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Occupational noise Introduction: The biological processes involved in noise-induced hearing loss (NIHL) are still
Sensorineural hearing unclear. The involvement of inflammation in this condition has been suggested.

loss; Objective: To investigate the association between interleukin - 6 (IL-6) polymorphism and
Cytokines susceptibility to NIHL.

Methods: This was a cross-sectional study with a sample of 191 independent elderly individuals
aged > 60 years of age. Information on exposure to occupational noise was obtained by
interviews. Audiological evaluation was performed using pure tone audiometry and genotyped
through PCR by restriction fragment length polymorphism - PCR-RFLP. Data were analyzed using
the Chi-square test and the Odds ratio (OR), with the significance level set at 5%.

Results: Among elderly with hearing loss (78.0%), 18.8% had a history of exposure to occupational
noise. There was a statistically significant association between the genotype frequencies of the
IL-6 -174 and NIHL. The elderly with the CC genotype were less likely to have hearing loss due
to occupational noise exposure when compared to those carrying the GG genotype (OR = 0.0124;
95% Cl 0.0023-0.0671; p < 0.001).

Conclusion: This study suggests there is an association of polymorphisms in the IL- 6 gene at
position - G174C with susceptibility to noise-induced hearing loss.
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Associacao entre interleucina-6 polimorfismo na regido de -174 G/C e perda auditiva
em idosos com historia de exposicao ao ruido ocupacional

PALAVRAS-CHAVE
Ruido ocupacional;
Perda auditiva
neurossensorial;
Citocinas

Resumo

Introducdo: Os processos biologicos envolvidos na perda auditiva induzida por ruido (PAIR)
ainda nao estao claros. O envolvimento de processo inflamatorio nesta condicdo tem sido suge-
rido.

Objetivo: Investigar a associacao entre o polimorfismo no gene da interleucina-6 (IL-6) e a
suscetibilidade a PAIR.

Método: Trata-se de estudo transversal com amostra de 191 idosos independentes acima de 60
anos de idade. Informacdes sobre a exposicao ao ruido ocupacional foram obtidas por entrevis-
tas. A avaliacao audioldgica foi realizada por meio de audiometria tonal liminar e a genotipagem
pela técnica da PCR-RFLP. Os dados foram analisados usando-se o teste Qui-quadrado e a razao
de chances (OR), com o nivel de significancia fixado em 5%.

Resultados: Entre os idosos com perda auditiva (78,0%), 18,8% apresentavam historico de expo-
sicao ao ruido ocupacional. Houve associacao estatisticamente significante entre as frequéncias
genotipicas da IL-6 -174 e a PAIR. Os idosos portadores do genétipo CC foram menos propensos
a apresentar perda auditiva por exposicao ao ruido ocupacional quando comparados a aqueles
portadores do genotipo GG (OR = 0,0124; 95% IC 0,0023-0,0671; p < 0,001).

Conclusé@o: O presente estudo sugere a associacao do polimorfismo no gene da IL-6 na posicao
-G174C com a suscetibilidade a perda auditiva induzida por ruido.

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier

Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducao

A saude do idoso tem despertando cada vez mais o interes-
se dos pesquisadores, uma vez que a populacdo esta enve-
lhecendo, sendo uma realidade tanto em paises desenvolvi-
dos como naqueles em desenvolvimento.' Estima-se que até
2040 os paises em desenvolvimento tenham um bilhdo de
pessoas com 60 anos ou mais.? Devido a grande velocidade
e a extensao desse crescimento, o cuidado com este grupo
especifico é essencial, de modo que possam envelhecer de
forma saudavel e com qualidade de vida.?

Os tipos mais comuns de perda auditiva sao a presbiacusia
(envelhecimento) e a perda auditiva induzida por ruido*
(PAIR). A PAIR se deve a exposicao continua a niveis intensos
de ruidos, resultando em diminuicdo gradual da acuidade
auditiva, geralmente sendo bilateral, simétrica, neurossen-
sorial e irreversivel. Comumente manifesta-se nas altas fre-
quéncias audiométricas de 3.000 a 6.000 Hz.> A etiologia da
perda auditiva possui, além dos componentes ambientais,
o0s genéticos e, mais recentemente, foi avaliada a inducao
de respostas inflamatorias e aumento da regulacao de cito-
cinas pro-inflamatorias no ouvido interno na presenca de
ruido exacerbado.>” A existéncia de células inflamatorias no
estado estacionario e seu aumento apos lesdes no ouvido
interno tém sido relatados por varios pesquisadores.®81°

A exposicdo ao ruido induz a expressao de citocinas pro-
inflamatoérias, incluindo o fator de necrose tumoral o (TNF-
a), interleucina 1 (IL-1p) e interleucina-6 " (IL-6). So et
al.”? observaram uma up-regulacao transitoria de IL-6 em
modelos animais tratados com cisplatina. Wakabayashi et
al.” investigaram o efeito da inibicao da IL-6 usando um
anticorpo anti-IL-6 (MR16-1) em camundongos. Estes auto-
res verificaram que o MR16-1 apresentou efeito protetor
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contra a lesao coclear induzida pelo ruido, principalmente
devido a supressao da perda neuronal e, presumivelmente,
através do alivio da resposta inflamatoria. Dados semelhan-
tes foram encontrados por Nakamoto et al.™ Estes autores
sugeriram que a supressao da citocina pro inflamatoria HSF-
1 na coclea pela administracao de GGA (geranilgeranilace-
tona) pode ser uma importante forma de protecao do ouvi-
do interno.

A expressao de citocinas pode ser influenciada pela
variacao genética, resultando em condicbes patogénicas,
e varios estudos tém investigado polimorfismos de nucleo-
tideo Unico (SNPs) como fatores de risco para doencas infla-
matorias.' Estes SNPs podem afetar a expressao, secrecao
e transporte celular das interleucinas,’'® e podem também
diminuir o nivel do antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra),
0 que aumenta a producao e atividade da IL-1B."

O SNP na regiao -174 do gene da interleucina-6 consiste
na troca de G por C, sendo que a presenca do alelo C repre-
senta uma funcao protetora, devido a producao reduzida da
IL-6.20

Considerando que na PAIR esta envolvido o processo infla-
matorio, este trabalho teve por objetivo avaliar a asso-
ciacao entre o polimorfismo no gene da citocina pro-infla-
matoria-6 (IL-6) e a suscetibilidade a PAIR em idosos
brasileiros fisicamente independentes.

Método

Populacéo de estudo

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Humana da Universidade do Norte do Parana
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(0070/09). E parte de uma investigacao mais ampla, o
“Estudo sobre envelhecimento e longevidade”, que foi rea-
lizado em Londrina desde 2009. A cidade de Londrina
(aproximadamente 500.000 habitantes) esta situada na
regiao norte do estado do Parana, Brasil.

A partir de uma populacao de 43.610 idosos matriculados
nas 38 unidades basicas de salide na area urbana da cidade,
o tamanho da amostra foi definido em 343 individuos, con-
siderando um intervalo de confianca de 95% e uma margem
de erro aceitavel de 5%." Visando a representatividade
amostral, foi realizada a estratificacao aleatoria conside-
rando o género e as regides da cidade. Foram incluidos no
estudo individuos com 60 anos ou mais, de ambos 0s sexos,
que se encontravam vivendo de forma independente, e
estes foram classificados nos niveis 3 ou 4, como proposto
por Spirduso.? Esta classificacdo avalia o nivel de indepen-
déncia dos idosos: o nivel 1 indica uma falta de mobilidade,
e o nivel 5 indica atletas. Os idosos que tinham alguma
doenca ou limitacao que impedisse a realizacao dos testes,
como deficiéncia fisica ou mental, foram excluidos da amos-
tra. Todos os participantes assinaram um termo de consen-
timento livre e esclarecido.

Avaliacdo audiolégica

A avaliacdo audiologica foi realizada através de audiometria
tonal liminar convencional com audiémetro da marca Inte-
racoustics. Para determinar a severidade da perda auditiva,
foram usados: os critérios propostos pela BIAP - Bureau
Internacional d’Audio Phonologie - instituicao formada por
diversas associacoes de paises europeus com o objetivo
principal de nortear a atividade dos profissionais dessas
regides; a média dos limiares auditivos em dB, na via aérea,
nas frequéncias de 500 Hz, 1kHz, 2kHz e 4kHz; a recomen-
dacao 02/1 de 1997 analisadas; e ambas as orelhas direita
e esquerda foram avaliadas para grupo de individuos com
historico de ruido ocupacional e para o grupo de individuos
sem historico de ruido ocupacional.??

Avaliacdo da exposicao ocupacional ao ruido

A avaliacao da exposicao ocupacional ao ruido foi obtida
através de entrevistas com os idosos participantes, usando
um questionario semiestruturado. Foram coletadas infor-
macoes sobre se o trabalho era realizado ou nao em ambien-
te barulhento, quantos anos de trabalho em um ambiente
barulhento e se usavam aparelho auditivo. Além disso,
foram coletadas caracteristicas demograficas (género, ida-
de e etnia).

Genotipagem para o polimorfismo do gene
da IL-6 G-174C (rs1800795)

As amostras de sangue periférico foram colhidas em tubos
a vacuo contendo 6% de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e o DNA foi extraido a partir de leucdcitos do sangue
periférico utilizando o protocolo descrito por Olerup e
Zeterquist.2¢

A partir das amostras originais, o DNA foi diluido para uma
concentracao de 100 ng/mL. A concentracao foi determina-
da em espectrofotometro a 260 nm e 280 nm (Biomate 3,
Thermo Fisher Scientific, Madison, EUA).
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0 sitio polimoérfico C para T, situado na posicao -174 do
gene da IL-6 (rs1800795), foi amplificado por meio da reacao
em cadeia da polimerase (PCR), resultando em um fragmen-
to de 99 pb. A PCR continha uma mistura de tampao pH 8,0
1X, 1,5 mM de MgCl,, 8 mM de cada um dos desoxirribonu-
cleotideos trifosfatos, 1 uM de cada um dos iniciadores e 1U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os
iniciadores utilizados foram: F-5’TTG TCA AGA CAT GCC AAG
TGC T- 3’ e R-5’GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC-3’7 (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, EUA).

A amplificacao por PCR foi realizada em um termociclador
(TC-512 Resisténcia Techne, Burlington, Nova Jersey, EUA),
sob as seguintes condicées: desnaturacao inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C durante 1
minuto, 56°C durante 1 minuto e 72°C durante 1 minuto, e
extensao final a 72°C durante 5 minutos.

O produto da PCR foi digerido com 2U da enzima de res-
tricao Nlalll (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) overnight a
65°C. Os fragmentos digeridos foram separados em géis de
agarose a 2% (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Bra-
sil). Uma amostra com o genétipo conhecido foi usado como
controle positivo da PCR, e para o controle negativo foi
utilizada agua ultrapura.

O marcador de peso molecular de DNA de 100 pb (Ladder
- Invitrogen) foi incluido em cada gel corado com SybrSafe
(Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e visualiza-
dos sob iluminacdo UV. A leitura e interpretacao dos géis de
agarose foram feitas com o programa Lablmage L-PIX (HE)
1D-L340 (Loccus Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil). Foram
observados os fragmentos de 13, 227 e 59 pb (alelo G), e
fragmentos de 13, 118, 109 e 59 pb (alelo C).

Analise estatistica

A anadlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o
pacote estatistico SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
Para testar a associacdo entre a frequéncia genotipica e a
perda auditiva relacionada a histéria de exposicao ocupa-
cional ao ruido, o teste do Qui-quadrado foi realizado.
0 equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado em cada grupo
utilizando o teste do Qui-quadrado. A razao de chances (OR)
com intervalo de confianca de 95% (95% IC) foi calculada.
0 nivel de significancia foi fixado em 5%.

Resultados

Do total de 343 idosos, os procedimentos de genética mo-
lecular foram conduzidos em 191 deles. Destes, 31,9% rela-
taram historico de exposicao ao ruido, com 18,8% apresen-
tando perda auditiva. Dos 68,1% sem histérico de exposicao
ao ruido, 59,2% apresentavam perda auditiva. A média de
idade foi de 67,8 + 5,3 anos, havendo maior proporcao
(58,6%) de idosos do género feminino (tabela 1).

Dos idosos avaliados, 56% foram homozigoticos para o
alelo G, 7,8% para o alelo C, e 36,2% foram heterozigoticos
(tabela 1). A distribuicao genotipica para o gene IL-6 estava
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05).

Foi encontrada associacao estatisticamente significante
entre as frequéncias genotipicas e alélicas do gene da IL-6
-174 (rs1800795) e a perda auditiva entre os idosos com
histéria de exposicao ao ruido ocupacional (p < 0,001) (tabe-
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Tabela 1 Caracteristicas gerais e frequéncias alélicas e
genotipicas entre os idosos brasileiros (n = 191)
Caracteristicas n %
Género

Masculino 79 41,4
Feminino 112 58,6
Idade (anos)

60-64 63 33,0
65-74 104 54,5
75 ou + 24 12,6

Média 67,8 (DP = 5,3)
Historia de exposicao ao ruido
Sem histéria de exposicdo ao ruido

Sem perda auditiva 17 8,9
Com perda auditiva 113 59,2
Com histéria de exposicdo ao ruido

Sem perda auditiva 25 13,1
Com perda auditiva 36 18,8
Frequéncia genotipica

GG 107 56,0
CC 15 7,8
GC 69 36,2
Frequéncia alélica

G 283 74,1
C 99 25,9

la 2). Os idosos portadores do genotipo CC foram menos
propensos a ter perda auditiva por exposicao ao ruido ocu-
pacional em relacao aos idosos portadores do genétipo GG
(OR = 0,0124; 95% IC 0,0023-0,0671; p < 0,0001). Entretan-

to, tal associacao nao foi verificada no grupo de idosos sem
histdrico de exposicao ao ruido (x> = 0,078; p = 0,961).

Discussao

Embora o mecanismo e a funcao de citocinas pro-inflama-
torias na PAIR ainda nao estejam bem esclarecidos, sabe-se
que a estrutura e a expressao de citocinas pode ser influen-
ciadas pela variacao genética, como, por exemplo, o poli-
morfismo de nucleotideo Unico (SNP), o que resulta em
consequéncias patoldgicas evidentes.' A funcionalidade de
SNPs, no que diz respeito a expressao do gene, é um assun-
to importante em estudos de associacao a doencas.'®

No presente estudo as frequéncias dos alelos G e C na
populacao estudada foram de 74,1% e 25,9%, respectiva-
mente. Outros estudos também tém demonstrado a predo-
minancia do alelo ancestral (G), variando entre 60% e 70%.%
Em adicao, foi observada uma maior frequéncia do genotipo
GG (56%), seguida pelo GC (36,2%) e CC (7,8%). Este fato é
consistente com os estudos citados anteriormente.?%2

Foi observada associacao entre o genotipo GG de IL-6 e
perda auditiva com histdria de exposicao ao ruido ocupa-
cional (y? = 40,201; p < 0,001). Os idosos portadores do
genotipo CC apresentaram menor propensao a perda
auditiva por exposicao ocupacional ao ruido (OR = 0,0124;
95% IC 0,0023-0,0671; p < 0,01) em relacao aos idosos
portadores do genoétipo GG. A presenca do alelo C resulta
em uma menor expressao da IL6 ap6s um estimulo infla-
matoério em comparacao com o alelo G.? Sugere-se que o
gendtipo CC confira uma influéncia protetora contra o
desenvolvimento de comorbidades, o pode ser constatada
nesta analise, quando a frequéncia do alelo C no grupo

Tabela 2 Associacdo entre a frequéncia genotipica para o gene da interleucina-6 G-174C e a perda auditiva relacionada a

historia de exposicao ocupacional ao ruido (n = 191)

Exposicao Genotipagem Sem perda Com perda Valor de p
ocupacional ao ruido auditiva auditiva
n (%) n (%)
Sem histoérico Frequéncia genotipica 0,9612
GG 09 (52,9) 62 (54,9)
cc 01 (05,9) 08 (07,0)
GC 07 (41,2) 43 (38,1)
Frequéncia alélica 0,8696°
G 25 (73,5) 167 (76,9)
C 09 (26,5) 59 (23,1)
Com historico Frequéncia genotipica <0,01¢
GG 03 (12,0) 33 (91,7)
CcC 04 (16,0) 02 (05,5)
GC 18 (72,0) 01 (02,8)
Frequéncia alélica <0,01¢
G 24 (48,0) 67 (93,0)
C 26 (52,0) 05 (07,0)
a2 = 0,078.
b~?=0,027.
< %2 = 40,201.
9% =31,605.
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de perda auditiva sem exposicdo ao ruido foi maior do
que no grupo PAIR.

Os estudos de Hirose et al.® e Fujioka et al."" apontaram
a possibilidade de alteracoes inflamatorias na coclea apos
o estimulo por ruido. Fujioka et al." demonstraram pela
primeira vez a inducao de citocinas pré-inflamatdrias na
coclea exposta ao ruido e observaram a expressao aumen-
tada das interleucinas TNF-a, IL-18 e IL-6, 3 horas apos a
exposicao ao ruido. Estes autores ressaltaram que este
mecanismo é de autoprotecdo contra a exposicao a grande
quantidade de ruido, e a consequente expressao excessiva
de interleucinas por longos periodos deve piorar a funcao
coclear.

Os achados de So et al."? demonstraram claramente que
a IL-6 atua como um indutor de lesao coclear aguda, pois
apos a exposicdo dos animais com cisplatina ocorreu uma
up-regulacao transitoria de IL-6. Alguns estudos tém eviden-
ciado que a inibicao da producao da IL-6 apresenta um efei-
to protetor coclear. Wakabayashi et al.?' utilizaram o anti-
corpo anti-IL-6 (MR10-1) para inibir a producao de IL-6 em
camundongos, verificando um efeito protetor para a lesao
coclear induzida pelo ruido. Nesta mesma linha de investi-
gacao, Nakamoto et al.' verificaram que a droga geranila-
cetona (GGA) estimula a expressao do gene HSF que, por
sua vez, inibe a inflamacao na coclea, protegendo o ouvido
interno.

Vale ressaltar que estas fortes evidéncias do envolvimen-
to da IL-6 com PAIR tém sido verificadas por meio de varios
estudos em modelos animais. " Evidéncias em humanos em
relacao as interleucinas pré-inflamatorias e PAIR foram rela-
tadas recentemente por nosso grupo, que investigou a asso-
ciacao do polimorfismo no gene da IL-1p com a PAIR.* Este
estudo demonstrou que o polimorfismo neste gene nao esta
associado a PAIR nos idosos avaliados. Entretanto, os acha-
dos do presente estudo mostraram que o polimorfismo no
gene da IL-6 deve contribuir para o risco de ocorréncia da
PAIR em idosos brasileiros.

Considerando este contexto, a determinacao do polimor-
fismo no gene da IL-6 em pacientes com perda auditiva
relacionada a historia de exposicao ocupacional ao ruido
pode nos ajudar a compreender a variabilidade individual
da inflamacao, resultando na perda auditiva, assim como,
no futuro, sugerir a genotipagem de individuos para este
polimorfismo em particular (rs1800795), a fim de determi-
nar a suscetibilidade individual fornecendo uma nova estra-
tégia para a prevencao da perda auditiva relacionada a
exposicao ao ruido.

Conclusoes

Foi encontrada uma associacao entre o polimorfismo no
gene da IL-6 e a perda de audicdo associada a exposicao
ocupacional ao ruido em idosos brasileiros. Estudos
baseados em grandes populacdes e com diferentes etnias
deveriam ser conduzidos para confirmar nossos acha-
dos.
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