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Resumo

A deficiéncia auditiva como déficit sensorial mais comum
tem dentre suas diferentes etiologias as alteracdes genéticas.
Assim, € importante que a investigacao audiolégica se associe
a busca do diagnéstico etiolégico. Objetivo: Relatar o perfil
audiologico e genético de trés irmaos portadores de defici-
éncia auditiva neurossensorial nio-sindrébmica. Material e
Método: Estudo de caso de trés irmaos, do sexo masculino,
com 3, 5 e 16 anos, respectivamente, submetidos a avaliaciao
audiolégica comportamental e eletrofisiolégica, e estudo
molecular. Resultados: Os achados audiol6gicos mostraram:
audiometria do tipo neurossensorial, bilateral, simétrica, de
grau moderado a moderadamente severo e configuracio
descendente acentuada. EOAT e EOAPD ausentes nos dois
irmaos mais novos. PEATE compativel com perda auditiva
moderadamente severa a severa. Presenca do P300 com la-
téncias dentro da normalidade bilateralmente no irmao mais
velho. Os achados do exame molecular mostraram que as
duas crianc¢as mais novas eram heterozigotos para a muta¢ao
35delG no gene GJB2 e o mais velho ndo apresentava essa
mutacdo. Conclusao: A associacao das avaliacoes fonoau-
diologicas e genéticas permite o diagnostico etiologico de
perdas auditivas que a primeira vista sao semelhantes, mas
que niao obedecem a mesma estrutura genética. Os estudos
moleculares devem ser abrangentes, evitando diagnésticos
precipitados que prejudiquem o aconselhamento genético.

Interaction between audiology
and genetics in the study

of a family: the complexity

of molecular diagnosis and
genetic counseling
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Summary

Hearing loss is a multifaceted condition with many
etiologies, among which genetic mutation is. Therefore, it is
important to connect audiological investigation to etiological
diagnosis. Aim: this study aims to establish the audiological
and genetic profiles of three non-syndromic children with
sensorineural hearing loss. Materials and method: three
brothers aged 3, 5 and 16 were enrolled in this study. They
were submitted to behavioral and electrophysiological
hearing tests and molecular studies. Results: the hearing tests
showed moderate to moderately severe bilateral symmetric
sensorineural hearing loss and an accentuated descending
slope. Transient and Distortion Product Otoacoustic emissions
were absent in the two younger children. ABR showed a
bilateral moderately severe to severe sensorineural hearing
loss. P300 showed bilateral normal latencies in the older
brother. Molecular tests showed that the two younger
children were heterozygote for mutation 35delG on gene
GJB2. Conclusion: The combination of speech and hearing
tests and genetic analysis allows for the etiologic diagnosis of
seemingly similar hearing loss cases, which however display
different genetic backgrounds. Molecular studies must be
comprehensive enough to avoid precipitated diagnosis which
may impair genetic counseling.
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INTRODUCAO

A deficiéncia auditiva (DA) € o déficit sensorial
mais comum, e resulta na restricao das habilidades de se
comunicar pela linguagem falada’', trazendo ainda proble-
mas sociais, psiquicos e educacionais a seus portadores.
Quando o diagnéstico € realizado no primeiro ano de vida,
possibilita intervencao médica e/ou fonoaudiologica ainda
no periodo critico de maturacio e plasticidade funcional do
sistema nervoso central, com progndstico mais favoravel
em relacdo ao desenvolvimento global da criancga?.

Para o diagnostico audiologico testes comporta-
mentais e eletrofisioldgicos estao disponiveis e podem ser
utilizados como procedimentos de avaliacao®''. A bateria
de testes a ser aplicada é determinada de acordo com a
maturacdao de cada individuo.

A DA neurossensorial congénita pode ser de ori-
gem genética ou nao-genética. Dentre os casos de origem
genética hd aqueles em que a DA faz parte de quadros
sindromicos (30% dos casos) e aqueles em que € um sinal
isolado - a DA neurossensorial nao-sindromica (70%)!>4.
Mais de 100 genes estio potencialmente envolvidos na
DA pré-lingual nao-sindromical4, que em cerca de 85%
dos casos é de heranca autossdmica recessiva, em 12 a
14% autossdmica dominante e em 1 a 3% ligada ao cro-
mossomo X1,

Dentre os casos de DA nao-sindromica de heranca
autossdmica recessiva destacam-se aqueles decorrentes
de mutacoes no gene GJB2, que codifica a proteina
conexina 26. Uma dessas mutacoes, 35delG responde
por cerca de 70% dos alelos mutantes em caucasoides
europeus e norte-americanos, com uma freqtiéncia de
heterozigotos de 2,3% a 4%'%. No Brasil, a freqiiéncia de
heterozigotos da mutacao 35delG € estimada em 1:7421.
Outras alteracoes genéticas que podem ser encontradas
em portadores de DA nao-sindromica sio delecdes no
gene da conexina 30 (GJB6-Cx30), del (GJB6 - D1351830)
e del (GJBG6 - D13S1854), e também a mutacdo A1555G
no gene mitocondrial 12STRNA?#24,

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
fatores ambientais como as infeccdes congénitas e inter-
corréncias perinatais ainda sao bastante comuns®. No en-
tanto, com a melhoria da atencdo a satde materno-infantil
a freqiiéncia relativa dos casos de origem genética deve
aumentar progressivamente?.

Nos casos de deficiéncia auditiva de origem ge-
nética, além da estimulacao auditiva e da indicacao do
Aparelho de Amplificacao Sonora Individual (AASD o
mais precocemente possivel, o aconselhamento genético
também deve ser parte da conduta, permitindo aos indi-
viduos ou familias a tomada de decisdes conscientes e
equilibradas a respeito da procriacao?. A terapia génica
esta ainda em fase de pesquisa, e mesmo assim nio se
aplica a todas as situacoes®.

O aconselhamento genético em casos de DA here-
ditdria nao-sindromica depende de um diagndstico preciso
a respeito do mecanismo de heranca. A introduc¢ao, em
nosso pais, da pesquisa da mutacao 35delG do gene GJB2
entre os exames subsididrios necessarios ao esclarecimento
do diagnéstico etiolégico tem sido fundamental para que
os objetivos do aconselhamento genético sejam cumpridos.
De fato, sua deteccdo tem alta relevincia no rastreamento
das causas da DA, demonstrando que ¢ fundamental que
o estudo molecular seja feito de forma abrangente, a fim
de evitar que diagndsticos precipitados prejudiquem a
orientacdo da familia.

O objetivo deste trabalho ¢ relatar o perfil au-
diologico e os resultados da avaliacio genética de uma
familia do municipio de Sao Paulo, salientando ainda a
heterogeneidade genética nos casos de DA, assim como
a complexidade de seu aconselhamento genético.

MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CEFAC - Centro de Especializacao em Fono-
audiologia Clinica, sob nimero 172/05.

O caso-indice (II.5, Figura 1), do sexo masculino,
portador de DA foi atendido pela primeira vez aos 16 anos
no moédulo pritico de Audiologia Clinica do Instituto de
Estudos Avancados da Audicao (IEAA) em novembro de
2004 para atualizacio de exame audiolégico, a pedido da
fonoaudidloga que ja o atendia em terapia. Tratava-se do
segundo dos quatro filhos de casal nao-consangiliineo, mae
(I1.2) com 41 anos e pai (I.3) com 40 anos, sendo uma irma
mais velha (I.4) de 17 anos com sensibilidade auditiva
dentro dos padroes de normalidade, e que tinha um filho
(II1.2) de um ano de idade, e dois irmaos mais novos, um
com cinco anos (I1.6) e outro de trés anos (I1.7), também
deficientes auditivos. Havia ainda uma meio-irma (I11.2)
mais velha pelo lado materno de 21 anos, também com
sensibilidade auditiva adequada, cuja filha (II1.1) tinha
um ano de idade. A DA dos trés irmaos afetados foi de
instalacao pré-lingual e nao progressiva.
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Figura 1. Heredograma da familia estudada no presente trabalho. -
Legenda: ** Perda Auditiva.
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Quadro 1. Distribuicdo dos exames audiolégicos por individuo.

Individuo AT AV IMIT MRA EOAPD PD EOATT PEATE PEAML P300
1.2 X X X X - - - - -
1.3 X X X X - - - - -
1.2 X X X X - - - - -
1.4 X X X X - - - - -
1.5 X X X X X X X X X
1.6 X X X X X X X - -
1.7 X X X X X X X - -
1.1 X X X X - X - - -
.2 X X X X - X - - -

Exames audiolégicos

A avaliacao audioldgica inclui tanto os testes com-
portamentais quanto os eletrofisiologicos, realizados de
acordo com a necessidade de cada participante, com rela-
cao a idade e a presenca ou nao de deficiéncia auditiva.

Foram realizados no IEAA audiometria tonal (AT)
e audiometria vocal (AV), imitanciometria (IMIT), medida
do reflexo acustico (MRA) e testes de Emissoes Otoacus-
ticas por Produto de Distor¢ao (EOA PD) e Transiente
(EOA ).

Os exames de Potencial Evocado Auditivo de
Tronco Encefalico (PEATE), Potencial Evocado Auditivo
de Média Laténcia (PEAML) e P300foram realizados no
Centro de Docéncia e Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo - CDP FMUSP. O Quadro
1 mostra os exames audiologicos realizados em cada
membro da familia.

Estudo molecular

A avaliacdo genética foi realizada no Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da
UNICAMP. A presenca da mutacao 35delG no gene GJB2
foi investigada por meio da técnica *AS-PCR (reacdo em
cadeia da polimerase alelo-especifico), que discrimina o
alelo normal do mutante e permite distinguir homozigotos
normais, homozigotos 35delG e heterozigotos portadores
da mutacio; foi realizado, ainda, seqiienciamento com-
pleto desse gene.

Também foram pesquisadas delecoes envolvendo o
gene da conexina 30 (GJB6-Cx30), del (GJB6 - D1351830)
e del (GJB6 - D13S1854) utilizando a técnica de PCR-
multiplex, além da muta¢io A1555G no gene mitocondrial
12SrRNApor analise de restricao por meio de digestio com
a enzima Bsm Al

RESULTADOS

A avaliacao audiologica do caso-indice (II.5) e de
seus irmdos (I1.6 e 11.7) revelou curva audiométrica com
perda auditiva do tipo neurossensorial, bilateral, simétrica,
e configuracio descendente acentuada. Nos individuos I1.5

e II.7 o grau de DA era moderadamente severo bilateral-
mente, e em I1.6 moderado a direita e moderadamente se-
vero a esquerda. O estudo audiologico dos pais (1.2 e 1.3),
irma (I1.4), meio-irma (I1.2) e sobrinhos (III.1 e II1.2) dos
trés pacientes revelou média dos limiares auditivos dentro
dos padroes de normalidade. A EOAPD estava ausente em
I1.6 e a EOAT estava ausente no individuo I1.7.

O exame de PEATE foi compativel com perda
auditiva severa para clicks bilateralmente em I1.5 e I1.7 e
moderadamente severa em 11.6. Em IL.5 o P300 mostrou
laténcias dentro da normalidade bilateralmente.

Quanto ao estudo molecular, nenhum dos individu-
os analisados apresentou delecoes no gene da conexina 30,
nem mutacao no gene 12SrRNA. O estudo do gene GJB2,
por sua vez, revelou a mutaciao 35delG em heterozigose
na mae do caso indice (I1.2), na irma mais velha ouvinte
(IL.4) e nos dois irmdos portadores de DA (11.6 e 11.7). O
pai (I.3), o caso indice (II.5) e a filha de sua meio-irma
(I11.1) sao homozigotos normais, portanto nao apresentam
a mutacao 35delG; infelizmente, nao pode ser realizado o
estudo molecular da meio-irma (I1.2) e do sobrinho (I11.2).
Os achados moleculares estio resumidos no heredograma
da Figura 2.

N

Figura 2. Heredograma da familia mostrando os resultados da analise
genética. - Legenda: ** Perda auditiva *** Heterozigoto 35delG N -

Alelo Normal NR - Nao Realizado.
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DISCUSSAO

Sabendo-se das restricdes e problemas que a
DA traz a seus portadores' e da necessidade de seu
diagndstico o mais precoce possivel, o que favorece a
sua intervencao?salienta-se aqui a importincia de uma
comunica¢do mais efetiva entre a fonoaudiologia e a
genética.

O estudo audioldgico completo, do nicleo familiar
(pais e irmaos), complementado com o estudo da meio-
irma e dos sobrinhos, mostrou que os trés irmaos tinham
DA de caracteristicas praticamente idénticas e que seus
pais, irma, meio-irma e sobrinhos eram audiologicamente
normais*''.

O estudo mostra também que a DA encontrada no
caso € de instalacao pré-lingual e neurossensorial nio-
sindrémical®,

Isso permite que sejam propostos diversos mecanis-
mos de heranca'>!®, sendo os mais proviveis o autossomi-
co recessivo, no qual os pais normais nio apresentam o
fendtipo, sao portadores heterozigotos e com recorréncia
do distarbio na prole; poderia também ser um padrao
de heranca recessivo ligado ao cromossomo X, com mae
apresentando fenétipo normal, mas heterozigota portado-
ra onde o disturbio afetaria somente individuos do sexo
masculino.

E possivel, ainda, cogitar a respeito de heranca
autossdmica dominante, com penetrincia incompleta em
um dos genitores ou decorrente de mutacio em tecido
germinativo de um deles'', e de heranca materna, ou
também chamada mitocondrial®, com manifestacio cli-
nica preferencial no sexo masculino, como ocorre, por
exemplo, na neuropatia 6ptica de Leber.

O interessante da casuistica ora descrita estd re-
lacionado as limitacdes do diagndstico molecular nos
individuos com deficiéncia auditiva neurossensorial nao-
sindromica. Caso o estudo genético tivesse se limitado a
um dos irmaos que se mostraram portadores da mutacao
35delG (I1.6 e 11.7) e a seus pais, viriam 2 tona teorias que
buscam explicar a presenca dessa mutacio em heterozi-
gose em individuos com DA. De fato, uma das maiores
dificuldades com relacio ao aconselhamento genético de
individuos portadores de mutacdes no gene da conexina
% o que inclui a mutacio 35delG, deve-se ao fato de que
em aproximadamente 10 a 40% dos casos essas mutacoes
sao detectadas em apenas um dos alelos, e ainda assim
resultando no fendtipo da perda auditiva. Em alguns
casos essas mutacoes estio segregando com as delecoes
no gene GJBO6, ou seja, o individuo é heterozigoto para
mutacoes no gene GJB2 e no outro alelo apresenta uma
das duas delecoes envolvendo o gene GJB6*%. Na familia
em questdo, entretanto, nao foram encontradas as referidas
delecdes. Nos casos monoalélicos para mutacoes no gene
GJB2 nao € possivel excluir a hipdtese de interacio de

mutacdes na conexina 26 com mutacdes em outros genes
relacionados a DA, podendo-se tratar de uma heranca
digénica. Outra hipétese para explicar tal situacio seria a
presenca de genes modificadores, com efeito dominante
negativo no alelo normal, o que nesse caso dependeria
do background genético de cada individuo.

Se estamos ainda nos referindo a possibilidade
de o individuo II.5 nio ter se submetido ao diagndstico
molecular, qualquer geneticista trataria como a melhor
possibilidade, uma situa¢iao onde nao se explica a intera-
¢ao ocorrida no outro alelo e que nesse caso a mutacao
35delG estaria envolvida no fendtipo de DA apresentado
na familia.

Desse modo, estariam excluidas as hipéteses de
heranca recessiva ligada ao X e assim, nio sendo consi-
derado, o risco de que a irma (IL.4) e a meia-irma (I11.2)
viessem a gerar filhos do sexo masculino com DA, assim
como o de heranga mitocondrial, também desconsiderando
o risco para a prole da irma e da meio-irma.

No entanto, o fato de o estudo também ter incluido
todo o nucleo familiar permitiu que se verificasse que o
fendtipo de DA segrega independentemente do gendtipo
35delG. De fato, ha dois individuos com a mutac¢ao e au-
diologicamente normais (1.2 e 11.4) e, principalmente, um
com DA, mas sem a mutacio 35delG (IL.5).

Desse modo, pode-se considerar o achado da mu-
tacao 35delG como casual, haja visto que essa mutagcao
em heterozigose € muito comum na populacio normal,
podendo chegar até a 4% em algumas populacoes'”2.
Todas as hipoteses aventadas inicialmente em relacao aos
mecanismos de heranca continuam vilidas, impedindo
o calculo preciso do risco de recorréncia nessa familia e
comprometendo, assim, o aconselhamento genético.

CONCLUSAO

Este trabalho evidencia a importancia do diagnoés-
tico interdisciplinar e a necessidade de crescente envolvi-
mento da fonoaudiologia com a genética, aprimorando o
diagnéstico etiologico e o aconselhamento genético nos
casos de deficiéncia auditiva.
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