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Resumo

Tendo em vista a complexidade do mecanismo da audicao,
nao ¢ dificil compreender que a deficiéncia auditiva possa
resultar de ampla variedade de anomalias geneticamente
determinadas, bem como de diversos fatores ambientais.
Mutacgoes especificas no gene 12S rRNA em DNA mitocon-
drial sao responsaveis por perda da audi¢ao nao-sindromica
de heranca materna, e pelo aumento da susceptibilidade
ototoxica dos antibidticos aminoglicosideos. Objetivo: Neste
trabalho, n6s avaliamos a presenca da mutacao C1494T entre
os individuos ouvintes e com deficiéncia auditiva que utili-
zaram aminoglicosideos e os que nio tiveram contato com o
antibi6tico. Material e Método: Foram estudados 20 pacien-
tes com deficiéncia auditiva neurossensorial nio-sindromica
sem historico de sensibilizacio aos aminoglicosideos e 40
recém-nascidos, prematuros e de alto-risco que utilizaram a
droga ototdxica, dos quais 20 eram ouvintes e 20 com perda
auditiva. As amostras foram analisadas por PCR-RFLP com a
enzima de restricio Hph 1. Forma de Estudo: Experimental.
Resultados: A mutacio mitocondrial C1494T no gene 12S
rRNA nio foi detectada em nenhuma das amostras analisa-
das. Conclusdo: Nossos dados sugerem que a deficiéncia
auditiva dos individuos analisados nao esta relacionada com
a ototoxicidade da mutaciao C1494T, demonstrando que esta
mutacao nao € frequente em nossa populacao.
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Summary

In view of the complex mechanism of hearing, it is not
difficult to understand that hearing impairment may result
from a wide variety of genetically determined anomalies
and various environmental factors. Specific mutations in
the mitochondrial DNA 12S rRNA gene are responsible for
maternally inherited non-syndromic hearing loss, and for
increased susceptibility to the ototoxicity of aminoglycoside
antibiotics. Aim: To asses the presence of C1494T mutation
among individuals with normal hearing and hearing
impairment who used aminoglycosides and those who
had not had contact with the antibiotic. Material and
Method: The study was composed of 20 patients with non-
syndromic sensorineural hearing loss without prior use of
aminoglycosides and 40 premature and high-risk newborns
who used ototoxic drugs, of whom 20 had good hearing
and 20 had hearing loss. The samples were analyzed by
PCR-RFLP with the restriction enzyme Hph I. Study Design:
Experimental. Results: The mitochondrial 12S tRNA C1494T
mutation was not detected in any of the samples analyzed.
Conclusion: Our data suggest that the hearing loss of the
individuals we analyzed was not related to the ototoxicity of
mutation C1494T, showing that this mutation is not frequent
in our population.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um grande avanco no en-
tendimento dos mecanismos envolvidos na audicio; varios
genes que participam desses processos foram descobertos
e as formas como eles interagem tem sido intensamente
investigada. A etiologia da deficiéncia auditiva pode ser
devido a mutacdes em um Unico gene ou pela combina-
¢ao de mutacdes em genes diferentes, além dos fatores
ambientais, incluindo infeccao perinatal, trauma cerebral
afetando a coclea, ou drogas ototoxicas, tais como 0s
antibioticos aminoglicosideos, ou até mesmo da intera¢io
entre os fatores ambientais e genéticos'.

Mutacoes em DNA mitocondrial (mtDNA) sao
responsaveis por uma variedade de doencas afetando
muitos o6rgio e tecidos?. Muitas das mutacdes mtDNA
descritas na literatura estao associadas tanto com formas
de deficiéncia auditiva neurossensorial sindrébmicas como
nao-sindréomicas**. A funciao da mitocondria é disponibi-
lizar energia para as células sob a forma de trisfosfato de
adenosina (ATP). Desta forma, os 6rgaos que requerem
maior quantidade de energia sao os que mais apresentam
alteracoes funcionais em casos de mutacdes do DNA mi-
tocondrial, como as células nervosas, musculares, endécri-
nas, opticas e auditivas. Como a coclea consome grandes
quantidades de energia, alteracdes no DNA mitocondrial
de células ciliadas causam deficiéncia auditiva em uma
propor¢ao de 0,5% a 1% de todas as deficiéncias auditivas
de origem genética’.

A maioria das alteracoes moleculares encontradas
em DNA mitocondrial, que estao associadas a deficiéncia
auditiva, estio presentes nos genes 12S rRNA e tRNA.
Em particular, mutacdes que afetam o gene 12S rRNA
sa0 responsaveis por perda auditiva neurossensorial nao-
sindromica e aumento da susceptibilidade 2 ototoxicidade
dos antibiéticos aminoglicosideos®”.

Esses antibioticos sao drogas clinicamente impor-
tantes, utilizadas em todo o mundo, principalmente em
paises desenvolvidos no controle de infeccoes bacterianas
em pacientes hospitalizados. Entretanto, em paises em
desenvolvimento, esses medicamentos ainda sdo rotinei-
ramente utilizados em infeccdes de menores propor¢des®.
Os antibidticos aminoglicosideos exercem seu efeito
antibacteriano ligando-se diretamente na subunidade 16S
e 30S do RNA ribossomal (rRNA) bacteriano, causando
terminacao prematura da sintese proteica. O uso dessas
drogas frequentemente leva a toxicidade, envolvendo os
sistemas renal, vestibular e auditivo. O prejuizo renal é
geralmente reversivel, visto que a ototoxicidade do sistema
auditivo e vestibular é frequentemente irreversivel®.

Relatos na literatura descrevem que os casos de oto-
toxicidade aminoglicosidica podem ter uma predisposicao
genética com padrio de heranca autossOmico dominan-
te, autossOmico recessivo, ligado ao cromossomo X, ou
mitocondrial. Nos casos familiais de deficiéncia auditiva

ototéxica, a hipersensibilidade aos aminoglicosideos ¢ fre-
quentemente transmitida por heran¢a materna, sugerindo
envolvimento do genoma mitocondrial’.

Estudos realizados em genoma mitocondrial de
pacientes com ototoxicidade aminoglicosidica revelaram a
identificacao de mutacdes em DNA mitocondrial no gene
12S rRNA. A mutacao A1555G foi a primeira mutacio mi-
tocondrial a ser descrital0, e desde entdo tem sido identi-
ficada em muitas familias, de diferentes etnias, segregando
com deficiéncia auditiva neurossensorial nao-sindrémica
com ou sem exposicio aos aminoglicosideos''. Ha pouco
tempo, uma transicao C — T na posicao 1494 do gene 12S
rRNA foi identificada em uma familia chinesas com defici-
éncia auditiva neurossensorial nio-sindromica, incluindo
individuos afetados com e sem exposicio prévia aos
aminoglicosideos'? e, subsequentemente, em outras duas
familias chinesas® e trés espanholas'. A heterogeneidade
clinica da deficiéncia auditiva nesses casos estd diretamente
relacionada com a idade de inicio de administracio e com
o periodo de exposiciao a droga. Quanto menor a idade
de inicio de administracdo, maior o grau de severidade da
deficiéncia auditiva desenvolvida pelo paciente®.

A mutacio A1555G ¢ estruturalmente equivalente
a mutacao C1494T. Ambas estlo situadas em uma regiao,
altamente conservada do 12S rRNA, relacionada com a
ligacio dos aminoglicosideos na bactéria''. Estas mutacoes
parecem alterar a estrutura secundaria do 12S rRNA, de
modo que se assemelhe a subunidade ribossomal bacte-
riana, conduzindo dessa forma a um aumento na suscep-
tibilidade aos aminoglicosideos e consequentemente a
seu efeito ototéxico™.

Muitos estudos bioquimicos relatam o potencial
patogénico da mutacao C1494T, indicando que os amino-
glicosideos modulam a expressividade e a penetrincia da
deficiéncia auditiva quando associada a esta mutacao®. No
entanto, a mutacio C1494T nio foi descrita em nenhuma
familia de outras etnias até o momento'®'”. Neste estudo,
noés investigamos a presenca da mutacdo mitocondrial
C1494T entre os pacientes com deficiéncia auditiva e com
audicao normal expostos aos aminoglicosideos e nos pa-
cientes com deficiéncia auditiva que nao tiveram contato
com o antibidtico.

MATERIAL E METODO

Casuistica

Este estudo caracterizou-se por uma pesquisa clinica
e experimental (Comité de Etica, parecer n° 484/2000),
em individuos com deficiéncia auditiva sem exposicio
aos antibidticos aminoglicosideos e em recém-nascidos
vivos ouvintes e com deficiéncia auditiva, prematuros e
de alto risco que permaneceram ao menos 48 horas em
UTIN (Unidade de Terapia Intensiva Neonatal) e tiveram
contato com o antibiético.
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A casuistica foi composta por 60 individuos, sendo
20 com deficiéncia auditiva sem historico de sensibiliza-
¢a0 ao uso de aminoglicosideos (Grupo B), 20 individuos
ouvintes (Grupo C) e com diagnostico audiologico de de-
ficiéncia auditiva neurossensorial nao-sindromica (Grupo
A, n=20) que utilizaram aminoglicosideos.

Extracao do DNA genomico

A andlise da amostragem foi realizada em DNA
isolados pela técnica de fenol-cloroférmiol8 a partir de
leucdcitos de sangue periférico, apos a obtencio do con-
sentimento livre esclarecido.

Amplificacao do gene 12S rRNA

Os individuos foram previamente analisados quanto
a presenca de mutacdes no gene GJB2 e GJB6, uma vez
que mutacoes nestes genes sdo responsiaveis por uma
grande proporc¢io dos casos de surdez nio-sindromica
com heranga autossdmica recessiva'®® e as mutacoes
mitocondriais A1555G no gene 12S rRNA? e A7455G no
gene tRNA(SerUCN)*. Dentre os individuos que nao apre-
sentaram tais mutacoes foi investigada a mutacio C1494T.

A partir de amostras de DNA extraidas de sangue
periférico, um fragmento de 441pb da sequéncia do gene
12S rRNA (GenBank: NC_001807), foi amplificada por PCR
utilizando os primers C1494TF (5-GTCGAAGGTGGATT-
TAGCAGT-3") e C1494TR (5-GCAGAAGGTATAGGGGT-
TAG-3). A reacao de amplificacio foi realizada utilizando
200 a 500ng de DNA genOmico, 10mM de soluc¢io con-
tendo desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
10pmol/ml de cada primer; 2,0U de Taq DNA polimerase;
tampao de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8) e 3mM de
MgCl2, em um volume final de 50ml, nas seguintes condi-
¢oes: um ciclo de desnaturacio a 95°C por 5 mim; 30 ciclos
de desnaturacao a 94°C por 30s; anelamento a 54°C por 2
min, extensdo 2 65°C por 1mim; 7 min de extensio final
a 65°C. Os produtos de amplificacao foram submetidos 2
eletroforese em gel de agarose 1% e subsequentemente
corados com brometo de etideo.

Identificacio da mutacao C1494T no gene 12S rRNA

A investigacao molecular da mutacio C1494T no
gene da 12S rRNA foi realizada por andlise do polimorfismo
dos fragmentos de restricaio (PCR-RFLP) utilizando a enzi-
ma Hph I, de acordo com as especificacdes do fabricante
e, analisadas em gel de agarose 1,5%. A presenca do alelo
1494T aboli o sitio de Hph I na sequéncia gerando um
fragmento de 441pb. Dessa forma, individuos com o alelo
1494C apresentam fragmentos de 370pb e 71pb.

RESULTADOS

Na tentativa de elucidar os aspectos moleculares dos
efeitos ototéxicos dos aminoglicosideos, nds rastreamos a
mutacao C1494T em 40 pacientes com deficiéncia auditiva

neurossensorial ndo-sindromica. Destes, 20 pacientes apre-
sentam historico de uso de antibiotico aminoglicosideos.
Outros 20 individuos com audi¢ado normal, porém com
exposicao ao aminoglicosideo, também foram estudados.
Ap6s a amplificacio de um fragmento do gene 12S rRNA
(441pb) (Figura 1) e subsequente digestao com Hph I
(Figura 2) das 60 amostras de DNA de pacientes dos gru-
pos A, B e C, ndo identificamos a mutacio C1494T em
nenhuma das amostras analisadas.

<«—441pb

Figura 1. Fragmento de 441pb do gene 12S rRNA amplificado por
PCR e analisado em gel de agarose 1%. (M) - marcador de peso
molecular (100pb).

Figura 2. Rastreamento da mutacdo mitocondrial C1494T por PCR-
RFLP. Um fragmento de 441pb foi clivado com a enzima de restricao
Hph I. O DNA mitocondrial normal gera dois fragmentos de restricao
(870pb e 71pb) e o mutante perde o sitio de restricdo e ndo ’ clivado
pela enzima (441pb). (M) - marcador de peso molecular (100pb);
(1)- produto de PCR nao digerido. (2-12) - pacientes sem a mutacao
C1494T.

DISCUSSAO

Estudos funcionais demonstram que a mutacio
C1494T ocasiona uma disfuncio mitocondrial leve e
sensibilidade aos aminoglicosideos, indicando, portan-
to, que a presenca da mutacao C1494T, isoladamente,
nao ¢é responsavel pelo fenotipo de deficiéncia auditiva.
Entretanto, a perda da audicio pode ser potencializada
por fatores modificadores externos, como os aminogli-
cosideos, e também por interacdes génicas. Na auséncia
de exposicao aos aminoglicosideos, a transicao C aT na
posicio 1494 do gene 12S rRNA possui, in vivo, um fraco
potencial patogénico®.

A ototoxicidade dos aminoglicosideos se deve a
ligacio dos mesmos com os receptores das células ciliadas
da orelha interna. A formacao de complexos aminoglicosi-
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deos-receptores produz modificacao na membrana celular
e na sua permeabilidade, afetando a funcao dos cilios e
causando, posteriormente, a destruiciio destas células®. Na
presenca da mutacio C1494T as células auditivas tornam-
se ainda mais susceptiveis, pois com a mudanca de base
numa regido altamente conservada do 12S rRNA, a regiao
se assemelhard a subunidade ribossomal bacteriana'!.

Dados relatados em uma familia chinesa demonstra-
ram a interacao da mutacao C1494T com outros genes, na
qual individuos portadores dessa mutacio apresentavam
deficiéncia auditiva independentemente da exposicao aos
aminoglicosideos. Por outro lado, também foi divulgado
que individuos com a mutacio C1494T que nao foram
expostos ao antibidtico nfo apresentavam perda auditiva'?,

No presente estudo, avaliamos a presenca da mu-
tacio C1494T em individuos ouvintes e com deficiéncia
auditiva que utilizaram aminoglicosideos e os que niao
utilizaram o antibiético. No entanto, nio foram encon-
trados casos positivos para essa mutacio, reforcando os
resultados encontrados em estudos anteriores, que relatam
que a mutacao C1494T ¢é pouco frequente na populacio
mundiallﬂ,lﬁ,l7,24.

CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que a deficiéncia auditiva
dos individuos analisados nao estd relacionada com a
ototoxicidade da mutacio C1494T. Porém, a auséncia
da mutacao C1494T no genoma mitocondrial desses
individuos nao descarta a possibilidade de existéncia de
mutagcoes em outros genes niao avaliados neste trabalho.
Sendo assim, estudos posteriores em outros genes serio
necessdrios para esclarecer a etiologia da deficiéncia au-
ditiva desses individuos.
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