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Resumo

Objetivos: recentes progressos obtidos na biologia
molecular vém possibilitando a identificacio da etiologia da
surdez. A alta prevaléncia de mutacoes no gene da conexina
26 e sua facilidade de estudo possibilitam o diagnéstico. A
mutacdo mais freqiiente neste gene é a chamada 35delG.
O objetivo do presente trabalho foi averiguar a incidéncia
da mutacao 35delG em criangas candidatas e submetidas
ao implante coclear que tiveram a surdez diagnosticada
como, supostamente idiopatica. Material e Método: Estudo
realizado no Setor de Implantes Cocleares da Disciplina de
Otorrinolaringologia e no Laboratério Genética Humana-CB-
MEG, UNICAMP-SP. Foram avaliadas 32 criancas candidatas
e usudrias de implante coclear, apresentando perda auditiva
neurossensorial severa a profunda bilateral. Para a detecc¢io
da mutacdo 35delG foi utilizada a técnica de PCR alelo-es-
pecifico (AS-PCR), usando primers e reacio em cadeia da
polimerase. Resultados: 69% apresentaram exame normal,
12% foram homozigotos e 19% dos casos foram heterozigo-
tos. A mutacdao 35delG em heterozigose nao diagnostica a
causa da surdez apenas comprova que o paciente é portador
dessa mutacao. Conclusdo: No presente estudo, os dados
obtidos confirmaram a alta prevaléncia da mutacio 35delG
no gene GJB2 em casos de perda auditiva neurossensorial
nido-sindromica bilateral profunda, resultado que concorda
com a literatura. Foi possivel, também, diagnosticar como
genética a causa da surdez em uma parcela significativa de
criangas. Estes dados reforcam a importancia do estudo mo-
lecular em pacientes com surdez de origem supostamente
idiopatica, uma vez que esse exame possibilita esclarecer a
etiologia da perda auditiva.
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Summary

Ailn: recent progresses in molecular biology have been
made in the diagnosis of sensorineural hearing loss. The
high prevalence of a connexin 26 gene mutation, and its
easy identification have made the diagnosis possible. The
most frequent gene mutation is called 35delG. The purpose
of this study was to evaluate the prevalence of 35delG
mutation in children submitted to cochlear implantation who
had severe and profound hearing loss previously diagnosed
as idiopathic. Method: The study was done at the Cochlear
Implantation Clinic of the Otolaryngology Department and
at the Laboratério Genética Humana-CBMEG, UNICAMP-SP.
32 children with severe to profound sensorineural hearing
loss were evaluated. The detection of the 35delG mutation
was made by a allele -specific PCR, using primers and
polymerase chain reaction. Results: 69% had a normal exam,
12% were homozygous for the mutation, 19% of the cases
were heterozygous. The 35delG mutation in heterozygousity
is not a cause of hearing loss. Conclusion: The data confirm
the high prevalence of the 35delG mutation in nonsyndromic
bilateral profound sensorineural hearing loss. It was also
possible to diagnose the cause of hearing loss as genetic
in a significant percentage of patients. That stresses the
importance of the molecular investigation in those cases
formerly classified as idiopathic.
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INTRODUCAO

Em paises desenvolvidos, estima-se que 60% dos
casos de surdez pré-lingual tém bases genéticas, os outros
40% restantes estdo entre as mais diversas etiologias (Ma-
razita et al., 1993, Mustafa et al., 2001). Além disso, 1/1000
criangas torna-se surda apés a aquisicao da linguagem,
ou seja, no periodo pos-lingual, antes de alcancar a idade
adulta entre 30-50 anos, 0,3% da populacio manifesta per-
da auditiva acima de 65 decibéis (dB) e 2,3% da populacio
manifesta entre 60 e 70 anos de idade. A prevaléncia conti-
nua a aumentar e alcanca indices de 50% em octogendrios
(Paparella et al., 1989; Morton et al., 1991).

No Brasil, os fatores ambientais (67%) estdo entre
as principais etiologias da perda auditiva, com predominio
dos casos de rubéola congénita e anéxia neonatal (33,5%),
seguindo-se aqueles de etiologia indefinida (18,5%) e os
de heranca autossdmica recessiva (15,5%). Consideram-
se neonatos com alto risco para surdez aqueles que tém
entre 2-5% de chance de desenvolver perda auditiva se
sofrerem um ou mais desses fatores seguintes: asfixia ou
anoxia, com apgar abaixo de 7,1; meningite bacteriana,
principalmente a causada por Haemophillus influenza;
infeccoes congénitas pré-natais (sifilis toxoplasmose, rubé-
ola, citomegalovirus, herpes); malformacoes de cabeca e
pescoco; bilirrubina elevada (niveis que necessitem trans-
fusao); historia familial de perda auditiva; permanéncia em
UTI neonatal por um periodo maior que 48 horas; peso de
nascimento menor que um quilo e meio e administracao
de drogas ototoxicas a gestante ou no periodo neonatal
(Simoes et al., 1992).

Casos de surdez tardios, ou seja, pos-linguais, po-
dem ocorrer também com o contato com drogas ototoxicas,
historia familial de perda auditiva, e em alguns casos pode
ser uma perda auditiva subita, de origem indefinida, sendo
considerada idiopatica.

Apesar da terapia génica ainda estar muito distan-
te em sua aplicacdo na prdtica terapéutica, o implante
coclear € um recurso vidvel e acessivel para individuos
com perda auditiva bilateral severa e/ou profunda, que
nao se beneficiam do aparelho de amplificacio sonora
individual (AASD.

Nos casos onde a perda auditiva ocorreu antes da
aquisicao da linguagem (pré-lingual) um dos fatores mais
importantes € a idade. Em criancas muito jovens os resulta-
dos sao melhores do que em criancas maiores. Geralmente
a causa desta perda auditiva tio precoce € congénita, de
origem genética, sem lesao fisica do aparelho auditivo, o
que favorece o implante coclear.

A mutacido 35delG no gene da conexina 26 nio é
rara; pelo contrario, sua presenca em heterozigose pode
ser encontrada em até 3% dos individuos em algumas
populagcoes. Na Italia, porém, ela estd em torno de 1:32,
em Portugal € de cerca de 1:40, e na Espanha 1:45. Se fo-

rem agrupadas essas trés populacoes européias, das quais
descende boa parte da populacao brasileira, verifica-se
que a freqiiéncia média de heterozigotos para a mutacao
35delG é de 1:42; considerando uma uniao aleatéria de
heterozigotos e a chance de 25% de descendentes afe-
tados, temos que nessas regides 1 a cada 5.069 criancas
nasceriam surdas por homozigose da mutacao 35delG
(Gasparini et al., 2000).

Os recentes progressos obtidos na biologia mole-
cular, com a descoberta de diferentes genes envolvidos
na perda auditiva, vém possibilitando a identificacao da
etiologia da surdez. A alta prevaléncia de muta¢coes no
gene GJB2 e a sua facilidade de estudo possibilitam o
diagnostico de muitos pacientes e tém sugerido que es-
ses individuos seriam candidatos potenciais ao implante
coclear.

A mutacao mais freqliente neste gene ¢ a chama-
da 35delG, a maior envolvida nos casos de surdez com
etiologia genética. Essa mutacio ¢ a perda de uma base
guanina da seqiéncia de DNA deste gene na posiciao 35.
A pesquisa da mutacao 35delG na etiologia da surdez é
muito importante, pois 2 a 4% dos individuos sao portado-
res desta mutacio, ou seja, sao heterozigotos. A mutacio
35delG corresponde de 75 a 80% das mutacoes possiveis
de serem encontradas neste gene (Cohn, et al., 1999a;
Cohn et al., 1999b).

E necessirio que o individuo herde dois alelos
mutados, sendo um do pai e outro da mae, para que se
expresse a surdez. Sendo assim, ha a impossibilidade de
a conexina 26 ser codificada pelo gene GJB2 alterado.
Quando o paciente apresentar a mutacao 35delG em
heterozigose, significa que hd mutacio em apenas um
dos alelos, sendo possivel que o outro alelo codifique a
proteina. Isso implica em um menor numero de conexina
26 codificada.

A proteina conexina 26 é indispensavel ao funcio-
namento normal do ouvido interno, sendo as alteracoes
no gene responsavel pela sua codificacio a principal causa
de surdez pré-lingual nao-sindromica hereditaria, o que ¢é
identificado pela pesquisa da mutacao 35delG através do
“teste de surdez genética”.

Alguns estudos concluiram que o implante coclear
em pacientes com perda auditiva relacionada ao gene GJB2
obtém igual ou melhor discriminacao de fala comparada
a criangas surdas pré-linguais, com surdez de etiologia
nao-esclarecida ou mesmo com surdez congénita, como
por exemplo, por citomegalovirus (Sinnathuray et al., 2004;
Green et al., 2002). Isso porque, quando o dano ocorre
no gene, a expressio disso n2o interfere na colocacao do
implante, ou seja, a céclea nao estd comprometida como
no caso de surdez de causa traumdtica ou infecciosa como
a meningite ou ototoxicidade, que lesa a estrutura fisica da
coclea, impedindo muitas vezes que um nimero maior de
eletrodos seja introduzido, pela coclea estar calcificada, por
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exemplo. Os danos genéticos sao com relacao a estrutura
dos conexons, ocorrendo uma dificuldade de comunicacio
intercelular, o que nao compromete a estrutura fisica da
coclea, favorecendo um implante com sucesso.

A viabilidade e os beneficios de rastreamento de
mutacdes no gene da conexina 26 estdo se refletindo na
satide publica. O uso de testes moleculares, em conjunto
com os audiologicos, ajudard na deteccao precoce da
surdez, o que € de extrema importancia no manejo desses
pacientes, em particular nos casos de surdez progressiva,
pois a estimulacao da linguagem em seu periodo critico
faz com que as criancas aprendam a se comunicar antes
que a surdez se torne mais grave. Além disso, é possivel
hoje, inclusive, o diagnéstico preditivo naqueles individuos
afetados por mutacdes no gene da conexina 26, ainda sem
manifestacao da surdez. As consequiéncias dessa predicio,
no ambito social e familial, sao enormes, seja em relacio a
prevencao da surdez, seja no auxilio e reducao de custos
destinados a educacao especial desses individuos, seu
tratamento médico e decisao profissional (Sobe et al.,
2000; Sartorato et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi averiguar a
incidéncia da mutacio 35delG em criancas candidatas
e submetidas ao implante coclear que tiveram a surdez
diagnosticada como supostamente idiopatica.

MATERIAL E METODO

Esse estudo foi realizado no Ambulatério de Otor-
rinolaringologia do Hospital das Clinicas, UNICAMP-SP,
setor de Implante Coclear e no Laboratério Genética Hu-
mana - CBMEG, UNICAMP-SP.

Foram avaliadas 32 criancas candidatas e usudrias de
implante coclear, apresentando perda auditiva neurossen-
sorial severa a profunda bilateral de origem supostamente
idiopatica. O principal critério de inclusao destas criancas
no setor de Implante Coclear ¢ o nao-beneficio do aparelho
de amplificacio sonora individual (AASD. Esses individuos
foram submetidos a uma avaliacao multiprofissional, entre
eles otorrinolaringologistas, fonoaudidlogas, psicologas,
assistente social, enfermeiros e geneticistas.

O rastreamento da mutac¢ao 35delG foi feito a partir
da extracao de DNA do sangue periférico coletado em tubo
Vacutainer de tampa roxa. Para a deteccio da mutacao
35delG foi utilizada a técnica de PCR alelo-especifico (AS-
PCR), usando primers e condicdes da reacao em cadeia da
polimerase previamente descritas, modificacao patenteada
pelo CBMEG - UNICAMP. (Oliveira et al., 2002). Este mé-
todo discrimina facilmente o alelo normal do mutante e
através de duas reacdes € possivel distinguir homozigotos
normais, homozigotos 35delG e heterozigotos portadores
da mutacao 35delG.

Os resultados da andlise molecular foram correla-
cionados com a etiologia da perda auditiva apresentada
pelos pacientes analisados.

RESULTADOS

Nesse estudo, 32 crian¢as com surdez idiopatica
foram submetidas ao rastreamento molecular da mutacao
35delG no gene GJB2. A mutagao foi encontrada em ho-
mozigose em 4 do total de criancas avaliadas (12% dos
casos), sendo esta a causa da perda auditiva (grafico 1).
Em 6 criancas, a mutacdo foi encontrada em heterozigose
(19% dos casos), nao sendo possivel diagnosticar a surdez
desses pacientes. A mutacao 35delG em heterozigose nao
diagnostica a causa da surdez, apenas comprova que o
paciente € portador dessa mutagao, e como apresentado
na literatura, os pacientes heterozigotos sao, via de regra,
ouvintes. No grafico abaixo podemos observar os resul-
tados obtidos no estudo genético.

Genético x Nao Genético

19%

B Normal
B Homozigotas

0,
12% [ Heterozigotas

Grafico 1.

DISCUSSAO

Com o avango das pesquisas nessa drea, ficou
evidente a importancia dos estudos de mutacdes no gene
GJB2, devido a facilidade de deteccio de mutacdes na
conexina 26, em particular a mutacio 35delG, que é con-
siderada a mutacao mais freqiiente em qualquer gene ja
estudado em caucasoides. Este € o primeiro gene indicado
para andlise molecular em familias que apresentam perda
auditiva sensorineural (Sobe et al., 2000).

Em estudo prévio realizado em uma amostra da
populagio brasileira, mutacdes no gene GJB2 foram en-
contradas em 22% das familias com surdez sensorineural
nao-sindromica, indicando mais uma vez que a andlise
molecular desse gene em pacientes com perda auditiva
nao-associada a quadros sindromicos deve ser o primeiro
passo na determinacao das causas de perda auditiva em
nosso pais (Oliveira et al., 2001). Isto € particularmente
verdadeiro para os casos familiais, entre os quais a freqi-
éncia de encontro de mutacoes nesse gene foi de 50%,
mas também para os casos esporadicos, entre os quais a
freqiiéncia foi de pouco mais de 11% (aproximadamente
1:9) (Oliveira et al., 2002). No Brasil, foi determinada a
prevaléncia de 0,97% de portadores da mutacao 35delG,
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aproximadamente 1:103 heterozigotos, em um rastreamen-
to realizado em 620 neonatos, na regiao de Campinas-SP
(Oliveira et al., 2004).

Nossos resultados sio concordantes com estudos
realizados e descritos na literatura em varias populagoes.
A relativa distribuicao da mutacao 35delG para a perda
auditiva nao-sindromica nessas populacoes variou de 0%
(Oma, Coréia e Japao) a 70% (Itdlia, Espanha e Grécia),
demonstrando a heterogeneidade genética existente entre
os diversos paises, apesar de alguns desses estudos terem
sido baseados em pequeno nimero de pacientes, além
de critérios de investigacdo da perda e os métodos de
rastreamento da mutacdo terem sido diferentes entre os
mesmos (Liu et al., 2002).

CONCLUSAO

No presente estudo, os dados obtidos confirmaram
a alta prevaléncia da mutaciao 35delG no gene GJB2 em
casos de perda auditiva neurossensorial nao-sindromica
bilateral profunda. E foi possivel, também, diagnosticar
como genética a causa da surdez em uma parcela signi-
ficativa de criancas.

Os resultados refor¢cam a importancia do estudo mo-
lecular em pacientes com surdez de origem supostamente
idiopatica, uma vez que esse exame possibilita esclarecer
a etiologia da perda auditiva.
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