apresentando fragmentos de 1616
e 444pb .

1.3.3.3. Rastreamento da mutagao C1494T no gene mitocondrial 712S
rRNA

De cada individuo foi amplificada por PCR uma regido do DNA
mitocondrial de 441pb que contém o nucleotideo 1494. O produto amplificado foi
testado em gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1x, corado com brometo de
etideo (na concentracao final 0,5ug/mL), entdo, digerido com a enzima de
restricdo Hph |, a 37° C por 2 horas, da seguinte forma: 17,5uL de produto de
PCR; 2,0uL de tampdo da enzima; 0,5uL da enzima Hph | (5000U/uL) e
visualizado sob luz ultravioleta.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampdo TBE 1x, corado com brometo de etideo (na
concentragao final 0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta. A sequéncia

normal apresenta as bandas dos fragmentos de 370 e 71pb, ao passo que na
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mutante ha a perda de um sitio de Hph | apresentando apenas o fragmento de
441pb.

1.3.3.4. Rastreamento das mutacoes G7444A e A7445G nos genes
mitocondriais COl/tRNASERUCN

De cada individuo foi amplificada por PCR uma regido do DNA
mitocondrial de 1822pb que contém os nucleotideos 7444 e 7445.

O produto amplificado foi testado em gel de agarose 1,5% em tampéo
TBE 1x, corado com brometo de etideo (na concentracao final 0,5ug/mL), entao,
digerido com a enzima de restricao Xba |, a 37°C por 2 horas, da seguinte forma:
17,5uL de produto de PCR, 2,0uL de tampé&o da enzima, 0,5uL da enzima Xba |
(10.000U/uL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TBE 1x, corado com brometo de etideo (na
concentragao final 0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta. A sequéncia
normal apresenta as bandas dos fragmentos de 846, 541 e 435pb, ao passo que
na mutante ha a perda de um sitio de Xba | apresentando os fragmentos de
1387 e 435pb. No caso de haver mutacdo, o individuo € submetido ao
sequenciamento automatico para verificar qual das duas mutagdes esta

presente.

1.3.3.5. Rastreamento das delegoes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-
D13S1854) no gene GJB6

A estratégia de analise destas dele¢des foi previamente descrita por del
Castillo e colaboradores (2005), que desenvolveu um unico teste diagndstico
envolvendo as duas dele¢gdes em um mesmo PCR. O gene GJB6 possui um
éxon codificante com 786pb.

Os fragmentos de DNA amplificados contém os pontos de quebra de

ambas as delegdes, assim como um segmento do éxon 1 do gene GJBG6, que é
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usado como controle para checar a eficiéncia da PCR e distinguir os alelos
heterozigoto e homozigoto das dele¢des. Um conjunto de trés pares de primers
resulta em dois produtos diferentes de amplificacdo de PCR: 333pb referente
controle; 460pb e 564pb relacionados as delegcbes A(GJB6-D13S1830) e
A(GJB6-D13S51854), respectivamente.

O produto amplificado foi testado em gel de agarose 1,5% em tampao
TBE 1x, corado com brometo de etideo (na concentragao final 0,5ug/mL) e

visualizado sob luz ultravioleta.

1.3.3.6. Rastreamento de outras mutagdées no gene GJB2 e das
mutacoes A827G, T961G e 961delT/insC no gene mitocondrial 72S rRNA

O gene GJB2 é composto por apenas um éxon codificante, que foi
amplificado por PCR. Para esta reacdao foram usados 3 pares de primers de
modo que o éxon fosse dividido em 3 regides de amplificacdo, para que nenhum
pedaco fosse perdido.

Para as mutacées mitocondriais A827G, T961G e 961delT/insC foi
amplificada também por PCR uma regido do DNA mitocondrial de 800pb que
contém os nucleotideos 827 e 961.

Os produtos amplificados do GJB2 e 12S rRNA foram testados em gel
de agarose 1,5% em tampao TBE 1x, corado com brometo de etideo (na
concentragao final 0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta, entdo, foram

realizadas as reacgdes de sequenciamento diretamente dos produtos de PCR.

1.3.4. Reagéao de seqilienciamento automatico
As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit V2.0 Ready Reaction (ABI

PRISM/PE Biosystems) e, constituiram-se de:
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40-80ng de DNA
3 uL do mix BigDye
1uL do primer direto ou reverso (5mM/uL)

H,O deionizada para completar 10 L.

1.3.5. Purificagao dos produtos de PCR e sequienciamento

As purificagbes foram feitas com o uso de isopropanol 75%, seguido de
centrifugagdo por 30 minutos e descarte do sobrenadante. Em seguida,
adicionou-se etanol 70% seguindo-se outra centrifugagdo por mais 10 minutos e
descarte do sobrenadante. Depois de secas adicionou-se 3uL de Blue Dextran e
foi feita a desnaturacéo a 95°C por 5 minutos. 1uL de cada amostra foi aplicado
em gel de acrilamida 4,5% (360g de uréia, 10g de resina (Dowex MR-3 [I-9005]),
100mL de solucéo de acrilamida (19:1), 100mL de TBE 10X, H,O para completar
1 litro), no seqiienciador automatico ABI PRISM™ 377 (Perkin Elmer), numa

corrida de 4 horas.

1.3.6. Analise das sequiéncias obtidas
As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com a sequéncia

normal com o auxilio dos softwares Chromas e Gene Runner.
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RESULTADOS
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1 — Resumo dos resultados obtidos:
Os resultados das analises moleculares dos 100 individuos, pertencentes

aos grupos A, B, C e D estao resumidos nas tabelas 1, 2, 3 e 4.



Tabela 1 — Resultados moleculares do grupo A

N°/ GJB2 GJB6 Mutag¢des mitocondriais
sexo | 35delG outras A(GJB6-D13S1830) A(GJB6-D13S1854) | A1555G C1494T A827 T961G A7445G
1M N/N N/N N/N N/N N N N N N
2M N/N V37I/N N/N N/N N N N N N
3F N/N N/N N/N N/N N N N N N
4 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
5M N/N N/N N/N N/N N N N N N
6 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
7™M N/N N/N N/N N/N N N M N N
8 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
9F N/N N/N N/N N/N N N N N N
10 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
1M N/N N/N N/N N/N N N N N N
12 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
13 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
14 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
15 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
16 F N/N V271/V27I N/N N/N N N N N N
17 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
18 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
19 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
20M N/N N/N N/N N/N N N M N N
21 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
22 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
23 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
24 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
25M N/N N/N N/N N/N N N N N N
N/N = Homozigoto normal V271/V271 = Homozigoto para V27I N = Normal

V37I/N = Heterozigoto para V37I M = Mutante



Tabela 2 — Resultados moleculares do grupo B

N°/ GJB2 GJB6 Mutag¢des mitocondriais
sexo | 35delG outras A(GJB6-D13S1830) A(GJB6-D13S1854) | A1555G C1494T A827 T961G A7445G
1M N/N V27I/N N/N N/N N N N N N
2M N/N N/N N/N N/N N N N N N
3M N/N N/N N/N N/N N N M N N
4F N/N N/N N/N N/N N N N N N
5F N/N N/N N/N N/N N N N N N
6 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
7M N/N N/N N/N N/N N N M N N
8 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
9F N/N N/N N/N N/N N N N N N
10 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
1M N/N N/N N/N N/N N N N N N
12 M N/N V27I/N N/N N/N N N N N N
13 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
14 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
15 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
16 M N/N V27I/N N/N N/N N N N N N
17 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
18 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
19 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
20 F N/N N/N N/N N/N N N M N N
21F N/N N/N N/N N/N N N N N N
22 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
23 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
24 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
25M N/N N/N N/N N/N N N N N N
N/N = Homozigoto normal V271/N = Heterozigoto para V27I N = Normal

M = Mutante



Tabela 3 — Resultados moleculares do grupo C

N°/ GJB2 GJB6 Mutag¢des mitocondriais
sexo | 35delG outras A(GJB6-D13S1830) A(GJB6-D13S1854) | A1555G C1494T A827 T961G A7445G
1M N/N 27I/IN N/N N/N N N N N N
2F N/N N/N N/N N/N N N M N N
3M N/N N/N N/N N/N N N M N N
4F N/N N/N N/N N/N N N N N N
5M N/N N/N N/N N/N N N N N N
6 F M/M N/N N/N N/N N N N N N
7M M/M N/N N/N N/N N N N N N
8 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
9M N/N N/N N/N N/N N N N N N
10 M N/N N/N N/N N/N N N M N N
1M N/N N/N N/N N/N N N N N N
12 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
13 M M/M N/N N/N N/N N N N N N
14 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
15 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
16 M N/N N/N N/N N/N N N M N N
17 F N/N N/N N/N N/N N N N N N
18 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
19F N/N N/N N/N N/N N N M N N
20 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
21 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
22 M M/M N/N N/N N/N N N N N N
23 M N/N N/N N/N N/N N N N N N
24 F M/M N/N N/N N/N N N N N N
25F N/N N/N N/N N/N N N N N N
N/N = Homozigoto normal V271/N = Heterozigoto para V27I N = Normal

M/M = Homozigoto mutante M = Mutante



Tabela 4 — Resultados moleculares do grupo D

N°/ GJB2 GJB6 Mutag¢des mitocondriais
sexo | 35delG outras A(GJB6-D13S1830) A(GJB6-D13S1854) | A1555G C1494T A827 T961G A7445G
1M N/N N/N N N N N N N N
2F N/N N/N N N N N N N N
3F N/N N/N N N N N N N N
4F N/N N/N N N N N N N N
5M N/N N/N N N N N N N N
6 M N/N N/N N N N N N N N
7F N/N N/N N N N N N N N
8F N/N N/N N N N N N N N
9M N/N N/N N N N N N N N
10 M N/N N/N N N N N N N N
11 F N/N N/N N N N N N N N
12 M N/N N/N N N N N N N N
13 F N/N N/N N N N N M N N
14 F N/N N/N N N N N N N N
15 M N/N N/N N N N N N N N
16 M N/N N/N N N N N N N N
17 M N/N N/N N N N N N N N
18 M N/N N/N N N N N N N N
19 M N/N N/N N N N N N N N
20 M N/N N/N N N N N N N N
21 M N/N N/N N N N N N N N
22 M N/N N/N N N N N N N N
23 M N/N N/N N N N N N N N
24 M N/N N/N N N N N N N N
25M N/N N/N N N N N N N N
N/N = Homozigoto normal N = Normal

M = Mutante
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No presente estudo, entre os recém-nascidos de alto risco, a frequéncia
de perda auditiva foi de 10%, sendo 25 entre os 250 que passaram por UTIN. E
dentre os 25 individuos (grupo A), 17 sao dos sexo masculino, correspondendo

a 68% do grupo.

2 — Mutacgao 35delG no gene GJB2

Dentre os 100 individuos foram encontrados 5 individuos mutantes em
homozigose, sendo estes do grupo C, correspondendo a 20% dos pacientes
deste grupo e a 83% das mutagdes encontradas no gene GJB2 neste estudo.

A figura 6 exemplifica os resultados, mostrando um individuo homozigoto

normal, heterozigoto e homozigoto mutante para 35delG.

—— Banda Controle 360pb
— Banda Mutante 202pb

—— Banda Controle 360pb
—* Banda Normal 202pb

AB12345

Figura 6 - Gel de agarose 1,5% mostrando os padrdes de banda Controle, Mutante e
Normal para a mutacao 35delG em 5 individuos. A: Controle Homozigoto mutante. B:
Controle Heterozigoto. 1 e 2: individuos com a mutagao 35delG em homozigose. 3, 4 e
5: individuos homozigotos normais.

Os 5 pacientes com esta mutacado apresentaram perda auditiva profunda e

bilateral. No entanto, o Teste de Independéncia de Fisher foi usado para
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comparar os graus de perda auditiva de ambas as orelhas (subdivididos em <90
dB e >90dB) com a presenca da mutacdo 35delG no grupo C e esta mostrou

nao ser significativa (p-valor = 0,27 para ambas as orelhas).

3 — Mutagao A1555G no gene mitocondrial 72S rRNA

Nenhum individuo apresentou a mutacdo A1555G neste estudo. Desta
forma, o padréo de bandas encontrado para todos os individuos esta ilustrado
na figura 7. Na auséncia da mutacao, o fragmento de 2060pb é cortado em 3
fragmentos: 1100pb, 516pb e 444pb.

— 1100pb

— Slébp
— 444bp

L N
Figura 7 - Fragmentos da digestdo do gene 712S rRNA com a enzima BsmA |, em gel
de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. (L) ladder de 1KB GIBCO BRL®; e

(N) fragmentos de 1100pb, 516pb e 444pb, de um individuo normal para a mutacao
A1555G.

Quando a mutagdo A1555G esta presente, ha a perda de um sitio de
restricdo de BsmA | e o fragmento de 2060pb é cortado em dois fragmentos:
1616pb e 444pb. A figura 8 ilustra o padrao de bandas de um controle positivo

para esta mutacao, apods digestao.
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Figura 8 - Fragmentos da digestdo do gene 12S rRNA com a enzima BsmA |, em gel
de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. (L) ladder de 1KB GIBCO BRL® e;
(M) fragmentos de 1616pb e 444pb de um individuo mutante para a mutagdo A1555G.

4 — Mutagao C1494T no gene mitocondrial 72S rRNA

Quando a mutagdo C1494T esta presente, ha a perda do sitio de restrigcao
de Hph | e o fragmento de 441pb nao é digerido. Na auséncia da mutagao o
fragmento de 441pb é cortado em 2 fragmentos: 370pb e 71pb (figura 9).

L1Kb

I W

— 441pb

- - 370pb

L 12 3 45 6728 9

Figura 9 — Fragmentos da digestao do gene 7128 rRNA com a enzima Hph |, em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. (L) ladder de 1KB GIBCO BRL®; (1)-(8)
fragmentos digeridos (individuos sem a mutagdo C1494T); (9) individuo controle

positivo para a mutacdo C1494T.
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Nenhum individuo foi encontrado com esta mutagao neste estudo.

5 — Mutacgoes A827G, T961G e 961delT/insC no gene mitocondrial 12S
rRNA

A figura 10 mostra os fragmentos amplificados por PCR, onde estao
localizadas as mutagdes A827G, T961G e 961delT/insC

L1Kb

= e w= — 300pb

L 1 2 3
Figura 10 - Fragmentos da amplificagdo do gene 7128 rRNA em gel de agarose 1,5%,

corado com brometo de etideo. (L) ladder de 1KB GIBCO BRL® e; (1), (2) e (3)
fragmentos de 800pb.

Este fragmento foi submetido ao sequenciamento automatico e 11
individuos apresentaram a mutacdo A827G em homoplasmia, sendo 2
individuos do grupo A; 3 individuos do grupo B; e 5 individuos do grupo C e 1 do
grupo D. No entanto, pelo Teste de Independéncia de Fisher ndo houve
significancia na comparacao dos 11 individuos que tém a mutacdo A827G e que

também tém algum grau de perda auditiva na amostra total de 100 individuos (p-
valor = 0,3178).
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A figura 11 exemplifica um individuo normal para A827G. A figura 12

exemplifica um individuo mutante para A827G, em homoplasmia.
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Figura 11 — Eletroferograma mostrando Individuo normal para A827G. A seta indica o

ponto da mutagédo, com o nucleotideo normal adenina (A).
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Figura 12 - Eletroferograma mostrando Individuo mutante para A827G. A seta indica o

\ Y

\ |
\; /
A/

ponto da mutacgao (troca de adenina (A) por guanina (G)).

Neste estudo nenhum individuo apresentou as mutagdes T961G ou

961delT/insC.
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6 — Mutagoes G7444A e A7445G nos genes mitocondriais
CO1/tRNASERUCN)
Nenhum individuo apresentou estas mutagdes neste estudo, desta forma,
a figura 13 ilustra o padrao de bandas encontrado, apds digestdo com a enzima
Xba |: 846pb, 540pb, 435pb.

L1Kb

846rPB

— 540 bp
— 435bp

Figura 13 - Fragmento da digestdo dos genes CO1/tRNASERYN com a enzima Xbal,
em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. (L) ladder de 1KB GIBCO
BRL®; e (N) fragmentos de 846pb, 540pb e 435pb, de um individuo normal para as
mutagdes G7444A e A7445G.

Quando uma destas mutagbes esta presente, ha a perda de um sitio de
restricdo de Xba | e o fragmento se divide em duas bandas: 1386pb e 435pb.
Quando este padréo de banda é encontrado, é necessario que esta regido seja
sequenciada para que se descubra qual das duas mutagbes esta presente. A
figura 14 ilustra o padrdao de bandas de um controle positivo para a mutagao

A7445G apos digestdo com a enzima Xba |.
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Figura 14 - Fragmento da digestdo dos genes CO1/tRNASERYN com a enzima Xbal,
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. (L) ladder de 1KB GIBCO

BRL®; e (M) fragmentos de 1386 bp e 435bp de um individuo mutante controle para
AT7445G.

7 — Mutagées A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D13S1854) no gene GJB6

A figura 15 mostra os padrdes de bandas para ambas as mutagoes.

564pb

460pb —
— 333pb

L123451L

Figura 15 - Resultado da técnica de PCR para detecgdo das delegcbes A(GJB6-
D13S1830) e A(GJB6-D13S1854). (L) marcador ladder 100pb Gibco BRL®; (1) individuo
normal; (2) heterozigoto para A(GJB6-D13S1830); (3) homozigoto para A(GJB6-
D13S1830); (4) e (5) heterozigoto para A(GJB6-D1351854).
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Neste estudo nenhum individuo apresentou estas mutagdes.

8 — Outras mutagoes no gene GJB2
A figura 16 mostra os fragmentos amplificados do éxon codificante do gene
GJB2.

e
! —
L 1 2 3

Figura 16 - 3 fragmentos do gene GJB2 resultantes do PCR. (L) ladder de 1KB GIBCO
BRL®; (1) fragmento de 284pb; (2) fragmento de 328pb; (3) fragmento de 255pb.

O produto do PCR foi sequenciado e os resultados encontrados foram:

- Mutagao V371

Apenas 1 individuo do grupo A apresentou esta mutagcao, em heterozigose.

- Polimorfismo V271
Este polimorfismo foi encontrado em homozigose em 1 individuo do grupo
A; em heterozigose em 3 individuos do grupo B € em 1 individuo do grupo C,

correspondendo a 5% do total de individuos.
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9 — Coleta de Dados:

- Consangiinidade:

Entre os 100 individuos pesquisados, 4 sao filhos de pais aparentados,
sendo 2 do grupo A (individuos 12 e 13), 1 pertence ao grupo D (paciente 18) e
um pertencente ao grupo C (individuo 22), sendo este o Unico caso associado a
mutacdo (35delG em homozigose). o Teste Exato de Fisher nao mostrou
significancia para o cruzamento destas duas variaveis entre os 100 individuos

pesquisados (p-valor = 0,19).

- Periodo de Internagao:
Para todos os individuos do grupo A e B obteve-se a informagao da

quantidade de tempo que permaneceram em UTIN (Grafico 1).

45 -

40 4

35 -

30 4

20 -

Periodo médio de internagio em UTIN (em dias)

Grupo A Grupo B

Grafico 1 — Comparagao da média do periodo de internagéo entre os individuos dos

grupos A e B (em dias).
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Segundo o Teste de Mann-Whitney para comparacao entre medianas, ha
evidéncias estatisticamente significativas de que o tempo de internacédo médio
ou mediano para individuos do grupo A foi maior que para os individuos do

grupo B (p-valor = 0,003).

- Grau de perda auditiva
Para todos os grupos foram obtidos os graus de perda auditiva, e

calculadas as médias, como mostra o grafico 2.

100

90

80

70 4

60 -

¥ Orelha Esquerda
M Orelha Direita

50 A

40 -

30 4

Grau de perda auditiva em dB

20 4

10

0 4

Grupo A Grupo C

Grafico 2 — Comparacao do grau de perda auditiva das orelhas esquerda e direita entre
os grupos A e C, em dB.

Segundo o Teste de Mood para igualdade de medianas houve uma
diferenca altamente significativa entre o grau de perda de ambas as orelhas
entre os grupos A (mediana = 72,5) e C (mediana = 95), sendo p-valor orelha
esquerda = 0,002; p-valor orelha direita = 0,000.

As médias de perda auditiva do grupo A foram de 70,4 (severa) dB para a

orelha esquerda e 70,6 dB (severa) para a orelha direita. Ja do grupo C as
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médias de perda auditiva foram de 90,8 dB (profunda) para a orelha esquerda e
92,2 dB (profunda) para a orelha direita.

As perdas auditivas neste trabalho foram classificadas em: leve (27-
40dB); moderada (41-55dB); moderada a gravel/severa (56-70dB);
gravel/severa (71-90dB) e profunda (>90dB).

- Uso de medicamentos ototoxicos:

As tabelas 5, 6, 7 e 8 mostram os medicamentos administrados por cada
individuo dos 4 grupos estudados.

Com o Teste Exato de Fisher foram feitas comparacdes do uso de cada
medicamento com o tempo de internacao dos grupos A e B (subdividido em: < 3
semanas e > 3 semanas) e houve significAncia para amicacina (p-valor =
0,0038), vancomicina (p-valor = 0,0002) e furosemida (p-valor = 0,0016).

O grafico 3 mostra a frequéncia de individuos que fizeram uso de

aminoglicosideos e outros medicamentos ototoxicos em cada grupo.

100

90

80 -

Gentamicina
M Amicacina
Vancomicina
M Furosemida
M Outros medicamentos ototdxicos

70

60

50 4

medicamentos

40 -

30

20

Porcentagem (%) de pacientes que usaram

10

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Grafico 3 - FreqUéncia de individuos usuarios de gentamicina, amicacina, vancomicina,

furosemida e outros medicamentos nos grupos A, B, Ce D.



67

Tabela 5 - Individuos de UTIN — Com perda auditiva (GRUPO A). dBNA: Nivel Auditivo em Decibéis. Em vermelho: antibiéticos aminoglicosideos.

TEMPO DE B Grau de perda auditiva
N°/sexo INTERNAGAO | MUTAGCAO Orelhas MEDICAMENTOS ADMINISTRADOS
UTIN (Dias) Esquerda Direita

1M 32 - 80 dBNA 80 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA,OXACILINA,PENICILINA,VANCOMICINA,FUROSEMIDA

2M 12 V37I/N 95 dBNA 95 dBNA GENTAMICINA,NEOMICINA,PENICILINA,

3F 93 A827G 60 dBNA 60 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA
VANCOMICINA

4 M 22 - 50 dBNA 50 dBNA AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA

5M 66 - 70 dBNA 75 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA
FUROSEMIDA

6 M 10 - 80 dBNA 80 dBNA GENTAMICINA , PENICILINA

7™ 60 - 80 dBNA 80 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA
FUROSEMIDA

8 M 28 - 40 dBNA 40 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

9F 23 - 65 dBNA 95 dBNA GENTAMICINA, PENICILINA

10F 50 - 50 dBNA 50 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA
FUROSEMIDA

11M 50 - 60 dBNA 60 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA

12 M 21 - 95 dBNA 70 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMID;

13 M 15 - 100 dBNA 80 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA , PENICILINA FUROSEMIDA

14 M 24 - 95 dBNA 95 dBNA AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

15M 59 - 65 dBNA 75 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA

FUROSEMIDA, IMIPENEM

16 F 65 V271271 55 dBNA 60 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, IMIPENEM, VANCOMICINA
FUROSEMIDA

17F 58 - 30 dBNA 30 dBNA AMICACINA, OXACILINA, CLAFORAN, FENTANIL, DEXAMETAZONA

18 M 16 - 85 dBNA 80 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, FUROSEMIDA

19F 47 - >100 dBNA >100 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, PENICILINA, VANCOMICINA

FUROSEMIDA CEFTAZIDIMA, IMIPENEM

20M 104 A827G 35 dBNA 30 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, IMIPENEM, VANCOMICINA
FUROSEMIDA

21 M 75 - 50 dBNA 50 dBNA AMICACINA, AMPICILINA, FUROSEMIDA

22F 29 - 60 dBNA 60 dBNA AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA

23 M 32 - 95 dBNA 100 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, IMIPENEM, VANCOMICINA, FUROSEMIDA

24 F 51 - 70 dBNA 75 dBNA GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, IMIPENEM, VANCOMICINA
FUROSEMIDA

25M 19 - 95 dBNA 95 dBNA AMICACINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, FUROSEMIDA, PENICILINA
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Tabela 6 - Individuos de UTIN — Sem perda auditiva (GRUPO B). Em vermelho: antibiéticos aminoglicosideos.

TEMPO DE .
N°%Sexo | INTERNAGAO | MUTAGAO MEDICAMENTOS ADMINISTRADOS
UTIN (Dias)
1M 25 - GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, PENICILINA, CEFOTAXIMA
2M 23 - GENTAMICINA, AMICACINA, OXACILINA, PENICILINA, FUROSEMINA
3M 46 A827G GENTAMICINA, FUROSEMIDA, PENICILINA
4F 7 - GENTAMICINA, PENICILINA
5F 24 - AMICACINA, OXACILINA
6F 80 - AMICACINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA, OXACILINA
7M™ 17 A827G -
8 M 8 - PENICILINA
9F 7 - -
10 M 13 - GENTAMICINA, PENICILINA
1M 18 - GENTAMICINA, PENICILINA
12M 20 V271N -
13 M 30 - GENTAMICINA, AMICACINA, PENICILINA, OXACILINA, FUROSEMINA
14F 42 - -
15 M 28 - GENTAMICINA, AMICACINA, PENICILINA
16 M 20 V271N GENTAMICINA, PENICILINA
17 M 30 - -
18 M 59 - AMICACINA, OXACILINA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA
19 M 7 - GENTAMICINA, PENICILINA
20F 8 A827G GENTAMICINA, PENICILINA
21F 5 - GENTAMICINA, PENICILINA
22F 18 - GENTAMICINA, AMICACINA, PENICILINA, OXACILINA E CEFOTAXIMA
23 M 21 - GENTAMICINA, AMICACINA, PENICILINA, OXACILINA, CEFOTAXIMA, VANCOMICINA, FUROSEMIDA
24 M 32 - GENTAMICINA, PENICILINA
25M 20 - -




Tabela 7 - Individuos Nascidos a Termo — Com perda auditiva (GRUPO C). dBNA: Nivel Auditivo em Decibéis.

Grau de perda auditiva

N°/Sexo MUTAGAO Orelhas MEDICAMENTOS
Esquerda Direita

1M - 60 dBNA 60 dBNA -

2F A827G 95 dBNA 95 dBNA -

3M A827G 95 dBNA 95 dBNA uso de farmacos ototoxicos
4 F - 100 dBNA 100 dBNA -

5M - 95 dBNA 95 dBNA -

6F 35delG/35delG 95 dBNA 95 dBNA -

7™M 35delG/35delG 100 dBNA 100 dBNA -

8M - 95 dBNA 95 dBNA -

9M - 95 dBNA 95 dBNA -

10M A827G 100 dBNA 100 dBNA -

11 M - 85 dBNA 85 dBNA -

12F - 90 dBNA 90 dBNA uso de farmacos ototoxicos
13 M 35delG/35delG 95 dBNA 95 dBNA -

14 M - 60 dBNA 95 dBNA -

15F - 95 dBNA 95 dBNA -

16 M A827G 95 dBNA 95 dBNA -

17 F - 85 dBNA 85 dBNA -

18 M - 85 dBNA 85 dBNA -

19F A827G 100 dBNA 100 dBNA -
20 M - 100 dBNA 100 dBNA -
21 M - 65 dBNA 65 dBNA -
22 M 35delG/35delG 95 dBNA 95 dBNA -
23 M - 95 dBNA 95 dBNA -

24 F 35delG/35delG 95 dBNA 95 dBNA -

25F - 100 dBNA 100 dBNA -
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Tabela 8 - Individuos Nascidos a Termo — sem perda auditiva (GRUPO D)

N°/ sexo

MUTACAO

MEDICAMENTOS

1M

2F

3F

4F

5M

6 M

7F

8 F

9M

10 M

11F

12 M

13 F

14 F

15 M

16 M

17 M

18 M

19 M

20M

21 M

22 M

23 M

24 M

25M

70



71

DISCUSSAO



72

Este estudo foi realizado com individuos provenientes da cidade de
Fortaleza e regido, no estado do Ceara, Brasil. A populagao brasileira € uma das
mais heterogéneas do mundo, como resultado de 5 séculos de mistura étnica
entre pessoas de trés continentes: o colonizador europeu, representado
principalmente pelos portugueses; escravos africanos; e os amerindios nativos,
que possuem uma ancestralidade asiatica distante (Alves-Silva et al., 2000;
Parra et al., 2003). Os holandeses invadiram o Brasil duas vezes, primeiramente
em 1624 ocuparam Salvador por um ano; em 1630 invadiram Pernambuco e
durante 24 anos controlaram quase todo o Nordeste, devido ao comércio do
agucar (www.infoescola.com).

Pode-se dizer, entdo, que a regido Nordeste, onde esta localizado o
municipio de Fortaleza, € uma miscigenacao principalmente de descendentes

africanos, nativos e europeus.

A prevaléncia de perda auditiva neurossensorial em recém-nascidos de
alto-risco encontrada neste estudo foi de 10%. Abramovich et al., 1979
encontraram prevaléncia de 9% em grupo de criangas de alto risco na Inglaterra.
Watkin et al., 1991 constataram prevaléncia de 4% em grupo de criangas com
média de idade gestacional de 35 semanas, também na Inglaterra. Camara, em
1999, encontrou prevaléncia de 5% em recém nascidos de alto risco no Ceara.
Assim, a frequéncia encontrada nesta pesquisa foi superior a todos estes
estudos. Porém foi inferior aos achados de Valkama et al, 2000 em recém-
nascidos de alto risco (de 12%) na Finlandia, de Martin et al, 2000 (de 14%) na
Espanha e de Sergi et al., 2001 (de 13,5%) na ltalia. Dos 25 individuos de alto
risco com perda auditiva deste trabalho, 17 sdo dos sexo masculino (68%),
concordando com o trabalho de Vohr et al, 2000, onde o grupo de criangas de
UTIN com perda auditiva era formado por uma maioria do sexo masculino
(55,9%).

Em prévios estudos, foi observada uma frequéncia de 22% de mutagdes

no gene GJB2 (conexina 26) em individuos com surdez neurossensorial com
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etiologia nao esclarecida (Oliveira et al., 2002). O grupo de individuos nascidos a
termo com perda auditiva (grupo C) apresentou uma frequéncia de 20% de
mutacdes no GJB2 (5 individuos com a mutacdo 35delG em homozigose), se
aproximando a estes dados. No grupo de alto-risco com perda auditiva (grupo A)
esta frequéncia foi de 4% (1 individuo com a mutagcado V37| em heterozigose).
No grupo de alto-risco sem perda auditiva (grupo B) e no grupo de nascidos a
termo sem perda auditiva (grupo D) nenhum individuo apresentou mutagdes
neste gene. Assim, o total de individuos com perda auditiva neurossensorial e
com mutagdes no GJB2 foi de 12%.

Ainda que, dezenas de genes tenham sido descritos como relacionados a
perda auditiva recessiva nao-sindrémica (PETERSEN AND WILLEMS, 2006), o l6cus
DFNB1, contendo os genes GJB2 e GJB6 somam aproximadamente 50% das
causas deste tipo de perda (KENNESON, et al., 2002), e entre todas as mutacdes
descritas, a 35delG é a mais frequente (60-85% dos casos). No Brasil, foi
determinada a prevaléncia de 0,97% de portadores da mutagdo 35delG,
aproximadamente 1:103 heterozigotos, em um rastreamento realizado em 620
neonatos, na regido de Campinas, SP (SARTORATO et al., 2000). Em outro
estudo realizado, em 62 individuos com perda auditiva, mutagdes no gene GJB2
foram encontradas em 33,5% dos casos, sendo que somente a mutacao 35delG
foi identificada em 84,2% dos alelos mutantes deste gene (OLIVEIRA et al, 2002).

Neste estudo 6% dos individuos estudados apresentaram mutagdes no
gene GJB2 (1% com a mutagao V371 e 5% apresentaram a mutacao 35delG,
sendo esta a segunda mutagdo mais frequente neste trabalho). A mutagao
mitocondrial A827G (encontrada em 11% dos individuos) foi a mais frequente,
seguida pela mutagcado 35delG. Dentre os individuos com mutagdes no gene
GJB2, a frequéncia da mutacao 35delG foi de 83% (sendo em todos os casos
em homozigose). A frequéncia de alelos mutantes para 35delG, entre os alelos
mutantes do GJBZ2, foi de 90%, maior que o estudo de Oliveira et al., 2002.

Entre os 100 individuos estudados, apenas 4 sao filhos de pais
consanguineos, representando, assim 4% do total. Destes, 2 pertencem ao

grupo A (individuos 12 e 13), 1 pertence ao grupo D (paciente 18) e um
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pertencente ao grupo C (individuo 22), sendo este o unico encontrado com
mutacdo (35delG em homozigose). Por apresentar apenas esse caso de
consanguinidade e mutacao, o Teste Exato de Fisher nao mostrou significancia
para o cruzamento destas duas variaveis entre os 100 individuos pesquisados
(p-valor = 0,19). No entanto, com tantos genes expressos na coclea é possivel
que os 2 individuos do grupo A tenham mutagdes ndo estudadas, que levem ao
fenodtipo da surdez.

A mutacdo 35delG se mostrou com frequéncia alta e diretamente
relacionada com a perda auditiva congénita, pois foi exclusivamente encontrada
no grupo de individuos nascidos a termo, que tiveram perda congénita (grupo
C). Estes individuos ainda apresentaram perda auditiva profunda bilateral e pré-
lingual. Estes resultados discordaram de alguns estudos, onde estavam também
presentes mutagcdes do GJB2 e houve perda progressiva (DENOYELLE et al.,
1999; JANECKE, et al, 2002; COHN, et al., 1999; MARLIN et al., 2005). No entanto,
concorda com estudos que mostraram que individuos com 35delG em
homozigose, assim como outras mutagcdes do GJB2, estavam relacionados a
perda auditiva neurossensorial profunda, surgida na fase pré-lingual e na maioria
nao-progressiva (DENOYELLE, et al., 1999; COHN, et al., 1999; COHN AND KELLEY,
1999b; MUELLER, ef al., 1999; WALCH, et al., 2000; WiLcox, et al., 2000; ENGEL-
YEGER, et al., 2002; CRYNS, et al., 2004).

Ainda em relagcado ao gene GJB2, 5 individuos foram encontrados com o
polimorfismo V271, correspondendo assim a 5% dos individuos deste estudo. No
passado a alteragao V27I foi descrita como uma mutacgao, e mais tarde como um
polimorfismo. Ha evidéncias substanciais que esta alteragao, de fato, represente
uma variante normal, porque foi encontrada em muitos individuos normais em
heterozigose, homozigose ou em heterozigotos compostos (KELLEY et al., 1998;
ABE et al.,, 2000; Kupo et al., 2000; PARK et al., 2000). Neste estudo a forma
homozigética foi encontrada em um individuo com perda auditiva do grupo A e
as formas heterozigéticas foram encontradas em 3 individuos sem perda (do
grupo B) e em 1 individuo com perda (do grupo C). Desta forma, ndo se pode

afirmar qualquer influéncia deste polimorfismo no fenétipo da surdez.
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A mutacao V371 do GJB2 encontrada em heterozigose em 1 individuo do
grupo A por si s6 nao seria capaz de justificar a perda auditiva neste individuo,
pois se trata de uma mutacdo com padréo de heranga autossdbmica recessiva,
como sugerido por publicagdes prévias (KELLEY et al., 1998; OLIVEIRA, et al.,
1999; RABIONET et al., 2000; WiLcox ef al., 2000; MARLIN et al., 2001; KENNA et
al., 2001; BASON et al., 2002). Sabe-se que mutagcdes em heterozigose no gene
GJB2 podem, em muitos casos, estar associadas as mutagcées em heterozigose
no gene vizinho GJB6 e desta forma levar a perda auditiva. As mutagdes mais
freqientes neste gene sado as delecbes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-
D13S1854) e referem-se a perda de 342 Kb e 232 Kb, respectivamente (DEL
CAsTILLO et al., 2005). No entanto, neste trabalho todos os individuos foram

rastreados para ambas e nenhuma delas foi encontrada.

Com a comparagdo do grupo A e grupo B esperava-se encontrar
diferencas no gendtipo, principalmente mutagdes mitocondriais moduladas pelo
uso de aminoglicosideos, no grupo A. Isto, pelo fato de que os individuos de
ambos o0s grupos passaram por UTIN e, em geral, fizeram uso de
aminoglicosideos, mas somente os individuos do grupo A tém perda auditiva.
Dentre todas as mutag¢des mitocondriais pesquisadas, apenas a mutagcao A827G
foi encontrada, em 2 individuos do grupo A e 3 do grupo B. No entanto, os
individuos no grupo A (com perda auditiva) com esta mutagao, foram usuarios
de gentamicina e amicacina. E, entre os 3 individuos de UTIN sem perda
auditiva (grupo B) e com esta mutagao, 1 deles ndo fez uso de medicamentos
durante o periodo de internacdo e os outros 2 apenas usaram gentamicina.
Desta forma, parece possivel que a mutagdo A827G tenha sido modulada pelo
uso de aminoglicosideos no grupo A.

No grupo A 100% dos individuos utilizaram furosemida, 76% utilizaram
gentamicina, 84% utilizaram amicacina e 52% utilizaram vancomicina. Sendo
que 22% dos individuos utilizaram pelo menos 2 destes medicamentos
combinados, além de outros medicamentos considerados ototdxicos. Ja no

grupo B, 60% utilizaram gentamicina, 36% utilizaram amicacina, 12%
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vancomicina e 20% furosemida, sendo que 36% utilizaram pelo menos 2 destes
medicamentos combinados além de outros medicamentos considerados
ototoxicos. Ainda neste grupo, 24% dos individuos nao utilizaram nenhum tipo
de antibidtico ou medicamento ototoxico, durante o periodo de internacgao.
Salamy et al, 1989 relataram que, o uso de aminoglicosideos em grandes
dosagens e por tempo prolongado, quando associado a furosemida, decorre

crescimento do risco de aquisicdo da perda auditiva neurossensorial.

Além de ser encontrada nos grupos A e B, a mutagcdo mitocondrial A827G
também foi encontrada em 5 individuos do grupo C e 1 individuo do grupo D,
mostrando-se frequente nestes grupos e também evidenciando que ela pode
estar presente sem gerar o fenétipo de surdez.

Além disto, os individuos mutantes para A827G do grupo C podem indicar
a modulagao por outro fator, diferente dos aminoglicosideos, pois entre os 5
individuos com esta mutagéo, nenhum fez uso de aminoglicosideos, no entanto,
todos eles tiveram perda auditiva. A partir desta observacao, pode-se dizer que
a A827G parece realmente ser modulada por outros fatores, como haplétipos
mitocondriais e/ou genes nucleares modificadores, concordando com os
trabalhos de Li, R. et al., 2004 e Li, Z. et al., 2005.

Apesar de estes resultados indicarem que é possivel haver uma
modulacao da mutacao A827G, também nao se pode descartar o fato de que ela
vem se mostrando muito freqliente em individuos sem o fenétipo de surdez e
isto também pode indicar que as perdas auditivas nos individuos deste trabalho
podem né&o estar relacionadas diretamente a essa mutagdo mas simplesmente a
fatores ambientais. Poucos trabalhos foram publicados a respeito da A827G e
ainda nao esta completamente elucidada a agao desta mutacdo no fendtipo da

surdez.

Por meio da comparagdo do grupo A com o grupo C esperava-se
destacar a influéncia do periodo de internacdo e uso de medicamentos. Os

resultados encontrados foram médias de perda auditiva do grupo A de 70,4
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(severa) dBNA para a orelha esquerda e 70,6 dBNA (severa) para a orelha
direita. Ja do grupo C as médias de perda auditiva foram de 90,8 dBNA
(profunda) para a orelha esquerda e 92,2 dBNA (profunda) para a orelha direita.
Deste modo, as médias de perda auditiva do grupo C sao bem maiores que as
médias do grupo A e significativas, como comprovado pelo Teste Estatistico de
Mood (p-valor orelha esquerda = 0,002; p-valor orelha direita = 0,000). No grupo
C estado os 5 individuos mutantes para 35delG em homozigose, evidenciando
mais uma vez que mutagbes no gene GJB2 geralmente levam a perdas
profundas pré-linguais. Estes resultados também podem induzir a hipotese de
que a perda auditiva nestes pacientes do grupo C pode realmente se dever a

mutagdes néo estudadas.

Comparando individuos do grupo C com o grupo D esperava-se
evidenciar o possivel efeito das mutacbes no grupo C, caso fossem
encontradas, pois ambos os grupos sado formados por criangas nascidas a
termo, porém s6 o grupo C é formado por individuos com perda auditiva. E
comparado ao grupo D, encontrou-se 10 vezes mais individuos com mutacgdes

no grupo C.

No Brasil, a maior parte dos casos de perda auditiva, possiveis de serem
diagnosticados, sao devidos a fatores ambientais, tais como infecgbes
congénitas (principalmente rubéola), andxia perinatal, hiperbilirrubinemia grave e
meningite (SIMOES & MACIEL-GUERRA, 1992; SILVA et al., 2007). Porém, esta
proporgao de causas ambientais tende a diminuir, como resultado das melhorias
na area de saude. Os recém-nascidos de alto risco (grupos A e B) deste trabalho
passaram por um periodo internados em UTIN, devido a infecgdes e/ou
complicagdes pre, peri e pds-natais e durante este periodo a maioria deles teve
algum tipo de complicagdo como outras infecgcdes ou problemas respiratorios
necessitando de ventilacdo mecanica. Na década de 70, iniciou-se o uso de
ventilacdo efetiva para problemas respiratérios € o uso de medicamentos

complexos, fazendo com que criancgas de risco sobrevivessem. De 1983 a 1992,
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a porcentagem de criangas com perda auditiva neurossensorial atingiu 19%,
sendo em 8% associada a fatores peri-natais. Ainda no mesmo estudo o autor
concluiu que ha muitos fatores associados a perda auditiva em UTIN, incluindo
anoxia, hiperbilirrubinemia grave, uso de drogas ototoxicas e doengas.

Desde 1972 o Comité de Audigao Infantil (JOINT COMMITTEE ON INFANT
HEARING) tem pesquisado fatores de risco que estdo proximamente associados
com perda auditiva e varios estudos tém revisto a validade dos fatores de risco
(Kountakis et al., 1997; Vohr et al.,, 2000; Barbara et al., 2000). Os fatores de
risco descritos incluem: checagem de possivel histérico de infeccao intra-uterina
atentando-se para citomegalovirus, rubéola, sifilis, herpes e toxoplasmose;
investigacdo de anomalias cranio faciais, incluindo anormalidades morfolégicas
da pina e do canal auditivo; atencédo para peso ao nascer inferior ao 1.500g;
checagem de hiperbilirubinemia num nivel seroso que requisitou transfusao
exasanguinea; historia de meningite bacteriana; registro de Apgar de 0 a 4 no
primeiro minuto ou 6 aos cinco minutos; uso de ventilagdo mecanica por cinco
dias ou mais; sinais clinicos ou outros achados associados a sindromes que
reconhecidamente incluem perda auditiva neurossensorial ou condutiva e, por
fim, relato do uso de substancias ototdxicas, incluindo os aminoglicosideos.
(JOINT COMMITTEE ON INFANT HEARING, 2007).

Hoje, em paises desenvolvidos, os aminoglicosideos sdo menos
utilizados, porém, no Brasil eles ainda sdo amplamente administrados em UTIN,
para combater diversos tipos de infecgbes. Sao prescritos por serem altamente
eficazes para infecgbes graves por bactérias gram-negativas em recém-
nascidos.

A gentamicina é cocleotéxica e vestibulotoxica, utilizada no combate a
sepse bacteriana. A amicacina, exclusivamente cocleotoxica, apresenta o maior
espectro antibacteriano entre todos os aminoglicosideos. Essas substancias
podem danificar ou destruir as células ciliadas da coclea, sendo as células
ciliadas externas basais as mais vulneraveis, resultando em perda auditiva

neurossensorial.
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Assim, a etiologia de perda auditiva nos individuos onde nao foram
encontradas mutacdes, pode dever-se a outras mutagdes nao pesquisadas
neste estudo ou ainda a mutagbes desconhecidas. Porém, o mais provavel é
que fatores ambientais, como baixo peso, infecgdes e 0 uso exacerbado de
aminoglicosideos e/ou medicamentos ototdxicos nestes individuos tenham sido
as maiores causas da perda auditiva. Com o Teste Exato de Fisher foram feitos
cruzamentos para cada medicamento com o tempo de internagcdo dos grupos A
e B (subdividido em: < 3 semanas e > 3 semanas) e houve significancia para
amicacina (p-valor = 0,0038), vancomicina (p-valor = 0,0002) e furosemida (p-
valor = 0,0016), mostrando que os usuarios destes 3 medicamentos foram
também os que permaneceram mais tempo em UTIN. Borradori et al., 1997
também observaram significAncia estatistica para o uso de medicamentos
ototdéxicos, sendo o uso de aminoglicosideos de 100% nos casos estudados e
62,5% no grupo-controle. Esse mesmo autor também encontrou significancia
quanto a duracdo do tratamento e dose cumulativa total, em relagdo aos
aminoglicosideos.

Camara (1999) constatou, em pesquisa realizada com neonatos de alto-
risco, também no estado do Ceara, que a prevaléncia da perda auditiva
neurossensorial foi de 5%; que 60% da casuistica total e 85% no grupo de casos
eram usuarios de aminoglicosideos. Roizen (1999) relatou que nos ultimos 25
anos aumentou bastante a porcentagem de criangas com perda auditiva que
permaneceram em UTIN.

A média do tempo de internagdo em UTIN para o grupo A foi de 42,44 dias
e para o grupo B foi de 24,32 dias, mostrando assim, significancia pelo Teste de
Mann-Whitney (p-valor = 0,003) para comparag¢ao entre medianas. Borradori et
al., 1997 também consideraram fator significante para perda auditiva

neurossensorial a permanéncia em UTIN (p-valor = 0,005).

Quando uma crianga é diagnosticada com perda auditiva, ela precisa
comecar a receber tratamento especial tanto psicoldgico, pedagogico, quanto

meédico, para que seu desenvolvimento seja otimizado.
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A partir da década de 1990 o implante coclear passou a ser uma
indicacao clinica valiosa, sendo cada vez mais utilizado na habilitacao da crianga
com perda auditiva pré-lingual ou pds-lingual bilateral profunda. O implante
coclear torna possivel a reabilitacdo oral do individuo. Sendo que os melhores
resultados em criangas preé-linguais aparecem em casos em que o implante é
feito entre o primeiro e segundo ano de vida (Bevilacqua & Formigoni et al.,
1997; Azevedo, 1997).

Alguns trabalhos publicados recentemente propuseram que o implante
coclear realizado em criangas com perda auditiva, com etiologia genética
relacionada as mutagdes no gene GJB2, obtém igual ou melhor discriminagao
de fala comparada a criangas surdas pré-linguais com surdez de etiologia nao
esclarecida ou mesmo com surdez congénita, como por exemplo,
citomegalovirus (Green et al, 2002; Sinnathuray et al, 2004). Nos casos com
mutacdo do gene GJB2 o implante coclear € muito indicado, pois a
macroestrutura da coclea para implantagéo nao esta comprometida como ocorre
nos casos de causa traumatica ou de determinadas infecgdes que lesam a
estrutura fisica da céclea, impedindo que um numero maior de eletrodos sejam
introduzidos. Estudos relacionados a testes genéticos em individuos com
surdez, principalmente em recém-nascidos, permitem esta identificagao precoce

da perda, além de indicar mais um dos pré-requisitos ao implante coclear.

Estudos futuros devem ser feitos para que o perfil completo da perda
auditiva em UTIN brasileiras seja tragado, e, desta forma, surjam melhorias
médico-sanitarias, focando a diminuicdo do alto indice de perda auditiva.
Espera-se, assim, que alguns medicamentos possam ser evitados, utilizados em
menor escala ou substituidos por outros de efeitos similares e menos ototoxicos.

Na area molecular outros genes e mutagdes ainda devem ser rastreados
para que a etiologia se torne completa e conclusiva. No entanto, deve-se
salientar a importancia do rastreamento genético em maternidades,
principalmente de mutacbes tao frequentes, como a 35delG e de mutagdes

moduladas pelo uso de aminoglicosideos.
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CONCLUSOES
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1) A perda auditiva nos individuos do grupo A pode ter sido causada
predominantemente pelo tempo significativamente maior de internacao
em UTIN que o grupo B (p-valor = 0,003) e/ou pela quantidade de

aminoglicosideos administrados.

2) Nao foi possivel comprovar que a mutacdo A827G tenha sido
modulada pelo uso de aminoglicosideos no grupo A, no entanto, ndo se
pode descartar o background genético dos individuos e o tamanho da

amostra.

3) A mutacado V37l foi encontrada em heterozigose em 1 individuo do
grupo A, o que nao justifica a perda auditiva neste individuo, por se tratar
de uma mutagcado de heranca autossdmica recessiva, porém, pode fazer

parte de uma heranga digénica com um gene nao estudado.

4) A mutacao A827G apresentou-se freqlente tanto em individuos surdos,
quanto ouvintes, assim, sem significancia para a perda auditiva (p-valor =
0,3178).

5) A mutacao 35delG foi encontrada em 83% dos casos de mutagdes no

gene GJB2, concordando com estudos prévios.

6) A mutacao 35delG foi encontrada em homozigose em 5 individuos do
grupo C, justificando a perda auditiva nestes individuos e correspondendo

a 20% deste grupo.

7) A importancia deste estudo foi tracar um perfil parcial da UTIN, além de
incentivar melhorias médico-sanitarias e estimular a redugdo e/ou

substituicdo de aminoglicosideos, quando possivel.
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( X ) tem autorizagio do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (Protocolo
n® 265/2005).

—/}Qﬁ.‘,&‘- ,%L'u‘s\: L :Mgl/uh{“—f
Aluna: Paula Baloni Andrade

~ 0 1 0
E\' I\—'\ \T’w: \“-\C)

Orientadora: Edi Liicia Sartorato

Para uso da Comissdo ou Comité pertinente:
#(\) Deferido () Indeferido

Chkay ~

e
Do Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
Fungao: Woircda 114840

presidente do Comit? de Etica em Pesquisa

Faculdade de Ciéncias Hédicas - UNICANP
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Projeto de Pesquisa: Fregiéncis ds mulagiio genética 35delG em
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Pesquisader Responsavel: Marliia Fonlengle e Sive Camara
Data de apresentagioc aoc COETICA: D7/068/2005
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Parecer APROVADO ad referendum na data de 0B/08/ 2005
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Sio Paulo, 30 de abnl de 2003
CEF M" D484/03

Hmaofa). Sela)
Pesquisador(a); MARILIA FONTENELE E SILVA CAMARA

Disciplina’Departameants:  Distdrbios da Comunicagdio Humana/Clominalanngoiogia

Hed,: Projeto de Pesquisa
Efaito farmaco ototoxicos em recém-nascidos de alto risco

O Comilé de Etica em Pasguisa da Univessidade Federal de Sdo PaulofHospital 530 Paulo
ANALISOU & APROVOU o projeto acima.

Conforma resolucfo 198/06 do Conselho Macional de Sadde sfo deveres do pasquisadorn

1. Comunicar toda e qualgusr aliieracio do profeto & do fermo de consentimento. Mestas
circunstincias a inclusfo de pacientss deve ser lemporafiaments interrompida até s resposta

do Comilé, apds analise das muedancas propostas,

2 Comunicar imedistamente 20 Comité qualguer events adwerso ocomdo durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuals de (odas as elapas da pesguisa devem s8r mantdos em {ocal seguin
por 5 anos para possivel suditora dos drgdos competentes.

4, Apresentar primeiro relstoro parcial em 2740/03

Alenciasamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coomenador do Comida de Elics em Pesguesa da
Liniversidade Federal de S50 Paulo/Hospital S&o Paulo

Rua Botucsty 572 - 16 anidss - CEP (M023-062 - S0o Pauio/Brasi
Tab (11 5571 1082 TelFax 5538 7182
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ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Efeito de Farmaceos Ototdxicos na Audicdo de Recém-nascidos de

Alto Risco

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagéo
voluntaria neste estudo, que tem como objetivo estudar a associacio entre farmacos

ototdxicos e a perda auditiva sensorioneural em recém-nascidos de alto risco.

Fara isso, sera realizada avaliagdo da audiggo, estudo genético em seu filho e serdo

zplicados questionarios para construir a histaria da crianca.

Nesta avaliagdo, a crianga serd submetida a testes de audicdo e

“oleta de sangue no consultorio particular da pesquisadora
Fara tanto, deverdo ser realizados os seguintes procedimentos:

« coleta de dados dos prontuanos sobre intercoréncias no parto e

no periode de internagdo da crianca;

e questionario com perguntas sobre o nivel socio econdmico da

familia @ a sadude da crianga apos a alta hospitalar;

* exame de emissGes otoacusticas evocadas- produto de distorcao,
pesquisa do reflexo cocleo-palpebral, timpanometria, audiometria
com reforgo visual e nivel de deteccio de voz, em todas as
criangas;

s pesquisa dos potenciais evocados auditivos e emissfes
otoacusticas transientes nas criancas do grupo de casos;

s colela de uma amostra de 1 a 2Zml de sangue gue sera
encaminhada para analise genética no Laboratorio de Genética

Humana da Unicamp-5P; e
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menic para adaplacao de aparelho auditivo e terapia
foncaudiclogica para lodas as criangas portadoras de perda

auditiva

Nos testes de emissdes otoacusticas, a crianga permanecera no colo
da mae e, por meio de uma sonda, colocada no canal auditivo externo, serdo

apresentados estimulos sonoros e realizada analise da capacidade auditiva da crianca.

No exame de timpanometria, apresenta-se variacdo de pressio e
estimulo sonoro por meio de sonda para analise do funcionamento da orelha madia.

Para a realizagio da audiometria com reforco visual e nivel de
delecpdo de voz, a crianga deverd permanacer no colo da mae e responder a estimulos

sonoros apresentados em campo livre

A Pesquisa do Reflexo Cdcleo-Palpebral sera realizada por meio do

eslimulo sonore do agogd.

Na avaliagao dos polenciais evocados auditives serdo fixados trés
eletrodios e utilizados fones de insercdo, para emissSo de sons e captacdo das

respostas do nervo auditivo,

No caso do diagnéstico de perda auditiva sensorioneural, as criancas
serdo encaminhadas ao programa de doagio de aparelho auditivo, para iniciarem o
uso da amplificagao, e ingressardo no tratamento foncaudiologico com o objetivo de

receber estimulacao auditiva e de linguagem.

Estes meétodos de avaliagdo auditva ndo causam nenhum
desconforto ou risco para a saude da crianga, havendo um grande beneficio para as
criangas diagnosticadas com perda auditiva, pois receberdo aparelho auditivo e
acompanhamento fonoaudiolégico, proporcionando um adeguado desenvolvimento de
linguagem. Trata-se de um estudo de caso-conlrole, testando a hipotese de que o uso
de farmacos ototdxicos e presenga de mutacio genética aumentam o risco de lesdo
auditiva em necnalos de alto risco. Nesle estudo, os objetivos sdo identficar e

descrever os danos causados a audicao dos recém-nascidos de alto risco pelo use de
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‘Zrmacos olotdxicos, estudar as caracteristicas dos recém-nascidos de alto risco com
perda auditiva em relagdo ao uso de farmacos olotdxicos, calcular prevaléncia da perda
auditiva em recém-nascidos de alto risco usudrios de ototoxicos e avaliar 3 presenca

das mutagdes genéticas nesta populacao.

Em qualquer etapa do estudo, o (a) responsavel pela crianga lera
8Cess0 ao profissional responsavel pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
duvidas. A pesquisadera € a fonoaudidloga Marilia Fontenele e Siva Camara, que
pode ser encontrada na Avenida Washington Soares 1321, telefones: 4773166,
32216348 ou 99869779, Caso tenha alguma consideragdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu,
572 — 1% andar — cf 14, telefone; 5571 1082, fax: 5539 7162 — e-mail
cepunifesp@epm.br.

E garantida a liberdade da retrada de consentimento a qualquer
momenta e de dexar de participar do estudo, sem qualguer prejuizo a continuidade de
seu tratamento na Instituicao.

Todas as informactes obtidas serdo analisadas em conjunto com
cutros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacio de nenhum deles

V. §° tem o direito de se manter alualizado (a) sobre os resultados
parciais da pesquisa, ndo havendo despesas pessoais em qualquer fase do estudo,
mncluindo os exames. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participagao. Se houver qualquer despesa adicional, ela sera absarvida pelo arcamenta
da pesquisa,

Acredito, pois, ter sido suficientemente informado a respeito das
niormagdes que || ou que foram lidas para mim, descrevendo o esludo “Efeito de

Farmacos Ototoxicos na Audicdo de Recém-nascidos de Alto Risco”

Eu disculi com a fonoaudidloga Marilia Fontenele e Silva Camara,
sobre minha decisao em participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais s&0 os
oropositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e

rscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos parmanentes. Ficou
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gque minha parnicipacdo & isenta de despesas e que tenho garantia do

Lir

{

acessc a lratamento hospilalar gquando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momenta,
Ates ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

oeneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente Data: _/ |

Data: _ /[ __

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Marilia Fontenele e Silva Camara Fortaleza, Ce Data . [ |
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