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Resumo

A investigacao genética na surdez possibilita diagnosti-
cos cada vez mais precisos. Mais de 100 genes estio poten-
cialmente envolvidos na deficiéncia auditiva nao-sindromica,
responsaveis por 70% de todas as causas genéticas de per-
da auditiva. Uma mutacao especifica (35delG) no gene
GJB2 que codifica a proteina Conexina 26 é a mais encon-
trada na surdez hereditiria nio-sindromica. Objetivo: In-
vestigamos a presenca das mutacdes 35delG/GJB2,
A1555G/12SeRNA e A7445G/tRNASer (UCN) em pacien-
tes sem diagnostico etiologico conclusivo. Forma de estu-
do: Estudo clinico com coorte transversal. Material e mé-
todo: Foram avaliados 75 pacientes atendidos na Disciplina
de Otorrinolaringologia-Cabeca e Pescoco da UNICAMP en-
tre julho e dezembro de 2000 que satisfizeram os critérios
propostos. Encontramos seis mutagoes, das quais quatro
35delG/GJB2, uma A7445G/tRNASer (UCN) e uma W172X/
GJB2, ainda n3o descrita na literatura. Conclusdo: A pes-
quisa das mutacoes associadas a perda auditiva é de facil
realizacio, esclarece a etiologia de alguns pacientes e a sua
descoberta possibilita o aconselhamento genético.
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/ Summary

he precise diagnosis of hearing loss can be clarified by
genetic investigation. Non-syndromic hearing loss is
responsible for 70% of all genetic causes of hearing loss. More
than 100 genes are potentially involved in non-syndromic
hearing loss. A specific mutation (35delG) on the GJB2 gene
that codifies Conexin 26 protein is the most common finding
in non-syndromic hereditary hearing loss. Aim: In this study
the presence of mutations 35delG, A1555G/12SeRNA and
A7445G/tRNASer (UCN) where investigated for patients with
hearing loss of unknown cause. Study design: Clinical study
with transversal cohort. Material and method: 75
outpatients from the Department of Otolaryngology and Head
and Neck Surgery of the University of Campinas-UNICAMP
were evaluated from July to December of 2000. A total of six
mutations were found, four 35delG/GJB2, one A7445G/
tRNASer (UCN) and W172X/GJB2, a mutation not yet
described in previous literature. Conclusion: The
investigation of mutations associated with hearing loss can be
carried out easily, elucidates the etiology and allows genetic
counseling of the family.
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INTRODUCAO

O estudo da surdez de origem genética enumera
possibilidades diagnosticas cada vez mais amplas. Muitos
pacientes com perda auditiva sensério-neural de causa in-
definida podem apresentar alteracoes cromossOmicas
determinantes de sua patologia.

A realizacao de exames simples e acessiveis para in-
vestigar as mutacoes mais comuns associadas a perdas audi-
tivas tornou possivel o esclarecimento etiol6gico de alguns
€asos.

Calcula-se que mais de 100 genes estejam potencial-
mente envolvidos na deficiéncia auditiva nao-sindromica.
Ap6s a localizacao do locus DFNA1 no cromossomo 5q31
em 1992, cerca de 70 loci diferentes ja foram mapeados.
Desde o relato da primeira mutacio em gene nuclear asso-
ciada 2 surdez autossdmica nao-sindrémica em 1997, outros
15 genes foram clonados.'?

Estima-se que 70% de todas as causas genéticas de
surdez sejam nao-sindrOmicas e entre estas, 80% se apre-
sentam com padrao de heran¢a autossdmico recessivo. O
gene GJB2, que codifica a proteina conexina 26 (Cx26),
estd envolvido tanto nas formas dominantes quanto
recessivas de surdez nao-sindromica. Mutagcoes neste gene
sdo responsaveis por 80% dos casos com padrio de heranc¢a
recessivo e uma mutacio especifica (35delG) ¢ a maior
envolvida nos casos de surdez com etiologia genética. Tra-
ta-se da perda de uma base guanina da seqiiéncia de DNA
deste gene na posicao 35. Esta mutacio corresponde de 75
a 80% daquelas encontradas neste gene. >

A mutacio A1555G no gene mitocondrial 12SrRNA
foi a primeira associada com surdez nao-sindromica e deter-
mina um padrao de heran¢a materno’. Esta mutacio tem
sido associada a surdez vinculada a ototoxicidade dos
aminoglicosideos e nos Estados Unidos ela estd presente
em 15% de todos os pacientes com surdez induzida por
estes antibidticos. Outra muta¢io mitocondrial que determi-
na surdez é a A7445G no gene tRNASer (UCN) que, em
alguns casos, estd associada a ceratodermia palmoplantar®’.

OBJETIVOS

Investigar a presenca das mutacdes 35delG/GJB2,
A1555G/12SrRNA e A7445G/tRNASer (UCN) em pacientes
cujo diagnostico etiologico para a perda auditiva nao tenha
sido determinado ou que apresentem dados positivos no
heredograma. Avaliar a influéncia destas informacoes na
definicao etioldgica da deficiéncia auditiva.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste trabalho os pacientes atendi-
dos nos Ambulatérios de Otoneurologia e Distirbios da Co-
municacdo da Disciplina de Otorrinolaringologia-Cabeca e

Pescoco da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP,
de julho a dezembro de 2000, que satisfizessem pelo me-
nos um dos seguintes critérios:

. Perda auditiva sem diagnéstico etioldgico conclusivo.

. Perda auditiva desproporcional a suposta causa
identificada.

. Perda auditiva precoce.

. Historia familial positiva ou existéncia de consangtiinidade.

Os pacientes incluidos em algum dos critérios defini-
dos foram submetidos a avaliacio genética, independente
da realizacio de outros exames indicados (perfil metaboli-
co, perfil auto-imune, provas sorolégicas, exames por ima-
gem de alta resolugdo).

As amostras de sangue foram colhidas ap6s esclareci-
mento dos objetivos do teste e assinatura do termo de con-
sentimento. Foram enviadas ao Laboratério do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética da Universidade
Estadual de Campinas (CBMEG), procedendo-se a pesquisa
da mutacido 35delG da Cx26 e das mutacdes mitocondriais
A1555G e A7455G nos genes 12SrRNA e tRNASer (UCN)
respectivamente. Em seguida, o seqiienciamento estendeu-
se a procura de outras mutacdes no GJB2. Identificada qual-
quer alteracdo, o acompanhamento clinico passava a ser
realizado também pelo Departamento de Genética da Fa-
culdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP.

Todas as amostras de DNA foram triadas para a pre-
senca da mutacao 35delG utilizando a técnica reacao em
cadeia da polimerase alelo-especifica (AS-PCR), porém com
modificacao patenteada pelo CBMEG — UNICAMP. Este
método discrimina facilmente o alelo normal do mutante e
através de duas reacdes € possivel distinguir homozigotos
normais, homozigotos 35delG e heterozigotos portadores
da mutacao®.

Para investigar as mutacdes mitocondriais foram
amplificadas pela técnica PCR duas regides do DNA
mitocondrial de cada paciente, uma contendo o nucleotideo
1555 e outra contendo o nucleotidio 7445, de acordo com a
publicacao de Cambridge de seqtiéncia mitocondrial’.

RESULTADOS

Nos 75 pacientes que preencheram os critérios pro-
postos foram detectadas seis mutacoes, sendo quatro indivi-
duos portadores da mutacao 35delG (Quadro 1). Destes,
dois sio homozigotos e dois sao heterozigotos para a muta-
¢do. Das outras duas muta¢oes encontradas, uma situa-se
também no GJB2 (homozigoto W172X/W172X) e € uma
nova mutacio nunca descrita. A outra (A7445G) foi
identificada no gene mitocondrial 12StRNASer (UCN). Em
19 pacientes esta concluido o seqiienciamento total do GJB2
e destes, 14 sio normais. Em 56 pacientes ndo foi evidenci-
ada a presenca da 35delG mas outras mutacoes, relaciona-
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das ou ndo a Cx20, ainda podem ser encontradas. 73 paci-
entes nao tinham as mutagdes mitocondriais investigadas.

Caso 1

MRS, feminino, 10 anos, hipoacusia neurossensorial
bilateral moderada/severa progressiva ha 3 anos, acompa-
nhada durante 8 meses com diagnéstico de otoesclerose
coclear. Sua avaliacao inicial baseava-se no antecedente
familial de perda auditiva materna, também considerada
otoesclerose. Resultado do exame genético: heterozigose
para 35delG.

Caso 2

MAP, masculino, 59 anos, hipoacusia neurossensorial
bilateral severa desde crianca, com antecedentes de otorréia
na infancia. 3 irmaos com perda auditiva. Resultado do exa-
me genético: homozigose para 35delG.

Caso 3

SSS, feminino, 32 anos, hipoacusia neurossensorial
bilateral severa com pais consangliineos, irmao e filha com
perda auditiva. Acompanhada por quase 4 anos com diag-
nostico de otoesclerose coclear. Resultado do exame gené-
tico: heterozigose para 35delG.

Caso 4

JLG, feminino, 19 anos, hipoacusia neurossensorial
bilateral severa desde infancia, com historico familial de 3
irmaos com surdo-mudez. Resultado do exame genético:
homozigoze para 35delG.

Caso 5

JAC, masculino, 27 anos, hipoacusia neurossensorial
bilateral severa a profunda desde a infancia. 9 irmaos, 3 com
surdez sendo 2 destes também desde a infincia. Resultado
do exame genético: homozigose para W172X.

Caso 6

JRB, feminino, 15 anos, hipoacusia profunda esquer-
da, leve a moderada direita. Rubéola materna e positividade
sorolégica ao nascer segundo informacdes maternas. Ante-
cedentes de otites de repeti¢ao e uso de drenos de ventila-
¢ao bilateral. Resultado do exame genético: A7445G gene
mitocondrial 12SrRNA.

DISCUSSAO

As conexinas sdo proteinas constituintes das juncoes
intercelulares, local primordial de comunicacio entre as cé-
lulas para trocas de eletrdlitos, mensageiros secundarios e
metabdlitos. A Cx26 oligomeriza com outras cinco unidades
idénticas (homotipicas) ou nao idénticas (heterotipicas) for-
mando hexémeros chamados conexons. Estes, embebidos
na membrana plasmatica, formam pontes dissulfidicas com
conexons das células vizinhas, facilitando transferéncias di-
retas de pequenas moléculas de citoplasma a citoplasma'®.
No ouvido interno, a Cx26 influencia a func¢do da estria
vascular, membrana basilar, limbus e proeminéncia espiral
da coclea humana. A perda de fun¢ao desta conexina neste
complexo contribui para alterar a permeabilidade das célu-
las de suporte e fibroblastos do 6rgao de Corti, permitindo
que o potassio presente em grande concentracio no ducto
coclear se difunda no 6rgao, modifique o transporte e
permeabilidade deste ion nas sinapses das células ciliadas e
acarrete a perda auditiva'’.

Em avaliacao microscopica do osso temporal de um
paciente com surdez que apresentava mutacao 35delG
heterozigética, Jun et al. evidenciaram auséncia de degene-
racao neural, células do ganglio espiral preservadas, dege-
neragdo quase total das células ciliadas do 6rgao de Corti,
membrana tectorial desconectada, agenesia da estria vascular
e um grande cisto na escala média na regiao da estria
vascular'?.,

Quadro 1. Mutacdes encontradas na investigacdo genética realizada.

Nome Critério incluséo Sexo Idade Surdez Resultado

SSS 4 Fem 32 severa 35delG heterozigoto gene GJB2
MRS 3e4 Fem 10 moderada a severa 35delG heterozigoto gene GJB2
JLG le4 Fem 19 severa 35delG homozigoto gene GJB2

JRB 3 Fem 13 profunda unilateral AT7445G gene mitocondrial 12SrRNA
MAP 2e4 Masc 59 severa 35delG homozigoto gene GJB2
JAC le4 Masc 27 profunda W172X homozigoto gene GJB2
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Nao foi determinada ainda uma correlaciao entre a
mutagio especifica 35delG e a severidade ou progressao
da perda auditiva. Cohn et al. ndo encontraram nenhum
fenotipo auditivo consistente para alteracdes no locus
DFNB1?. Rabionet et al. sugerem que estas variacoes indi-
cariam a participacao de fatores ambientais®. Park et al. pro-
pdem que manifestacoes diferenciadas das mutacdes da
Cx26 devam ser atribuidas ao fator racial'’. Desta forma,
apesar da identificacio destas anomalias fornecerem infor-
magoes importantes para aqueles que ja apresentam sur-
dez, € preciso muita cautela em qualquer afirmacao refe-
rente aos pacientes que possuem a variagio genética sem
doencga demonstravel. No entanto, existindo o risco de 25%
de recorréncia do gendtipo, fica evidente a importancia do
aconselhamento.

Apesar de o gendtipo nio predizer a audicio,
homozigotos para 35delG tém incidéncia de surdez pré-
lingual significativa: 26 a 30% terdo surdez severa e outros
30 a 57% profunda. Perda auditiva severa a profunda afeta
aproximadamente 1 para 1000 neonatos. Em 50% destas
criangas, a perda é presumivelmente genética, herdada de
forma autossOmica recessiva. Por esta razio, sugere-se que
o teste genético, pelo seu baixo custo, deva ser incluido na
bateria de testes na investigacio de perdas auditivas
neurossensoriais*! 12,

Em nosso estudo, quatro pacientes apresentaram teste
genético positivo para a 35delG, sendo que dois sdo
heterozigotos, dois homozigotos e todos apresentavam perda
auditiva severa.

A presenca de outras condi¢oes moérbidas pode alte-
rar a situacao clinica do paciente modificando as manifesta-
¢oes da doenca genética em si. Dos nossos seis pacientes
mutantes, um (SSS) apresentava Diabetes Melitus tipo 11
compensado e os antecedentes de outro (JRB) mascaravam
a origem genética da alteracio auditiva.

Alguns autores acreditam que outras mutacoes en-
volvendo a Cx26 podem estar relacionadas 2 fisiopatologia
de algumas doencas degenerativas do ouvido e explicariam
perdas auditivas progressivas como a presbiacusia®.

Muitos genes associados a surdez hereditaria, ao con-
trario do que se supunha, ndo se expressam nas células
ciliadas mas sim nas células de suporte distribuidas ao longo
do ducto coclear. A descoberta de mutacoes e seus efeitos
na audicdo veio mostrar que o papel destas células na fun-
¢io coclear € indispensavel'.

Embora existam controvérsias, o envolvimento do
GJB2 em surdez autossdmica dominante também foi pro-
posto em pequeno percentual destes casos (foram descri-
tas 5 destas mutagoes)!®18,

Poucos artigos relacionando mutacdes associadas a
perda auditiva e fungido vestibular foram publicados. Os
pacientes apresentados neste trabalho nio apresentaram
anormalidades vestibulares clinicas. Kunst et al. descrevem
alguns achados vestibulares instrumentais de carater

inespecifico e sem padrio identificivel*'**.

A incidéncia das muta¢des no gene GJB2 na literatu-
ra mundial € superior aos dados obtidos em nossa casuistica,
o que se atribui ao critério rigoroso de selecio dos pacientes
e ao fato de ainda nio haver sido finalizado o seqtienciamento
completo do gene de todos os pacientes nesta investiga-
c3do.

A mutacao W172X em homozigose, como observada
no paciente JAC, nunca foi relatada anteriormente na litera-
tura. Foi confirmada por andlise de restricio e provoca a
troca do aminodcido triptofano por codon de terminaciao
interferindo claramente na funcio da proteina. Esta muta-
¢ao foi descrita somente neste paciente brasileiro com pro-
vavel consangtiinidade na familia.

MitocOndrias sao organelas intracelulares responsaveis
pela producio de maior parte da energia produzida nas cé-
lulas. Elas possuem um pequeno conteido gendmico com
padriao materno de heran¢a que, quando mutante, pode
originar um largo espectro de doencas®. Mutacdes no DNA
mitocondrial sao associadas tanto a surdez nao-sindromica
quanto sindrémicas. Fatores ambientais como os antibioti-
cos aminoglicosideos, assim como provaveis genes nuclea-
res ainda nao-identificados, interagiriam com estas mutagoes
determinando a expressio dos fenétipos auditivos'™®.

Foram descritas cinco mutacdes determinando perda
auditiva nfo-sindrémica. Em duas destas mutagoes (7445G,
7472C), além da deficiéncia auditiva, outros sintomas po-
dem estar presentes. Desconhece-se porque estas cinco
mutacdes preferencialmente afetam o ouvido interno, ape-
sar do papel fundamental que as mitocondrias exercem em
quase todas as células do corpo humano®.

A manifestacao fenotipica das doencas decorrentes
de alteragdes no DNA mitocondrial € comumente associada
a inicio tardio, seletividade de 6rgao atingido e uma evolu-
¢Ao progressiva em crises?.

CONCLUSAO

Atualmente a triagem das mutacoes genéticas associ-
adas a perda auditiva € de fAcil realizacao e custo acessivel.

A mutacao 35delG da Cx 26 estd potencialmente vin-
culada a alguns casos de perda auditiva nao esclarecida. A
pesquisa desta mutacao deve ser incluida na bateria de exa-
mes de investigacio etiolégica da surdez indeterminada, uma
vez que auxilia na elucidagio da causa e possibilita, em caso
de positividade, o aconselhamento genético.

Em pacientes nos quais exista grande suspeicao de
doenca hereditaria deve-se prosseguir o estudo em outros
genes.
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