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Abstract

Background: audiological evaluation of parents of individual swith autosomal recessive hearing loss. Aim:
to study the audiological profile of parents of individuals with autosomal recessive hearing loss, inferred
by family history or by molecular tests that detected heterozygous mutationsin the GJB2 gene. Thisgene
codes Connexin 26. Method: participants were 36 subjects, ranging between 30 and 60 years, who were
divided into two groups: a control group composed by individuals without auditory complaints and
without family history of hearing loss, and a research group composed by heterozygous parents of
individualswith autosomal recessive hearing loss or heterozygousfor connexin 26 mutations. All subjects
underwent pure tone audiometry (0,25 to 8kHz), high frequencies audiometry (9 to 20kHz) and distortion
product otoacoustic emissions (DPOAE). Results: there were significant differences between the groups
when considering the amplitude of DPOAE in thefrequencies of 1001 and 1501Hz. Amplitude was higher
in the control group. There was no significant difference between the groups for pure tone thresholds
from 0.25 to 20KHz. Conclusion: the DPOAE were more effective, in comparison to the pure tone
audiometry, to detect auditory differences between the groups. More studies of this type are necessary to
confirm the observed results.

Key Words: Deafness; Audiometry; Spontaneous Otoacoustic Emissions.

Resumo

Tema: avaliagéo audiol 6gica de pais de individuos com perda auditiva de heranca autossomica recessiva.
Objetivo: estudar o perfil audioldgico de pais de individuos com perda auditiva, de heranga autossdmica
recessiva, inferidapelahistériafamilia ou por testes molecul ares que detectaram mutagdo no gene GJB2,
responsavel por codificar a Conexina 26. Método: 36 individuos entre 30 e 60 anos foram avaliados e
divididos em dois grupos. grupo controle, sem queixas auditivas e sem histéria familiar de deficiéncia
auditiva, e grupo de estudos composto por pais heterozigotos em relagdo a genes de surdez de heranga
autossdmica recessiva inespecifica ou portadores heterozigotos de mutagdo no gene da Conexina 26.
Todos foram submetidos a audiometria tonal liminar (0,25kHz a 8), audiometria de altas frequéncias
(9kHz a 20) e emissdes otoacusticas produtos de distor¢do (EOAPD). Resultados: houve diferencas
significativas na amplitude das EOAPD nas fregiiéncias 1001 e 1501Hz entre os grupos, sendo maior a
amplitude no grupo controle. N&o houve diferenca significativa entre os grupos para os limiares tonais de
0,25 a 20KHz. Conclusdo: as EOAPD foram mais eficazes, em comparacdo com a audiometria tonal
liminar, paradetectar diferengas auditivas entre os grupos. Mais pesqui sas s80 necessarias paraverificar a
confiabilidade destes dados.

Palavras-Chave: Surdez; Audiometria; Emissdes OtoacUsticas Espontaness.
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Introducéo

A deficiéncia auditiva de origem genética é
altamente heterogénea e suas bases s8o complexas. A
surdez hereditariapode ser classificadaem sindrémica
(30% dos casos), quando co-ocorre com véarias outras
ateragOes (dificuldades de gprendizagem, distdrbios
intelectuals, distirbios atencionais, distirbios visuais,
entre outras)l. A surdez ndo-sindrémica, que
correspondeacercade 70% dos casos, pode apresentar
0s padrfes de heranca do tipo autossdmico recessivo,
autossdmico dominante, ligado ao X emitocondrial®.

Em torno de 80% das deficiéncias auditivas
hereditérias no-sindromicas apresentam padrdo de
heranca autossdmico recessvo®. A perda auditiva de
herancarecess vaécausadapor combinag&o, nomesmo
individuo, de duas mutagdes recessivas déicas, ou
Sga, N0 MesMo gene ou, aé mesmo, em aguns casos
excepcionais, em diferentesgenesdo mesmo grupo de
fungbes'. Acredita-seque 1% dosgeneshumanospossa
estar envolvido no processo da audicac®.

Asformas de heranca autossdmica recessiva SS0
geralmente mais severas, causadas quase que
exclusivamente por defeitoscocleares’. Neste padréo
deheranca, ospaisdo sujeito com deficiénciaauditiva
sao portadores, em heterozigose, deumaelorecessvo
gue causaa surdez e, em teoria, A0 assintomaticos.

As mutagbes no loco DFNB1, na regido
cromossdmical3ql1-12, so responsaveis por cerca
de metade dos casos de perda auditiva autossdbmica
recessiva’ e caracterizadas por conferir um quadro,
na maioria dos casos, congénito, tipicamente nao-
progressivo e de grau moderado a profundo. Este
loco contém dois genes, GIB2 e GIB6. O primeiro
codificaaConexina26® e 0 segundo, aConexina30°.

No gene GJB2 ocorrem muitas mutagdes que
conferem quadros de surdez de herancaautossdmica
recessiva. A grande expressdo das conexinas na
coclea demonstra sua importancia para 0 processo
daaudicao™. A mutacdo ¢.35del G éadelecdo deuma
base guanina, dentre seis guaninas, no nucleotideo
35 do gene que codificaa Conexina 26 e resulta
numainterrupco prematura de sua traducio™. E a
mutagcdo mais frequentemente encontrada entre
paci entes com surdez hereditéria, principalmente nas
populagdes de origem mediterrénea européia,
estadunidense e, em recente estudo, também na
populagdo de S&o Paul o, etnicamente miscigenada'.

O estudo das medidas de audicdo nos pas destes
ujeitos poderia ser de utilidade na identificagdo de
alteracOes auditivas discretas. Essa caracterizagéo
poderia, no futuro, vir a indicar nas familias quais
individuospoderiam ser portadoresdeal el osrecessvos
gue causam surdez, principal mente nos casos em que
ainda ndo ha testes moleculares disponivels.
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O objetivo desta pesquisa é avaliar o perfil
audioldgico de pais de sujeitos com deficiéncia
auditiva de heranca autossdmicarecessiva, inferida
pela genealogia ou comprovada em testes
mol eculares que detectaram mutagdesno gene GIB2.

Método

Todos os sujeitos desta pesquisa confirmaram
sua anuéncia através de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado pelo
ComitédeEticaparaAndisede Projetos de Pesquisa
- CAPPeg( - do Hospital das Clinicas daFaculdade
deMedicinadaUniversidade de Sdo Paulo (FMUSP),
protocolo nlimero 0581/08, em 06 de agosto de 2008.

Esta pesquisafoi conduzidano Laboratério de
Investigacdo Fonoaudiol gicaem Audico Humana
do Curso de Fonoaudiologia da FMUSP, de
setembro de 2008 adezembro de 2009.

Participaram desta pesquisa 36 individuos na
faixaetériade 30 a 60 anos, que compuseram dois
diferentes grupos:

Grupo Pesquisa (GP): 14 sujeitos, pais e maes
de pelo menosum individuo com surdez de heranga
autossdmica recessiva. Os filhos possuiam surdez
geramente pré-lingual de moderadaaprofunda. Os
critérios de inclusdo foram: pais consanguineos
(com ao menos um filho com deficiénciaauditiva),
pais assintomaticos com mais de um filho com
surdez ou individuos com mutacfes no gene da
Conexina 26 (GJB2) em heterozigose, detectadas
por meio de testes moleculares.

Todos osindividuos com deficiénciaauditiva,
filhos dos pais selecionados para participar do
grupo Pesquisa, foram estudados previamente em
relagcdo as principai s mutacfes responsaveis por
surdez hereditéria. A mutacéo c. 35del G no gene
daConexina 26 (GJB2) foi estudada por meio da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), seguida
dedigestéo do DNA com enzimade restri¢ao BstN
123, A mutagéo ¢.167del T no gene da Conexina 26
(GJIB2) foi estudada por meio dareagéo em cadeia
dapolimerase (PCR), seguidade digestdo do DNA
com enzima de restri¢do Pstl**. As mutagdes do
tipo delecéo, chamadas de A (GIB6-D13S1830) e
A (GJB6-D13S1854) no gene da Conexina 30
(GJB6) foram estudadas por meio da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) especifica para
detectar essas deleces®™. A mutagdo A1555G no
gene da subunidade 12S do ribossomo (MT-
RNRZ1) foi estudada por meio dareagcdo em cadeia
dapolimerase (PCR) seguidade digestdo do DNA
com enzimaderestricdo Hael 1.

No caso dos individuos com surdez em que
foram detectadas mutagfes nos genes da
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Conexina 26 ou 30, seus pais foram igualmente
testados para verificar se eram portadores de
mutaces em heterozigose. Assim, nove
individuos do grupo de pesquisa eram pais de
individuos que mostraram resultados normais nos
testes moleculares (surdez autossdmicarecessiva
sem diagnéstico molecular) e cinco individuos
do grupo pesquisa eram pais de individuos com
35delG em homozigose e, portanto, eram
portadores de 35del G em heterozigose.

A distribuicdo por faixaetériafoi: 4 sujeitosde
30a40 anos, 6 sujeitos de 40 a50 anos e 4 sujeitos
de 50 a60 anos.

Grupo Controle (GC): 22 sujeitos, pais e maes
de individuos sem perda auditiva e sem histéria
familiar de deficiénciaauditiva. A distribuicéo por
faixaetariafoi: 10 sujeitosde 30 a40 anos, 5 sujeitos
de 40 a50 anos e 7 sujeitos de 50 a 60 anos.

Oscritériosdeexclusdoforam: presengadeperda
auditiva adquirida; histéria de exposicdo aruido de
intensidade elevada, sem uso de equipamento
individual de protecéo; consumo ded cool ou drogas
e presenca de transtorno pigmentar do tipo vitiligo.

Cadaparticipantefoi submetido a timpanometria
namodalidade de Admiténcia Compensadanaaltura
da Membrana Timpénica (Y mt) com frequéncia de
sondade 226Hz; pesquisas dereflexos aclisticoscom
estimul osde 500Hz, 1000Hz, 2000Hz, 4000Hz eruido
de Faixa Larga (Broad Band Noise), namodalidade
ipsilaterd; audiometriatona de 250 a20000Hz.

A timpanometria e a pesquisa dos reflexos
acusticos foram necessarias para que fossem
eliminados os casos de comprometimento daorelha
média, ndo incluidos nesta pesquisa.

TABELA 1. Resultados da andlise intergrupos para a audiometria tonal.

Foram adotados os critérios especificos de
normalidade paraaudiometriaconvenciona'’ euma
padronizacdo para audiometria em altas
frequéncias®.

Foram empregados o teste estatistico
paramétrico t- Sudent para amostras pareadas € 0
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com os
recursos do Software Minitab versdo 15.1. O nivel
de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

Quatro sujeitos do Grupo Pesguisa (todos os
sujeitos nafaixaetariade 50 a 60 anos deste grupo)
apresentaram perda de audicdo e, devido a este
fato, ndo foram submetidos & avaliacdo das
emissdes otoacusticas e limiares de frequéncias
ultra-altas.

Foi utilizado o teste t- Student para amostras
pareadas para verificar o efeito de orelha nas
frequéncias da audiometria. Verificou-se que
houve efeito de orelha apenas para a frequéncia
de9kHz, cujaandlisendo foi entdo incluidanesta
pesqui sa.

Como nédo houve efeito de orelha para as
frequéncias incluidas, foram calculadas as médias
dos limiares auditivos para orelhas direita e
esquerda dos individuos do grupo controle e do
grupo pesguisade 10 a20kHz, paraque pudessem
ser comparadas aos resultados das emissoes
otoacUsticas - produto de distorcéo.

Em relacéo a audiometria convencional e de
frequéncias ultra-altas, os dados audiolégicos
encontram-se, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2.

Frequéncia (Hz) Grupo Média Mediana DP P-Valor (Mann-Whitney) P-Valor (Teste-t)
o atis % i
500 gg 57,650 ‘51132 Z;% 0,4020 0,329
B o o = Jd o161
2000 gg ;gg g:gg g:gé 0,7952 0,447
3000 gg 21;51 g:gg ;;gg 0,1845 0,182
o gg ggg ggg igg 0,2744 0,241
o o 10508 10600 o 0,1075 0,116
= & 1071 160 ot 07165 0687

Legenda: GC: grupo controle; GP: grupo pesquisa.
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Em relag&o as emissdes otoacUsticas - produto
dedistorcao, foi feitaumamédiadataxasinal-ruido
(SNR) dos sujeitos de cada grupo. Os resultados
estdo naTabela 3.

Verifica-se, através dos valores marcados com
asterisco, que houve significancia estatistica para
asfrequénciasde 1001 e 1501Hz.

Por meio da realizacdo do teste t- Student
paraamostras pareadas e teste de Mann-Whitney,
nao foi possivel verificar diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05) entre
os dois grupos, tanto para os limiares da
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audiometria de frequéncias ultra-altas, como para
as emissdes otoacusticas - produto de distor¢ao,
exceto nas frequéncias de 1001 e 1501Hz nas
EOAPD. No entanto, os limiares audiométricos
dos sujeitos do grupo controle mostraram-se
aumentados em relagdo ao grupo pesquisa (exceto
para a frequéncia de 20000Hz) e as amplitudes
das EOAPD mostraram-se menores no grupo
pesquisa em relacdo ao grupo controle,
sugerindo ligeira vantagem, em relagdo as
medidas de audi¢&o, nos sujeitos nao-portadores
de alelo mutado.

TABELA 2. Resultados da andlise intergrupos para a audiometria de freqiiéncias ultra-altas.

Frequéncia (Hz) Grupo Média Mediana DP P-Valor (Mann-Whitney) P-Valor (Teste-t)
100 e o7 1m0 1% o438 06
1200 S I R 02157 0245
1250 e 20w xom 08420 0741
1400 G wme  mw  an 07508 0750
160 G mio e  om 03065 0231
19000 G s ot om ogssi 0500
20000 o 607 200 e 0,436 0,300

Legenda: GC - grupo controle; GP - grupo pesquisa.

TABELA 3. Resultados da andlise intergrupos para as emissdes otoaclsticas.

Frequéncia (Hz) ‘ Grupo ‘ Média ‘ Mediana ‘ DP ‘ P-Vaor (Mann-hitney) P-Valor (Teste-t)
1001 S 00447 oo
1501 i g:gg ;‘z‘gg ‘51:6131 0,0013¢ 0,000*
2002 G e 1920 o7 00545 0054
3008 G 105 R 0,0870 0,183
oo gg E% ig:elsg féi% 0,0725 0,075
6006 Go  awm 1o  em 0856 03

Legenda: GC: grupo controle; GP: grupo pesquisa.

Discussao

Nesseestudofoi avaliado o perfil audiol 6gico (limiar
de frequéncias ultra-dtas e ocorréncia de emissies
otoacUdicas) depaisdesujatoscomdeficiénciaauditiva
de herancarecessva, paratestar ahipdtese de quedes
poderiam gpresentar discretasateragiesem suaaudicao,
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ndo evidenciadas através de testes audiol gicos
convencionais. Tais discretas ateragdes poderiam
decorrer dofato dequedessio heterozigotosemrelacéo
amutagdes genéticas que, em homozigose, levaram a
surdez de herancaautossdmicarecessivaem seusfilhos.
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Entretanto, quatro pais do grupo pesquisa na
faixaetariade 50 a60 anos (todos com amutagéo do
35delG em heterozigose), apresentaram, de fato,
perdade audicdo. N&o se sabe se aperdade audicdo
€ devida completamente a fatores ambientais ou,
ainda, seapresencado alelo causador dasurdez em
heterozigose poderia ser responsavel pelaperdade
audicdo, tornando o sujeito mais susceptivel a
preshiacusiaou afatoresambientais que prejudicam
a audicdo. Nao se pode descartar a influéncia dos
fatores ambientais mesmo nos casos de perda de
audicéo de origem genética'®. Também é possivel
especular que alelos que causam surdez recessiva,
em heterozigose, provocam, de fato, perdas
auditivas, porém de grau mais leve do que as
presentes em seus filhos homozigotos. Um nimero
amostral maior poderiaconfirmar essahipétese.

Trés estudos®®?? encontraram diferencas
significantes nos niveis de resposta para audiometria
dedtasfrequénciaseemissdesotoaclisticasde sujeitos
portadores e ndo-portadores da mutagdo 35delG em
heterozigose (mutaggo maisfrequentedaConexina26).

Em relacdo as frequéncias ultra-altas, foi
descartadaafrequénciade 9kHz, por apresentar uma
diferenca estatisticamente significante (teste t-
Sudent) de resposta entre as orelhas. Tal resultado
podeter ocorrido devido ao efeito daordem em que
foram apresentados os estimul os, primeiro naorelha
direita e depois na orelha esquerda, de maneira que
esta gpresentou melhor sensibilidade as respostas.

Obsarvou-se uma tendéncia dos mehores limiares
audiométricos para 0 GC, no entanto, sam relevancia
estatistica Umestudo? encontrouumagrandevariahilidede
doslimiares dasfrequéncdias Ultra-dtasem andliseinter e
intrasLjeitoscomlimiaresauditivosdentrodanormdidade.
A grande variabilidede nos limiares tonais e 0 pequeno
ndmero de sUjeitos das amostras Sugerem a necessdade
de estudos com maior ndmero de paticipantes, para e
garantir a precisfo dos dados audiol égicos

Em relacdo as emissdes otoaclsticas - produto
de distorcao - foi encontrada uma diferenca entre os
limiaresnos GPeGC, demodo que o GC apresentou
maiores relagdes sinal/ruido (SNR) do que o GPR,
indicando uma melhor audi¢éo em relacdo aos pais
de sujeitos com perda auditiva. Tais diferencas
também ndo foram estatisticamente significantes,
exceto paraasfrequénciasde 1001 e 1501Hz.

Alguns estudos avaliaram a audicdo em altas
frequéncias (9 a20kHz) emindividuoscom queixade
zumbido e audi¢&o normal nasfrequénciasde 0,25 a
8kHz?+%, As autoras encontraram diferenca
significanteentreosgrupos paraoslimiaresauditivos
em altas frequéncias (9 a 20kHz), sugerindo ser este
uminstrumento apropriado naavaliaggo dealteracoes
cocleares antes de aparecerem no audiograma. No
presente estudo, a audiometria em atas frequéncias
(9 a 20kHz) néo diferenciou os grupos avaiados,
apenas os resultados obtidos nas EOAPD.

Um estudo?® encontrou que sujeitos da populagéo
geral com limiares de frequéncias ultra-altas
aumentados gpresentaram diferenca estatisticamente
significante para as frequéncias f2 de 6348Hz e na
frequénciade 1001Hz, sendo queadltimaécompative
com os achados deste estudo. A autora refere que tal
resultado significaaconfirmacdo de que adiminuicéo
noslimiaresdasatasfrequénciasinterferenaamplitude
das EOAPD. A literatura?”? refere que pequenas
alteracOes nas células ciliadas da coclea podem
influenciar aresposta das frequéncias mais baixas das
emissdesotoaclidti cas, que S0 geradaspor umaregiao
basal da céclea Tais resultados seriam altamente
influenciadospelasfrequénciasultra-dtas, fato quendo
foi observado neste presente estudo, jaque ndo houve
relacgo de Sgnificancia em nenhuma das frequéncias
ultra-dltas. Noentanto, tal resultado podeser justificado
pelo pequeno niimero da amostra de sujeitos e, desta
forma, a necessidade de uma amostra maior em
pesquisas posteriores faz-se necessria.

Estudos populacionais andisando os membros de
familias dos sujeitos com surdez por heranga genética
contribuem para.o avango do conhecimento no campo.
Especificamente, encontrar indicadoresquepossibilitem
a correlacdo entre o fendtipo (achados audioldgicos) e
gendtipo causariaum grandeimpacto napréicaclinicae
no aconsa hamento genético da surdez?.

Conclusao

Dentre os procedimentos adotados, a pesquisa
das EOAPD demonstrou maior eficacia para
deteccdo de diferencas entre os grupos, revelando
maior tendéncia a comprometimento no grupo
pesquisa. Observou-se também que ha uma
tendéncia de pais de individuos com surdez de
heranca autossdmicarecessivaapresentarem piores
resultados nos testes audiol 6gicos, verificadajanos
limiaresde 250 a8000Hz daaudiometriaconvenciond.
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