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RESUMO

Objectivos: Caracterizagdo clinica da populagdo pediatrica com surdez neurosensorial
avaliada na Consulta de Otorrinolaringologia do Hospital Senhora da Oliveira — Guimaraes
até Janeiro de 2004; pesquisa, nos casos de surdez ndo sindromica, das mutagdes mais
comuns ligadas a surdez neurosensorial e pesquisa de infecgdo congénita por
citomegalovirus. Material e Métodos: Observadas cinco entre os dois e 11 anos, sendo
apenas uma do sexo feminino. Foi obtida uma historia clinica completa e um exame
objectivo cuidado para despiste de sinais sugestivos de surdez sindromica. Os estudos
complementares efectuados ajudaram na exclusdo de uma causa sindromica de surdez.
Posteriormente, foi feita a pesquisa das mutacgdes, associadas a surdez neurosensorial,
mais frequentes, no DNA mitocondrial (rRNA12S — A1555G, T1095; tRNA™YR) . A3243;
tRNASSUNC) _ A7445G, 7472insC, T7511C, T7510C) e nuclear (gene da conexina 26
35delG) por técnicas de Biologia Molecular. Resultados: As criangas apresentavam
surdez pré-lingual, grave em dois casos e moderadamente grave nos restantes. Trés
criangas tinham risco perinatal para surdez. Uma crianga com primo em primeiro grau
surdo (ex-prematuro). Nenhuma crianca apresentou estigmas de surdez sindromica. A
pesquisa das mutacées mais frequentes foi negativa em todas as criancas. Em um caso
foi identificada infecgdo congénita por citomegalovirus. Conclusdes: Este estudo, apesar
do niimero escasso de criancas, revela a contribuicdo na etiologia das surdez, das causas
ambientais (um caso de infecgdo congénita por citomegalovirus). Contudo, a pesquisa
sistematica das mutacdes no gene da conexina 26 assume um papel importante dada a
sua associacdo a formas isoladas de surdez e a uma elevada prevaléncia em varias
populagdes estudadas. As mutagdes no DNA mitocondrial, particularmente a A1555G no
rRNA12S, estdo igualmente associadas a formas isoladas de surdez e a associagdo desta
mutagdo com surdez induzida por aminoglicosideos, tem uma aplicagdo médica imediata

na prevenc¢ao do uso futuro desses antibioticos.
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SUMMARY

Purposes: Clinical characterization of pediatric population with neurosensorial deafness
evaluated at Otorrhinolaringology Department of Senhora da Oliveira Hospital
(Guimaraes) untill January 2004; search, in children with non-syndromic deafness, of most
common mutations associated with neurosensorial deafness and search of
cytomegalovirus congenital infection. Matherial and Methods: Five children examined, had
ages between two and 11 years old and only one was female. A complete clinical history
and physical examination was obtained to exclude syndromic deafness. Complementary
laboratorial and imagiologic exams were done to exclude syndromic causes of deafness.
Subsequently most frequent mutations, associated with neurosensorial deafness, were
seached at mitochondrial DNA (rRNA12S — A1555G, T1095; tRNAMUUYUR - A3243;
tRNASeUNC) _ A7445G, 7472insC, T7511C, T7510C) and nuclear DNA (connexin 26 gene
mutation 35delG) using Molecular Biology Thecnics. Results: All children had pre-lingual
deafness, severe in two cases and moderate-severe in the other cases. Three children
had perinatal risk of deafness. A child had a deaf first cousin (ex-premature). No mutations
were find. In one children was identified a cytomegalovirus congenital infection.
Conclusions: This study has few number of cases, but it shows the importance of
ambiencial causes in deafness etiology (one case of cytomegalovirus congenital infection).
Although, systematic seach of connexin mutations have an important role, because are
associated with isolated forms of deafness and they are very prevalent in many studied
populations. Mutations at mithocondrial DNA, particularly A1555G on rRNA12S, are also
linked to isolated forms of deafness and the association of this mutations with deafness
caused by aminoglicosides, have a practical medical aplication in prevention of use of
these antibiotics in future.
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1 INTRODUGAO

1.1 Surdez

A surdez é a alteracdo sensorial mais comum no ser humano. Estima-se que
aproximadamente 4% de individuos com menos de 45 anos e 29% com 65 ou mais anos
tenham défice auditivo'. A surdez grave a profunda afecta cerca de 1:1000 recém-
nascidos?. Estudos efectuados demostram que entre 2% e 4% dos neonatos internados
na Unidade de Cuidados Intensivos Neonatais tém défice auditivo®. Sabe-se, igualmente,
que mais 1:1000 criangas ficam surdas antes da idade adulta, sendo estas formas de

surdez menos graves e progressivas.

Os estudos genéticos realizados no ambito da investigagdo bésica e clinica tém
possibilitado avancos importantes na area da surdez. Nos paises desenvolvidos, estima-
se que, actualmente, mais de 60% dos casos de surdez tenham uma causa genética,
estando a haver um decréscimo das causas adquiridas, fruto da implementacéo de
medidas preventivas*®. Sabe-se que a surdez n&o &, por si s6, uma doenga, mas uma
sequela ou manifestagdo de doengas distintas. S6 identificando, tratando e prevenindo as

doencas sera possivel reduzir e diagnosticar a surdez precocemente®.

Durante muitos anos, a identificacdo das proteinas que constituem o ouvido interno nao
foi possiveis, dadas as células sensoriais estarem localizadas profundamente no osso
temporal, e, por isso, ndo acessiveis aos métodos bioquimicos convencionais. Por outro
lado, o elevado numero de genes expressos dificultou, igualmente, a utilizacdo desses
métodos. Foi, apenas, em 1990 que o principio da descoberta dos genes envolvidos na
surdez se iniciou. Barker e colaboradores identificaram uma mutagdo no gene do
colagéneo COL4A5 como a responsavel pela surdez existente no Sindrome de Alport’.
Em 1992 foi identificada uma mutagdo num homoélogo do gene Pax-3 responsavel pelo
Sindrome de Waardenburg tipo 1°. Prezant e colaboradores descrevem em 1993 e uma
mutacdo no rRNA mitocondrial responsavel relacionada com uma forma nédo sindrémica
de surdez induzida por aminoglicosideos®. Em 1994 Robertson e colaboradores'
construiram a primeira biblioteca de cDNA coclear humano, que permite a identificagdo de
genes do labirinto membranoso responsaveis por perturbagbes auditivas, possibilitando

uma maior compreensdo da surdez humana a um nivel molecular. Deste modo, esta
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biblioteca tornou-se uma fonte de estimulo e de estudo da surdez humana''. Em 1995,
foram identificados no rato, os primeiros genes nos quais as mutagbes resultaram em
formas autossomicas recessivas de surdez'?'®. Em 1997 estudos de mutagdes no gene
da conexina 26, uma proteina das Jungbes Gap, revelaram que mutagdes neste gene sao
responsaveis pela principal forma de surdez ndo sindrémica recessiva (DFNB1) e por
formas mais limitadas de surdez autossémica dominante (DFNA3). Nesse mesmo ano,
mutacgdes no gene o-tectorin foram encontradas mostrando causar surdez néo sindromica
dominante numa familia Belga (DFNA12) e numa Austriaca (DFNA8)". Em 1998
mutacdes no factor de transcrigdo POU4F3, expresso em elevado nimero nas ceélulas
ciliadas do rato, foram responsaveis por uma forma nao sindromica dominante de surdez
progressiva (DFNA15)'°. Progressivamente outros genes tém sido descobertos e

implicados na surdez.

Em Portugal a primeira revisdo realizada versando os diferentes genes implicados na
surdez data de 1998

O Unico estudo, de genética molecular, efectuado até a data foi realizado com 65 doentes
portugueses, com surdez ndo sindromica, tendo sido pesquisadas as mutacdes mais

frequentes a nivel do genoma nuclear e mitocondrial’.

1.2 Mecanismos normais da audicao

O aparelho auditivo € composto por trés compartimentos anatomicos distintos: os ouvidos
externos, médios e interno (Fig.1.1). As ondas sonoras sdo captadas pelo ouvido externo
(auricula) e conduzidas ao longo do canal auditivo externo (ducto acustico) para a
membrana timpanica. As vibragbes da membrana timpanica, causadas pelas ondas
sonoras aéreas, sdo transmitidas através do ouvido médio (cavidade timpanica) para o
ouvido interno atraves de uma cadeia de trés ossiculos moéveis. Esses ossiculos sdo o
martelo, que esta conectado a membrana timpanica, o estribo que esta ligado, na sua
base, a janela oval do vestibulo e a bigorna, que esta situada entre o martelo e o estribo,
articulando entre ambos. As vibragbes sonoras da membrana timpanica séo propagadas
através dos ossiculos até a base do estribo, que se move para o interior e exterior da

janela oval do vestibulo (cavidade central do ouvido interno) (Fig 1.1)'®"°.
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O ouvido interno, localizado na porgdo petrosa do osso temporal, regula dois sistemas
sensoriais: o sistema auditivo, para a audicdo, e o sistema vestibular para a orientagéo
espacial e equilibrio. O ouvido interno € formado pelo labirinto 6sseoc e membranoso. O
labirinto 6sseo esta preenchido por fluido (perilinfa) e contém trés cavidades: o vestibulo,

a coclea e os canais semicirculares, com o saculo e o utriculo (Fig 1.1).

Stapes

L Inoubs . Abcuitic.
+  nerve

Tympanic.
~membrane

Figura 1-1 Esquema do QOuvido Externo, Médio e Interno. Retirado de N Eng J Med 2000;
342 (15): 1101

A coclea processa os sinais auditivos, enquanto que o equilibrio depende do aparelho
vestibular, que é composto por trés canais semicirculares (que respondem a aceleragéo
rotatéria) e o utriculo e saculo (que respondem a aceleragéo linear). Toda a céclea esta
dividida em trés compartimentos por duas membranas (Fig 1.2). Os compartimentos
superiores (scala vestibuli) e inferior (scala timpani) contém perilinfa e comunicam um
com o outro no apéx da coclea. Na base da coclea a scala vestibuli termina na janela
oval, encerrada pelo prato do estapédio e a scali timpani termina na janela redonda, que
esta encerrada pela segunda membrana timpanica. A perilinfa tem uma composi¢cao
semelhante ao plasma, com uma elevada concentragdo de so6dio e uma baixa

concentracdo de potassio'® 19204,
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Stria
- vascularis

Spiral
. ligament

Figura 1-2 A Coclea. Retirado de N Eng J Med 2000; 342 (15): 1102

O labirinto membranoso, que contém endolinfa (secretada pela estria vascularis na
parede lateral da scala media, com uma elevada concentracdo de potassio e baixa
concentracdo de sodio), consiste numa série elaborada de ductos comunicantes e sacos
mergulhados na perilinfa do labirinto 6ésseo. Os trés ductos semicirculares, o saculo e o
utriculo formam a parte membranosa do aparelho vestibular, enquanto que a porgao
membranosa da coclea é formada pelo ducto coclear (scala media), que contém as
células ciliadas do Orgdo de Corti (Fig 1.2). Este ultimo é o sistema de transducéo
sensorial do ouvido, que converte as ondas sonoras da endolinfa do ducto coclear em
impulsos eléctricos. Estes impulsos sé@o transportados pelas fibras nervosas ao longo do
VIl par craniano para multiplos nicleos do sistema auditivo central e, finalmente, para o
cortex auditivo central. Em analogia, o aparelho vestibular converte a aceleragdo em
impulsos eléctricos, que sdo combinados com a informagéo proveniente do sistema visual

e proprioceptivo, definindo a nossa capacidade de equilibrio %%

O Orgdo de Corti contém dois tipos de células sensoriais: uma fila de células ciliadas
internas e trés filas de células ciliadas externas (Fig 1.2). As células ciliadas internas s&o
células receptoras puras, que transmitem sinais para o nervo acustico e cértex auditivo;

sdo as células sensoriais primarias e contém a maioria dos terminais dos neurdnios
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aferentes na sua superficie basal. As células ciliadas externas tém elementos motores e
sensoriais, que contribuem para a sensibilidade auditiva e selectividade de frequéncias
através da amplificacdo do som recebido (Fig 1.3). As células ciliadas externas contraem-
se e distendem-se, quando sdo estimuladas acusticamente. Estas alteragdes no
comprimento das células ciliadas externas sdo produzidas por uma acgéo concertada de
motores moleculares ao longo da membrana plasmatica e do citoesqueleto, que
consistem em filamentos, como por exemplo de actina (Fig 1.3). As celulas ciliadas
externas tém enervacdo aferente e eferente e a sua principal funcdo € possibilitar a
resolugdo de frequéncias e amplificagdo atraveés da actividade motora e modular a fungéo

das células ciliadas internas'®'%%0%1,

Actin

Tip Knks‘v

Stereocilia

Cuticular
plate

Nucleus

Potassium
channel

Synaptic

€ Connexin
vesicles

channels

Figura 1-3 Célula Ciliada Externa com os estereocilios conectados por liga¢gdes nas
extremidades. Retirado de N Eng J Med 2000; 342 (15): 1103

Cada célula ciliada tem no seu polo apical uma banda, com uma forma em V, que contem
cerca de 100 estereocilios cilindricos, em fila, com um aumento progressivo da altura (Fig
1.3). Cada estereocilio € uma projecgdo da célula ciliada consistindo numa porgéo central
de actina, rodeada, perifericamente, pela membrana plasmatica da ceélula. Os
estereocilios sado rijos devido a uma banda de filamentos de actina cruzados, que esta
inserida nos filamentos de actina do prato cuticular. As extremidades dos estereocilios
estdo unidas por ligagdes. As forcas mecanicas das ondas sonoras provocam o contacto

entre as células ciliadas e a membrana tectorial, 0 que causa a deflexdo na base das
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células ciliadas onde os estereocilios deslizam uns contra os outros (Fig 1.2). Os
movimentos das ligagcbes nas extremidades dos estereocilios, que sdo controlados pela
miosina, juntam as pontas dos estereocilios adjacentes, funcionando provavelmente como
adjuvantes da abertura de canais de potassio (Fig 1.3). Uma deflexdo minima de 1nm
abre estes canais de potassio. O influxo dos ides potassio da endolinfa rica em potassio,
que banha as células ciliadas, resulta numa alteragdo do potencial de membrana que é
proporcional ao estimulo acustico. A despolarizagéo das células ciliadas activa, entdo, os
canais de calcio na porgdo basolateral das células levando ao influxo de calcio. Este
influxo desencadeia a libertacdo de neurotransmissores que activam o nervo acustico (Fig
1.2 e 1.3). As células ciliadas s&o repolarizadas quando os ides potassio saem destas
células através dos canais de potassio e entram nas células de suporte epiteliais. Esta
etapa de reciclagem dos ides potassio € fundamental para manter uma audi¢éo normal.
Apos o influxo e o inicio do potencial de acgao, os ides potassio primeiro passam através
de um canal na porgéo basolateral da membrana das células ciliadas codificado pelo gene
KCNQ4, para alcancar as células de suporte?’. Ai os ides difundem-se passivamente de
uma célula a outra através de Jungbes Gap, que sdao compostas maioritariamente por
proteinas conexinas multiméricas, que estdo presentes nas células de suporte e nas
células do limbus espiral e do ligamento espiral. A medida que os ides potassio atingem a
estria vascular eles sdo activamente bombeados para a endolinfa atraves de canais de

potassio dependentes da voltagem codificados pelos genes KCNQ1 e KCNE 11819212324
1.3 Classificagao da Surdez

A surdez pode ser classificada como genética ou ndo genética, pré-lingual ou pés-lingual
e sindrémica ou ndo sindrémica (Tabela 1.1). A surdez de causa genética pode ser
sindromica, quando associado a este défice existem outros achados clinicos, ou néo
sindrémica, constituindo esta mais de 70% dos casos desta surdez®. A surdez genética
pode iniciar-se antes do desenvolvimento da fala (pré-lingual) ou apos (pos-lingual). A
surdez pode resultar da mutagdo de um Unico gene (forma monogénica) ou da
combinagdo de mutacGes em diferentes genes e de factores ambientais (formas
multifactoriais). Em relagdo a gravidade, a surdez pode ser classificada em ligeira (perda
de 21-40 dB), moderada (perda de 41-60 dB), moderadamente grave (perda de 61-80
dB), grave (perda de 81-100 dB) e profunda (perda> 100 dB); as frequéncias podem ser
baixas (< 500Hz), médias (501-2000Hz) e altas (> 2000Hz)*®. Em relagdo ao tipo de

surdez ela pode ser classificada em central (rara), quando ha alteragbes do
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processamento da informacgdo de causa central (o sinal degrada-se quando o estimulo
auditivo atinge o tronco cerebral e superiormente), e periférica (a mais frequente) quando
ha atingimento das restantes estruturas. A surdez periférica pode ainda subdividir-se em
de condugdo, quando h&a envolvimento do ouvido externo e medio, sensorioneural,
quando ha atingimento da coclea ou do VIII par ou ainda mista quando ha associagéo

entre estes dois tipos de surdez periférica’.

A maior parte das formas pré-linguais de surdez estdo presentes ao nascimento
(congénitas), mas algumas iniciam-se precocemente na infancia, antes da aquisi¢do da
linguagem. Na maioria dos casos, a surdez pré-lingual é grave, mas estavel. Cerca de
50%

aproximadamente 75% sé&o herdadas de forma autossémica recessiva (DFNB), 20% de

dos casos sdo devidos a formas monogénicas de surdez e, destas,

forma dominante (DFNA), 5% ligada ao X recessivo (DFN) e em <1% mitocondrial ° (Fig

1.4), sendo os diferentes loci dos genes designados de DFN (deafness).

Tabela 1.1 Classificagdo da Surdez®®

CRITERIOS SUBCATEGORIAS
Causas Genética (monogenica ou multifactorial)
Nao Genética
Associagao Sindrémica
Nao Sindrémica
Inicio Pré-lingual
Pés-lingual
Tipo Central
Periférica
Neurosensorial
Conducéo
Mista
Progressao Progressiva
N&o progressiva
Flutuante
Gravidade
Ligeira Perda de 21-40 dB
Moderada Perda de 41-60 dB
Moderadamente grave Perda de 61-80 dB
Grave Perda de 81-100 dB
Profunda Perda de> 100 dB
Frequéncias
Baixas <500 Hz
Médias 501-2000 Hz
Altas > 2000 Hz
Envolvimento vestibular Presente
Ausente
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A surdez ndo sindromica € muito heterogénea, tendo sido descritos mais de 100 loci (54
autossémicos dominantes, 53 autossomicos recessivos, 8 ligados ao X e um locus

mitocondrial) e identificados, até a0 momento, 36 genes?®.

Na surdez pré-lingual, maioritariamente autossémica recessiva e neurosensorial, devido a

defeitos cocleares, foram descritos 31 loci diferentes e identificados 16 genes®.

Surdez Pré — Lingual

1/1000
I |
Idiopatica Nao Genética Genética
25% 25% 50%
I
[ I
Nao Sindrémica Sindrémica
70% 30%
|
I | |
Autossomica recessiva Autossdmica dominante Ligado X
75 —-85% 15 - 24% 1-2%
I
I |
DFNB1 Outros DFNB

50% 50%

Figura 1-4 Causas de Surdez Pré — Lingual®

1.4 Diagnéstico da surdez

Os testes fisioldgicos determinam, objectivamente, o estado funcional do sistema auditivo

e podem ser realizados em qualquer idade. Estes incluem os Potenciais Evocados
Auditivos, as Emissdes Otoacusticas e a Timpanometria. No primeiro exame utilizam-se
estimulos (clicks) para provocar respostas electrofisiolégicas, que se originam no VIl
nervo craniano e no tronco cerebral e sdo registados nos eléctrodos superficiais; a
deteccdo do limiar da onda V correlaciona-se melhor com a sensibilidade auditiva na
regido dos 1500 a 4000 Hz, em individuos neurologicamente normais; estes potenciais
nao tém sensibilidade para baixas frequéncias. Nas emissdes otoacusticas os sons

originados no interior da coclea sdo medidos no canal auditivo externo utilizando um
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aparelho com um microfone e um transducer. Estas emissdes reflectem, primariamente,
das células ciliadas externas, da coéclea, numa gama ampla de frequéncias e estdo
presentes em ouvidos com uma sensibilidade auditiva superior a 40 a 50 dB. Na
Timpanometria é avaliado o sistema auditivo periférico, incluindo a pressdo do ouvido
médio, a mobilidade da membrana timpanica, a fungdo da trompa de eustaquio e a

motilidade dos ossiculos do ouvido médio®®°.

A audiometria determina, subjectivamente, como o individuo processa a informagé&o
auditiva. Este exame consiste em Testes Comportamentais e Audiometria Tonal. Os
primeiros incluem a audiometria com observagdo do comportamento, utilizado em
criangas desde o nascimento até aos seis meses de vida (altamente dependente das
aptiddes de quem realiza o exame e esta sujeito a erro) e a audiometria com reforgo
visual, utilizada em criangas dos seis meses até aos dois anos e meio e proporciona um
audiograma completo, fiavel, mas estd dependente do grau de desenvolvimento da
crianga e da capacidade de quem testa. A audiometria condicionada pelo jogo &, também,
um teste utilizado para testar criancas entre os 2 anos e meio e os 5 anos; um
audiograma especifico para cada ouvido pode ser obtido, se a crianga colaborar. A
audiometria convencional é utilizada para testar criangas com cinco ou mais anos, sendo
estas capazes de indicar quando um determinado som é audivel. A audiometria tonal
(Conducdo Aérea e Ossea) determina a intensidade mais baixa na qual o individuo é
capaz de ouvir um tom puro. Frequéncias entre os 250 e os 8000 Hz s&o testados
utilizando auscultadores; a intensidade € medida em decibels, definida como a razéo
entre duas pressdes sonoras; zero decibels € o limiar médio para um adulto com audigdo
normal; 120 dB é tdo alto que & capaz de provocar dor. Neste exame o limiar de recep¢ao

da linguagem e da discriminagdo também é testados®*.
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1.5 Causas de Surdez

A Surdez pode classificar-se como sendo Nao Genética (40-50%) e Genética (50-60%)
(Tabela 1.2).

Tabela 1.2 Causas da Surdez

NAO GENETICA 40 — 50%

Teratologica (TORCH)

Infecgao Pos-natal

Trauma craniano ou acustico

Prematuridade

Drogas ototoxicas

GENETICA 50 — 60%

Fenétipo Sipdr('?mic? . 30 —40%
N&o sindrémica 60 — 70%
Autossomica recessiva 70 — 80%

Hereditariedade Autossémica dominante 10 — 20%
Ligada ao X 1-2%
Mitocondrial <1%

Multigénica

Anomalias cromossomicas

1.5.1 Surdez Ndo Genética

As causas de surdez ndo genética podem ser divididas mediante o periodo em que

ocorrem: pré-natal, perinatal e pds-natal.

Nas causas pré-natais as infecgdes congénitas do grupo TORCH (Toxoplasmose,
Rubéola, Citomegalovirus e Herpes simplex) continuam a ser uma importante causa de
morbilidade em idade pediatrica, podendo representar uma causa teratolégica de surdez.
A infecgé@o congénita por citomegalovirus (CMV), que ocorre em 0.4 — 2.3% de todos os
recém-nascidos €, frequentemente, assintomatica (=80% dos casos); esta é a infecgao

intra-uterina mais comum no ser humano>'3233,

Um estudo prospectivo, com 108 criangas com infecgdo congénita por CMV, concluiu que
estas criangas representavam aproximadamente 12% de todas as criangas com surdez
sensorioneural congénita®. Outras causas pré-natais de surdez incluem a Sifilis
Congénita‘"’5 e os Sindromes toéxicos pré-natais motivados pelo alcool (Sindrome alcodlico-
fetal), pelo mercurio (ingestdo materna de peixe contaminado) e pela trimetadiona (méaes

)36

com epilepsia medicadas com este farmaco)™; a deficiéncia pré-natal de iodo pode

17/78



Caracterizagdo Molecular de criangas com Surdez Neurosensorial

também ser responsavel pelo aparecimento de surdez por interferir a nivel do

neurodesenvolvimento3¢3738,

Nas causas perinatais de surdez a prematuridade assume, actualmente, particular
importancia dado o aumento da viabilidade dos recem-nascidos prematuros, o que os
expde a maior tendéncia para o aparecimento de sequelas neuroldgicas, nomeadamente
auditivas. O baixo peso a nascenga (inferior a 1500g), a grande prematuridade, a hipoxia,
a hiperbilirrubinémia com necessidade de exsanguinotransfusdo, a necessidade de
ventilagdo mecanica durante periodo de tempo prolongado (superior a 5 dias), a utilizagao
de medicamentos ototdxicos (aminoglicosideos, diuréticos de ansa), a hipertensao
pulmonar persistente, bem como o ruido a que estdo sujeitos, sdo alguns dos factores a

considerar na etiologia da surdez nos prematuros>*°.

Quando a surdez ocorre no periodo pés-natal ha varias causas a considerar,
nomeadamente infecciosas (meningite bacteriana, infecgbes viricas - sarampo, varicela,
rubéola), ototoxicas (aminoglicosideos, diuréticos de ansa), trauméticas (barotrauma,

traumatismo craniano) e endécrinas, nomeadamente o hipotiroidismo®*,

Apos o inicio da vacinagdo contra a rubéola e, posteriormente, contra o Haemophilus
influenzae, a surdez motivada por estas causas foi radicalmente diminuida. Estes avancos
resultaram numa aumento das causas hereditarias e das resultantes das complicacdes

associadas a prematuridade®*°.

1.5.2 Surdez Genética
1.5.2.1 Genes implicados na surdez

No inicio da década de 90 apenas genes implicados na surdez sindrémica foram
localizados e identificados. Até 1996 apenas um gene nuclear (POU3F4) e dois genes
mitocondriais (12S rRNA e tRNA para serina) foram identificados como responsaveis pela
surdez ndo sindromica. A partir dessa altura varios novos genes foram sendo
descobertos. A identificagdo e a localizagdo de novos genes tem aumentado

progressivamente, & medida que o projecto do genoma humano vai avangando'' e a

biblioteca de DNA complementar (DNAc), especifico da coclea, vais sendo constituida.
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1.5.2.1.1 Genes dos Canais lonicos

|. Genes das Conexinas

O gene mais comummente mutado, que isoladamente causa a surdez ndo sindromica

autossomica recessiva, codifica uma das conexinas, a conexina 26 (Cx26)>°.

O locus DFNB1 da surdez nao sindromica, pré-lingual, autossomica recessiva (MIM
220290), habitualmente nao progressiva, moderada, grave ou profunda, foi localizado na
regido 13q12*°*". Contudo, sabe-se que este fenétipo tem uma grande variabilidade quer
intrafamiliar quer interfamiliar, no que diz respeito ao grau da surdez, bem como a
progressdo da mesma. Este locus contém o gene da GJB2 (Gap Junction Protein 2)
(MIM 121011), que codifica a conexina 26 (Cx26), uma proteina transmembranar, que
constitui uma subunidade das Jungbes Gap intercelulares, sendo esta uma das 13
conexinas identificadas nos mamiferos®. Existem dois tipos de conexinas — alfa (GJA
Gap Junction «) e beta (GJB Gap Junction f). As conexinas tém quatro dominios
transmembranares (TM1 a TM4), dois dominios extracelulares (EC1-EC2), uma ansa
citoplasmatica (CL) e terminagdes N e C citoplasmaticas (NT-CT). O dominio NT e o TM
originam o portdo voltagem dependente*?. Seis mondmeros de conexinas unem-se para
formar um hexémero (conex&o), que, por seu turno, se liga a outro conexdo, na superficie
de uma célula adjacente, para, alinhados, formarem um canal intercelular da Juncéo

4344 Estas juncbes permitem uma comunicagdo intercelular possibilitando a

Gap
passagem de ibes, mensageiros secundarios, metabdlitos e outras pequenas moléculas.
Pensa-se serem importantes para a proliferagdo e diferenciagdo celular, bem como na
manutencdo da homeostasia tecidular. Na céclea ha duas redes de Jungbes Gap, o
sistema celular epitelial e o sistema do tecido conjuntivo, que se pensa estarem
envolvidas na reciclagem dos ides potassio das células ciliadas internas para a endolinfa
coclear, onde este tem um papel essencial na transducdo do som***¢*’. Experiéncias
imunoquimicas demonstraram a expressdo de GJB2 na estria vascular, membrana basal,

limbus e proeminéncia espiral da coclea®® (Fig 1.2).

Tem sido demonstrado que varias conexinas diferentes participam nestes sistemas de
Jungdo Gap. Até a data, mutagdes nos genes que codificam cinco dessas conexinas
(GJB1 para Cx32, GJB2 para a Cx26, GJB6 para a Cx30, GJB3 para a Cx31 e GJA1 para

39,49,50,51

a Cx43 [MIM 603324]) expressas a nivel coclear, resultam em surdez . Entre
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esses genes o GJBZ2 evidencia-se, porque as mutagcdes neste gene contribuem para
cerca de 50% de todos os casos de surdez pré-lingual em vérias populagdes®. Mais de
80 mutagdes diferentes no GJB2 tém sido descritas em individuos surdos'®®'. A mutagéo
mais comum, contribuindo para cerca de 70% das mutagdes no gene GJBZ, é a 35delG.
Esta € uma deleccdo de uma guanina numa série de seis guaninas consecutivas na
regido codificadora do gene GJBZ; isso origina um frameshift e um cod&o stop na posic¢éao
13 no inicio da proteina®®*. Adicionalmente, foi demonstrado em estudos efectuados em
populacbes saudaveis de Espanha e Italia, que a prevaléncia de portadores
heterozigoticos para 35delG foi de 2.5% a 4%, igualando a mutacdo AF508 (a mais
frequente até agora conhecida) do gene CFTR, que origina a Fibrose Quistica™. A taxa
de portadores desta mutacdo sera, pois, de cerca de 1:33. Por tudo isto, os testes
moleculares para a identificagdo das mutacées do GJBZ rapidamente se tornaram um
método padrao para o diagnéstico e aconselhamento de doentes com surdez nao

sindromica de causa desconhecida.

Uma segunda mutagédo no gene da Cx26, 167delT, é reconhecida como sendo a mais
comum nos Judeus Ashkenazi nos quais a frequéncia de portadores é de 3-4% e ha
evidéncia da existéncia de um efeito fundador’®. Entre as populagdes asiaticas a
frequéncia de mutagbes do gene da Cx26 e baixa, mas a mutagdo mais frequente em
varias dessas populagdes é a 235delC°"°®*° Qutras mutacdes foram descritas, mas s&o

encontradas num numero restrito de pessoas.

A pesquisa da mutagdes do gene GJB2 em doentes com surdez autossomica recessiva
revelou, contudo, que um elevado numero de doentes eram portadores de, apenas, uma
alelo mutado. Estes casos correspondiam a 10-50% dos individuos surdos com, pelo
menos, uma mutacdo no GJB2. Suspeitou-se que outras mutagdes existissem no locus
DFNB1, mas nao no gene GJB2, explicando o elevado numero de individuos
heterozigoticos afectados. Esta hipbtese recebeu apoio experimental com a descoberta
de uma nova classe de mutagdes no locus DFNB1, delecgbes n&o afectando o GJB2,
mas truncando o gene GJB6 vizinho, que codifica a Cx30. Estas deleccées acompanham
em trans o Unico alelo mutato do GJBZ2, em individuos afectados heterozigoticos
(heterozigotia composta)®©'®?, tendo, igualmente, sido encontrada em homozigotia em
individuos surdos®"2. O local onde ocorreu o ponto de quebra que originou a delecgéo foi
isolado e sequenciado revelando a perda de uma sequéncia de DNA de cerca de 342 Kb,

com um ponto de quebra no interior da regido codificadora do GJB6°'. Esta delecgédo
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designada de “del(GJB6-D13S1830)" foi a mutacdo acompanhante em 50% dos casos

dos heterozigoticos GJB2 surdos®’.

Estes achados indicam uma forma digénica de hereditariedade da surdez resultante das
mutagdes envolvendo os genes GJB2 e GJB6°%**%% Contudo, os factos de mutagées
pontuais no GJB6 ndo terem ainda sido encontrados em casos de surdez autossémica
recessiva sdo contra esta hipétese. Uma explicacéo alternativa &€ que a deleccédo possa
eliminar um elemento regulatério para o GJB2 que é essencial para a expressdo normal

deste gene no ouvido interno. No entanto, esse elemento ainda n&o foi encontrado® .

Mutacdes no gene da Cx26 também podem causar surdez n&o sindromica autossomica
dominante (DFNA3), que, apesar de rara, tem sido identificada em familias com varios
tipos de mutagées (R184Q, W44C, W44S, C202F, M34T, R75W, D66H) %4570 Qutras

mutagdes, mais raras, tém sido identificadas neste gene.

As mutagbes no gene da Cx26 podem, também, estar associadas a formas de surdez
sindrobmica como Queratoderma palmoplantar, Sindrome de Surdez-Queratite-Ictiose e

Surdez-Ictiose e Sindrome de Vohwinkel (Queratoderma mutilante)’*"®,

Mutacdes no gene Cx 30 (GJB6) podem estar, raramente, associadas a formas
autossomicas dominantes de surdez nado sindromica (DFNA3)*°, bem como a formas
sindrobmicas de surdez, como é o Sindrome de Crouston (displasia ectodérmica

autossomica dominante, alopecia e hiperqueratose palmoplantar)”®.

Mutacées na Cx31 (GJB3) foram detectadas em individuos com trés patologias distintas:
Surdez autossomica dominante (DFNA3)* ou recessiva’™, Eritroqueratodermia variabilis™

e neuropatia sensorioneural associada a surdez’®.

A existéncia de mutagdes no gene da Cx32 (GJB1) podem resultar na Doenca de
Charcot-Marie-Tooth, que esta associada a surdez’’. Esta é uma doenga
neurodegenerativa periférica progressiva, que se apresenta com desmielinizagcdo dos
neuronios periféricos levando a fraqueza das regides distais e perda sensitiva. A Cx32 é
expressa nas células de Schwann onde forma canais comunicantes na Juncdo Gap
intracelular entre ansas adjacentes de mielina ndo compactada. A perda e disfungao

desses canais podem levar a perda de uma importante via de sinalizag&o intracelular.
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Il. Gene PDS

O Sindrome de Pendred, descrito hd mais de 100 anos, em duas irmas com surdez
profunda congénita e bécio &, talvez, a causa mais comum de surdez sindromica pré-
lingual e estima-se uma prevaléncia de 10% nos individuos surdos’®. O gene do Sindrome
de Pendred — gene PDS, que codifica a proteina pendrin - foi identificado em 1997.
Mutacbes neste gene podem causar, igualmente, surdez congeénita autossémica
recessiva (DFNB4). A proteina pendrin funcionara como um transportador de anides cloro
e iodo, independente do sodio’®®. O gene PDS é expresso na coclea em regides de
reabsorgdo de endolinfa sugerindo que as mutagdes no gene PDS podem levar ao

desequilibrio homeostatico do fluido endolinfatico.
Ill. Gene KCNQ4

Mutagdes em dois genes dos canais de potassio, KCNE1 e KCNQ1 causam uma surdez
sindromica — Sindrome de Jervell and Lange-Nielsen — que combina surdez e arritmias

cardiacas (QT longo)***.

Foi identificado um novo membro da familia dos genes dos canais de potassio, KCNQ4,
que estd mutado numa forma progressiva dominante de surdez (DFNAZ2); a proteina
codificada por este gene & expressa no coclea a nivel das células sensoriais ciliadas
externas®'. Pensa-se, deste modo, que enquanto as mutagées nos genes KCNQ1 e
KCNE1 afectam a secreg¢do da endolinfa, o mecanismo que leva a surdez mediada pelo

KCNQ4 ¢ intrinseco as células ciliadas externas.

Os canais de potassio codificados por estes trés genes contribuem para a homeostasia do
potassio na coclea mediando a repolarizagdo e o reinicio do potencial eléctrico nas
células em cabeleira. O produto do gene KCNQ4, provavelmente, forma um canal de
potassio na face basolateral das células ciliadas externas, permitindo o fluxo de ides
potassio das células ciliadas para as células de suporte. Os ibes potassio véo, entéo,
recircular através dos canais de conexinas entre as células de suporte e a estria vascular,
onde sdo secretadas para a endolinfa através dos canais de potassio formados pelos
produtos dos genes KCNQ1 e KCNE1 %
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IV. Gene CLDN14

Para manter o potencial de repouso elevado a nivel da endolinfa, as células que rodeiam
a endolinfa estdo seladas com vdrias juncbes apertadas entre elas. Estas jungdes
apertadas também dao apoio estrutural ao neuroepitélio. O gene CLDN14 codifica a
proteina claudina-14, que pertence a um subtipo de jungéo apertada a nivel do Orgao de
Corti, que é essencial para a manutengcdo de um gradiente electroquimico entre a
endolinfa e os tecidos circundantes. Mutagdes que codificam esta proteina levam a uma

forma de surdez autossémica recessiva (DFNB29)%.

1.5.2.1.2 Genes das Proteinas do Citoesqueleto

I. Miosinas

Os genes da miosina sdo membros de uma grande superfamilia de genes que codificam
proteinas que exercem forcas mecanicas. As miosinas sdo motores moleculares que se
unem aos filamentos de actina para se moverem ao longo deles. Tém diversas fungbes —
transporte de organelos intracelulares, fagocitose, secreg&o, contracgdo muscular,
movimento celular; no ouvido, usam os filamentos de actina como apoio para o transporte
de vesiculas intracelulares para as células ciliadas. As miosinas estdo presentes nos
estereocilios, que estao preenchidos com actina e no prato cuticular que é rico em actina.
Deste modo, fornecem uma ancora para a actina, nas celulas ciliadas e nos estereocilios
(Fig 1.3) e sdo responsaveis ndo apenas pela tensao na ligagdo de topo dos estereocilios
e dos seus movimentos, mas também pela organizagdo do citoesqueleto nas células
ciliadas. Analises filogenéticas identificaram 18 classes distintas de miosinas: 17
representam miosinas ndo convencionais € a classe |l inclui miosinas ndo musculares e

musculares convencionais.

As miosinas ndo convencionais tém um motor de ligagdo a actina, semelhante as
miosinas convencionais, mas variam nos dominios das suas caudas, presumivelmente
para transportarem moléculas de carga diferente para o interior da célula. As miosinas
nao convencionais estdo presentes em células ndo musculares e nao formam filamentos

bipolares.

Entre estas miosinas ndo convencionais mutagdes no gene MYO7A sdo responsaveis

pelo Sindrome de Usher tipo 1B (MIM 276903), que € caracterizado por retinite

23/78



Caracterizagdo Molecular de criangas com Surdez Neurosensorial

pigmentosa, sintomas vestibulares e surdez pré-lingual. Mutacdes neste grande gene
foram subsequentemente identificadas em doentes com surdez ndo sindromica pos-
lingual autossémica dominante (DFNA11)** e também pré-ligual autossdémica recessiva
(DFNB2)>%°,

No gene MYO15 foram também encontradas trés mutagdes distintas responsaveis por
surdez autossomica recessiva (DFNB3)®.
O gene MYOB esta mutado numa forma de surdez autossémica dominante (DFNA22)% e

autossémica recessiva (DFNB37)%.

Mais recentemente foi demonstrado que a audigdo normal no ser humano requer a
miosina IlIIA (MYO3A) e a miosina IA (MYO1A), que estdo implicadas em duas formas de

surdez ndo sindromica, DFNB30%° e DFNA 48%', respectivamente.

As miosinas da classe Il consistem em 15 genes incluindo seis miosinas do musculo-
esquelético de cadeia pesadas, duas miosinas cardiacas da cadeia pesada, uma miosina
do musculo liso de cadeia pesada e trés miosinas ndo musculares de cadeia pesada. As
trés miosinas ndao muscular sdo codificadas por MYH9, MYH10 e MYH14. Entre as
miosinas ndo musculares o gene da MYH9 é responsavel por quatro doengas
autossémicas dominantes designadas por Anomalia de May Hegglin, Sindromes de
Sebastian, Fechtner e Epstein®. Estes doentes apresentam macrotrombocitopenia
congénita, agregados de miosinas ndo musculares de cadeia pesada a nivel dos
neutrofilos e durante a vida podem desenvolver surdez, nefrite e cataratas. Este mesmo
gene aparece mutado numa familia afectada por surdez ndo sindrémica autossomica
dominante (DFNA17)®. Recentemente foi descrita uma mutagdo no gene MYH14 que é
responsavel por uma forma de surdez néo sindrémica autossémica dominante (DFNA4)™.
Todos estes achados confirmam o papel crucial da superfamilia das miosinas nas fun¢des

auditivas.
Il. Gene ACTG1

As mutacbes neste gene da y-Actina estdo associadas a formas dominantes de surdez
(DFNA20/26). As células ciliadas auditivas requerem e estdo muito dependentes do
citoesqueleto de actina. Na regido apical das células ciliadas, os estereocilios contém

bandas paralelas de actina com polaridade idéntica®™. No prato cuticular, imediatamente
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abaixo da superficie apical, uma rede de consisténcia de gel, rica em filamentos de actina
ancora os estereocilios e a volta das células ciliadas; perto da regido apical, ha jungdes
aderentes, que contém filamentos de actina anti-paralelos. A regido basolateral das
células ciliadas também contém estruturas de actina, que apoiam a membrana celular e
ajudam na passagem das vesiculas sinapticas. A actina interage com outras proteinas do

citoesqueleto, nomeadamente a miosina, a harmonina e a espina.
lll. Gene CDH23

As mutacbes deste gene (Cadherin like) sdo responsaveis, para além do Sindroma de
Usher 1D, por uma forma de surdez ndo sindromica (DFNB12)*. As caderinas sdo uma
grande familia de proteinas de adesé&o intercelular. As caderinas classicas tém zonas
extracelulares, homofilicas, repetidas que permitem uma adesao célula a célula atraves
de interaccbes dependentes do calcio, enquanto que os dominios citoplasmaticos
interagem com o citoesqueleto através da B catenina®’. Uma familia extensa de caderinas
atipicas, ou proteinas cadherin-like, partiham homologia nos dominios extracelulares e
presumivelmente medeiam fungdes semelhantes envolvendo interacgbes membranares
célula a célula ou célula-extracelulares. A CDH23 parece ser uma nova classe de
proteinas cadherin-like; tem uma distribuicido muito limitada & neuroretina e a nivel
coclear. Essa expressdo & concistente com os fenétipos observados na surdez nao
sindromica (DFNB12) e USH1D. Este € o segundo gene identificado capaz de originar
quer surdez nao sindromica, que o Sindroma de Usher. O gene da MYOT7A foi o outro
identificado, cujas mutagdes podem causar DFNA11, DFNB2 e Sindrome de Usher1B%%°,
apesar de n3o haver correlacéo clara entre o tipo de mutagao e o fenétipo®™. Em contraste
as seis mutacbes missense do gene CDH23 foram encontradas em familias DFNB12
enquanto que as duas nonsense foram encontradas em familias com Sindroma de
Usher1D.

IV. Gene STRC

O gene STRC codifica a proteina estereocilina. Esta proteina € expressa apenas nas
células ciliadas sensoriais do ouvido interno a nivel dos estereocilios permitindo que as
microvilosidades figuem firmes na formagdo da estrutura para a mecanorecep¢do da

estimulagdo sonora®.
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V. Gene HDIA1

Uma outra proteina, com fungdo citoesquelética, responsavel por surdez sensorineural
progressiva quando mutada € o produto do gene humano homélogo ao gene Drosophila
diaphanous (HDIA1)'®. Este gene é responsavel por uma forma de surdez autossomica
dominante (DFNA1) e a proteina que codifica parece estar envolvida na polimerizagao
dos filamentos de actina necessarias para a citocinese e polaridade celular. A proteina
diafanos (HDIA1) esta presente em muitas células e no ouvido esta envolvida na
manutencdo do citoesqueleto das células ciliadas através do recrutamento de porfilina
para a membrana celular. A porfilina € uma proteina de ligagéo a actina que induz a

polimerizagéo da actina e regula a dinamica da actina®'%.

1.5.2.1.3 Genes das Proteinas Extracelulares

I. Gene COCH

Mutagbes no gene coclear COCH causam surdez sensorioneural progressiva

191 O inicio da surdez ocorre

autossomica dominante com atingimento vestibular (DFNA9)
entre a segunda e a quinta décadas de vida, com envolvimento inicial das altas-
frequéncias. As mutagdes no gene COCH motivam a perda de celularidade no ligamento
espiral e limbus e resultam na acumulagdo de depositos acidofilicos nos canais nervosos
e tecidos de suporte do Orgéo de Corti, levando possivelmente a compressé&o ou blogueio
do nervo coclear; estas alteragbes estdo também patentes a nivel das fibras do nervo
vestibular'®'%?, Estudos histopatologicos e electromicroscopicos do osso temporal de
individuos afectados mostraram a presenca de substancias microfibrilares com granulos
de glicosaminoglicanos e a auséncia de colagéneo tipo Il sugerindo que o gene COCH &
também importante para a manutengdo de outras proteinas estruturais da coclea. Quatro

101,103,104 Algumas dessas

novas mutacdes foram encontradas em nove familias
familias também tém doenca de Meniére'® o que levanta a possibilidade de mutagées do
gene COCH também serem responsaveis por problemas vestibulares na Doenga de

Meniére em alguns individuos.
Il. Gene TECTA

A membrana tectorial € uma estrutura acelular, constituida por matriz extracelular, que se

encontra sobre as células ciliadas da coclea. O som ao induzir movimentos destas células
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permite que elas contactem com a membrana tectorial causando deflecgcédo das bandas de
estereocilios no apice das células ciliadas, permitindo a abertura de canais de potassio no
seu topo. Mutacdes de um dos principais componentes da matriz extracelular da
membrana tectorial — o-Tectorin (TECTA) pode causar surdez pré-lingual moderada a

profunda autossémica dominante (DFNA8/12)'*'% ou recessiva (DFNB21)"®.

Ill. Gene COL11A2

Os colagéneos sdo uma familia muito heterogénea composta por mais de 30 genes
diferentes. As proteinas do colagéneo tém sequéncias repetitivas de G-X-Y,em queo G é
glicina e o X e 0 Y séo, respectivamente prolina e hidroxiprolina. Estas proteinas podem
combinar-se em varios complexos proteicos triméricos, que estdo agrupados em classes
diferentes. Algumas formas de surdez sindromica sdo causadas por mutagbes em
diferentes genes do colagéneo, incluindo Osteogenesis imperfecta (COL1A1, COL1A2),
Sindrome de Alport (COL4A3, COL4A4, COL4AS5), Sindrome de Stickler (COL2A1,
COL11A1, COL11A2) e Sindrome de Marshall (COL11A2). Estes colagéneos pertencem
a membrana basal (tipo 1V) e estrutura fibrilar (tipo |, tipo Il e tipo IX). O tipo XI é essencial
para a manutengdo do colagéneo tipo Il e contém trés subunidades cadeias o
polipeptidicas codificadas por diferentes genes. Mutagdes no gene do colagéneo 11
(COL11A2), que codifica a subunidade a2 do colagéneo 11, foi identificada em familias
com surdez neurosensorial autossomica dominante, ndo progressiva afectando

frequéncias médias (DFNA13)'"".

IV. Gene PCDH15

Este gene codifica a proteina protocaderina 15 e as suas mutagbes causam surdez e
retinite pigmentosa no Sindrome de Usher tipo 1F e surdez ndo sindromica recessiva
(DFNB23). Esta proteina, identificada por técnicas de imunocitoquimica, localiza-se a
nivel dos estereocilios das células ciliadas do ouvido interno e nos fotorreceptores
retinianos. Os resultados obtidos em diversos estudos apoiaram a importancia desta
proteina na morfogénese e coesdo das bandas de estereocilios e manutengdo da fungéo

das células fotorreceptoras retinianas'®.
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V. Gene WHRN

O gene WHRN codifica uma proteina, designada de Whirlin, envolvida no alongamento e
manutengdo dos estereocilios das células ciliadas externas e internas. Esta proteina
actua como organizadora dos complexos moleculares submembranares, que controlam a
polimerizagédo coordenada da actina e o crescimento dos estereocilios. As mutacdes no
gene que codifica esta proteina sdo responsaveis por surdez autossémica recessiva
(DFNB31)'%°.

VI. Gene ESPN

O gene ESPN codifica uma proteina de ligacao a actina insensivel ao calcio, chamada
espina. Esta proteina é essencial para a audi¢cdo e funcéo vestibular nos seres humanos.

Uma mutaco recessiva no gene ESPN causa surdez e disfungao vestibular (DFNB36)'"°.

Vil. Gene OTOA

A otoancorina € uma proteina codificada pelo gene OTOA. Esta proteina tem como
funcédo a ligagcdo aos géis acelulares do ouvido interno as superficies apicais das ceélulas

neurosensoriais adjacentes’'".

1.5.2.1.4 Genes de Factores de Transcrigao

|. Gene POU3F4

Uma forma de surdez mista ligada ao X (DFN3) é uma combinagdo de surdez de
condugao, motivada pela fixacdo do estapédio, com surdez sensorioneural progressiva.
Esta é a forma de surdez mais frequente ligada ao cromossoma X. Esta surdez é
motivada por muta¢des pontuais ou delec¢des no factor transcricional POU3F4 no
Xq21"?; microdeleccdes de material cromossdmico proximal ao gene POU3F4 também

I, significando que ha uma regidao deletada nessa area ou que

podem causar DFN
existe um segundo gene ligado ao X na vizinhanga. Mutagdées num outro dominio POU,
POU4F3, mapeado a 5q31 também esta associado a surdez progressiva dominante

(DFNA15)'S.
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Il. Gene TFCP2L3

O gene TFCP2L3 codifica a proteina Transcription Factor Cellular Promoter2-like3. Este é
um gene da familia dos factores de transcrigdo cujo arquetipo € o TFCP2 um homologo
nos mamiferos ao gene da Drosophila Grainyhead. Esta proteina é expressa em muitos
tecidos epiteliais incluindo as células que estdo a delimitar o ducto coclear durante a

embriogénese’*.
1ll. Gene EYA4

O gene EYA4 (Eyes Absent Homolog — Drosophila) € um membro da familia dos factores
de transcrigdo Eya4 e codifica um activador transcricional que interage com membros de
outras familias proteicas para regular o desenvolvimento precoce das células envolvidas

na audigao'"?.

1.5.2.1.5 Genes de Proteinas Adicionais

I. Gene OTOF

O gene OTOF codifica uma proteina designada otoferlina que interfere no trafego e fusédo
das vesiculas sinapticas''®. Esta mutagdo causa uma surdez pré-lingual, autossémica
recessiva (DFNB9).

Il. Gene DFNAS

O gene DFNA5 é um gene com fungdo desconhecida, por este motivo tem esta
designacdo. Uma insercdo/ delecgcdo neste gene causa uma forma de surdez

autossémica dominante (DFNA5)'".

lll. Gene TMC1

Os genes TMC1 e TMC2 sao membros de uma familia de genes que codifica proteinas
transmembranares, que sdo fundamentais para o bom funcionamento das células ciliadas
do ouvido interno. Mutagdes no gene TMC1 sao responsaveis por surdez autossémica
dominante (DFNA36) e recessiva (DFNB7/DFNB11)"''®, Foram encontradas oito mutagdes
associadas ao DFNA36 e onze ao DFNB7/11"8,
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IV. Gene TMPRSS3

Alteragdes na proteina codificada pelo gene TMPRSS3 (referida também como ECHOS1),
que é uma protease serina transmembranar foram identificada como sendo a responsavel
por surdez congénita autossomica recessiva (DFNB8/ DFNB10). Essa protease &

expressa em muitos tecidos, incluindo a coclea fetal'®.

V. Gene WFS1

A wolframina € uma proteina transmembranar codificada pelo gene WFS1. Mutagdes
neste gene s&o responsaveis por pelo Sindrome de Wolfram tipo 1, também designado de
DIDMOAD mostrando a associagdo entre diabetes insipidus, diabetes mellitus, atrofia
optica e surdez'”®. Esta proteina & também responsavel por formas de surdez

neurosensorial autossémica dominante (DFNA6/14/38)'2",

VI. Gene TMIE

Uma proteina transmembranar expressa a nivel do ouvido interno é codificada por este

gene'?.
Vil. Gene USH1C

O gene USH1C codifica a harmonina. Este gene, quando mutado, é responsavel pelo
Sindrome de Usher tipo 1C, caracterizado por surdez profunda, retinite pigmentosa e
disfuncao vestibular., bem como por uma forma de surdez autossomica recessiva ndo
sindrémica (DFNB18). A harmonina € uma proteina, que parece participar na organizagéo
dos complexos de macromoléculas associados a dominios especificos da membrana

plasmatica. Esta proteina & expressa quer a nivel do olho, quer a nivel coclear'®.

1.5.2.1.6 Genes Mitocondriais

Mutag¢des no genoma mitocondrial, molécula circular de 16 569 pares de bases codifica
13 proteinas mitocondriais, 22 tipos de tRNA e 2 tipos de rRNA sdo responsaveis por
multiplas anomalias clinicas incluindo varias formas de neuropatias, miopatias,

cardiomiopatias, degenerescéncia retiniana, diabetes mellitus e surdez (Fig 1.5).
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Figura 1-5 Genoma mitocondrial

A surdez progressiva ocorre em muitos doentes com doengas mitocondriais classicas,
como o Sindrome de MERRF (epilepsia e presenca de fibras rotas vermelhas no exame
histopatolégico do musculo), o Sindrome de MELAS (Encefalopatia mitocondrial, acidose
lactica e episoédio semelhantes a acidentes vasculares cerebrais), o Sindrome de Kearns-
Sayre (KSS) com a triade obrigatéria de idade de inicio abaixo dos 20 anos, retinopatia
pigmentar, oftalmoplegia externa progressiva e a Diabetes mellitus herdada por via
materna associada a surdez (MIDD)'?*'?>, Em algumas familias a surdez é o unico
sintoma de doeng¢a mitocondrial, sugerindo que a audi¢do esta dependente da fungao
mitocondrial. Contudo, a surdez nao sindrémica devida a mutagdes mitocondriais nao é
comum. Dois genes mitocondriais, 0 gene rRNA12S e o gene tRNA*NC tam sido

associados a surdez ndo sindromica.

A mutagdo A1555G no gene rRNA12S causa surdez herdada por via materna com ou
sem exposicdo prévia a aminoglicosideos®. A existéncia desta mutacdo é uma causa
frequente de surdez na Asia e Espanha'®®'?". A mutagdo A1555G é uma alteracdo
homoplasmica (presente em todas as mitocéndrias) e altera o rRNA12S, assemelhando-o

mais ao genoma ribossémico bacteriano, facilitando a ligagdo dos aminoglicosideos e,
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deste modo, os seus efeitos toxicos no ouvido. Em familias com surdez sem exposigdo
aos aminoglicosideos, a surdez parece estar associada a um gene modificador nuclear,
que foi mapeado a nivel do cromossoma 8'%%,

A mutagdo A7445G no gene tRNA®'N®) ¢ a segunda mutagdo mais frequente no
genoma mitocondrial para a surdez. Esta muta¢do pode ser a responsavel por surdez n&o
sindromica, apesar da maioria dos doentes também terem queratoderma
palmoplantar'®*'*®, Uma outra mutacdo no mesmo gene, insercdo de uma citosina na
posicdo 7472 (7472insC) pode também causar surdez ndo sindromica progressiva e,
numa minoria de doentes, pode originar surdez com manifestagdes neurolégicas
associadas incluindo ataxia, disartria e, noutros, mioclénus''. Outras mutagées no gene
tRNA®®", substituicdo da timina por citosina na posigéo 7510 (T7510C) ou 7511 (T7511C)

também podem originar surdez n&o sindromica progressiva'’>'?,
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1.5.3 Surdez Nio Sindromica

Em seguida resume-se sob a forma de tabela os diferentes genes clonados para a Surdez

Sensorioneural Nao Sindrémica (Tabela 1.3, 1.4, 1.5 e 1.6), alguns deles previamente

referidos com algum pormenor.

Tabela 1.3 Manifestacdes clinicas e genética molecular dos genes que causam Surdez

Nao Sindromica Autossdmica Dominante

DFNA Locus Gene Inicio/ Década Tipo Frequéncia Fenétipo Referéncia
1 5q31 HDIA1 Pas-lingual/1? Progressiva Baixa 100
Neuropatia
sensorial com
Fpth 7 5 surdez;
2 1p35.1 GBJ3 Pés-lingual/2 Progressiva Alta Eritroqueratode 49
rmia variabilis
3 sem surdez
1p34 KCNQ4 71
. . Queratoderma
3 13q11-q12 GJB2 Pré-lingual Estavel Alta palmoplantar 68,69,70,71
13q12 GJB6 Pos-lingual/1® Progressiva Alta 50
5 7p15 DFNAS5 117
Pré-lingual Progressiva Baixa
6/14/38 4p16.1 WFS1 121
8/12 11922-q24 TECTA Pré-lingual Estavel Alta - 14,105
9 14q12-q13 [|COCH || Pos-linguali2® Progressiva || Média/ Todas ﬂzﬁ?gide 101,104
10 6g23 EYA4 Pos-lingual/32-42 Progressiva Média/ Todas | - 115
pio e ’ g Sindrome de
] a
11 11913.5 MYO7A Pés-lingual/1 Progressiva Média/ Todas Usher Tipo IB 86
5 o " ; o Sdr. de Stickler;
13 6p21.3 COL11A2 | Pés-lingual/2 Progressiva j\nedlal Todas adr. Marshall 107
15 5g31 POU4F3 | Pos-lingual Progressiva Baixa/ Todas - 15
17 22q11.2 MYH9 Poés-lingual Progressiva Alta/ Todas - 93
20/26 17925 ACTG1 - - - - 133
22 6913 MYO6 Pos-lingual Progressiva Todas - 88
28 8g22 TFCP2L3 | Pés-ingual Progressiva Média/ Alta - 114
36 9q13-q21 TMCA1 Pas-lingual Progressiva Todas - 118
48 12913-q14 MYO1A Pas-lingual Progressiva Todas - 91
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Tabela 1.4 Manifestagtes clinicas e genética molecular dos genes que causam Surdez
Nao Sindromica Autossémica Recessiva

DFNB Locus Gene Inicio Tipo Fendtipo Referéncias
1 13g11-112 GJB2 Pré-lingual Estavel 39,40
13qg12 GJB6 61

2 119135 MYOT7A Pré-ingual || N&o especifico || Sndrome de i o5 gg

i Usher Tipo IB ’

Pos-lingual
3 17p11.2 MYQ15 Pré-lingual Estavel 87
L . Sindrome de
A4 1931 PDS Pré-lingual Estavel Pendred 80
Paés-lingual Progressiva
6 3p14-p21 TMIE - Estavel 122
7/ 11 9g13-g21 TMCH - Estavel 118
Estavel
oo Prezs  TMeReSs I Progressiva I
9 2p22-p23 OTOF Pré-lingual Estavel 118
i i ; Sindrome de

12 10921-q22 CDH23 Pre-lingual Estavel Usher tipo ID 96
16 16q15 STRC Pré-lingual Estavel 99
18 11p14-15.1 USH1C Pré-lingual Estavel 123
21 11q TECTA Pré-lingual Estavel 106
22 16p12.2 OTOA Pre-lingual Estavel 111
23 10p11.2-921 PCDH15 - - 108
29 21g22 CLDN14 Pré-lingual Estavel 83
30 10p11.1 MYO3A Pré-lingual Estavel 90
31 9q32-q34 WHRN - - 109
36 1p36.3 ESPN - - 110
37 6qg13 MYO6 - - 89
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Tabela 1.5 Manifestagdes clinicas e genética molecular dos genes que causam Surdez
Nao Sindrémica Ligada ao X

DFN Locus Gene Inicio Tipo Frequéncia : Referéncias
1 Xq22 DDP e - .
2 Xq22 - Pré-lingual Estavel Todas
3 Xg21.1 POU3F4 Pré-lingual Estavel Todas 113
4 Xp21 - Pré-lingual Estavel Todas
6 Xp22 - Pés-lingual Progressiva Alta
DFN Locus Gene Inicio Tipo Frequéncia Referéncias

Tabela 1.6 Surdez Nao Sindromica Mitocondrial

Gene Mutagédo Gravidade Penetrancia Referéncias
128 rRNA 1555 A>G Variavel Variavel 9

1494C>T Variavel Variavel 134

T ;)V61V Variavel Variavel 135

tRNA®® (UNC) 7445 A>G Variavel Muito variavel 129,130

7472 ins C Variavel Variavel 131

7510 T>C Variavel Variavel 136

7511 T>C Variavel Variavel 132

1.5.4 Surdez Sindrémica

Mais de 400 Sindromes incluem surdez como uma das suas caracteristicas''*%, A

Surdez Sindrémica pode contribuir para cerca de 30% das formas pré-linguais de surdez,

mas a sua contribuicdo relativa para todas as formas de surdez é pequena (Tabela 1.13).
1.5.4.1 Autossomica Dominante
I. Sindrome de Waardenburg

O Sindrome de Waardenburg (SW) é a forma mais frequente de Surdez Sindrémica
Autossdmica Dominante. Foi descrito pela primeira vez em 1951 por um oftalmologista

alemao.
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Este sindrome consiste em varios graus de surdez sensorioneural e anomalias
pigmentares da pele, cabelo e olhos (heterocromia da iris). Ha quatro tipos, actualmente
reconhecidos: SW1, SW2, SW3 e SW4 (Tabela 1.7)

O SW1 e SW2 partilham muitas das caracteristicas mas tém diferencas fenotipicas
importantes: o SW1 é caracterizado pela presenga de distopia canthorum (deslocagéo
lateral do canto interno do olho), enquanto que o SW2 caracteriza-se pela sua auséncia.
O SW3 (Sindrome de Klein Waardenburg) ¢é idéntico ao SW1 associando-se anomalias
dos membros superiores;, no SW4 (Sindrome de Waardenburg Shah) as alteragbes sao
semelhantes ao SW2 associando-se a existéncia da doenga de Hirschsprung. Foram
identificadas mutacées no gene PAX3 no SW1 e SW3; mutagdes no gene MITF
(microphtalmia associated transcription factor) causam alguns dos casos de SW2,
enquanto que outros s&o causados por mutagdes no gene SNAIz; mutagdes nos genes da
endotelina 3 (EDN3;) e do seu receptor (EDNRB), bem como do SOX10 causam SW4.

Todos estes genes estéo envolvidos no desenvolvimento embrionario. O gene PAX3 é
membro de uma familia de genes que codifica proteinas com uma estrutura semelhante

aos factores de transcrigdo, os quais controlam a expressao de outros genes.

Tabela 1.7 Sindrome de Waardenburg (SW)

SwW Locus Gene Referéncias

1 2q35 PAX3 8

2 3p14.1-p12.3 MITF 139
2 SNAI; 140
3 2q;;w PAX3 141
4 13922 EDNRB 142
4 20913.2-q13.3 EDN3 143
4 22q13 SOX10 144
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Il. Sindrome Branqui-oto-renal

Este é o segundo tipo mais frequente de Surdez N&o sindréomica Autossémica Dominante
(Tabela 1.8). Neste sindrome existe surdez de condugéo, sensorioneural ou mista em
associacdo com cistos das fendas branquiais, malformagées do ouvido externo, incluindo
fossetas pré-auriculares, e anomalias renais'*®. A penetrancia é elevada, mas a
expressdo & muito variavel. Aproximadamente 40% das pessoas com um fendtipo
branqui-oto-renal (BOR) tém mutag¢des no gene EYA1, sugerindo que mutagdes noutros
loci também possam causar este sindrome'®. O gene EYA1 é um gene homoélogo ao
gene Drosophila eyes absent (eya), de onde o seu nome deriva. Estudos efectuados
sugerem o papel deste gene no desenvolvimento embrionério de todos os componentes

do ouvido interno™®.

Tabela 1.8 Sindrome Branqui-oto-renal (BOR) e Branquio-ético (BOS)

Locus Gene Referéncias
BOR1 8q13.3 EYA1 146
BOR2 1931 ? 147
SBO3 14921.3-924.3 SIX1 ll 148

ll. Sindrome de Stickler

Este sindrome (STL) existe Surdez Neurosensorial Progressiva, fenda palatina, displasia
espondiloepifisaria, que resulta em osteoartrite. Este sindrome é relativamente comum e
trés tipos sdo reconhecidos baseados nos defeitos de genética molecular: STLA1
(COL2A1)'*°, STL2 (COL11A2)'° e STL3 (COL11A1)"'. O STL1 e STL3 tém miopia
grave, que predispde a descolamento retiniano, o que ndo acontece no tipo 2 dado o

COL11A2 nao ser expresso no olho (Tabela 1.9).

Tabela 1.9 Sindrome Stickler (STL)

STL Locus Gene Referéncias
1 12913.11-q13.2 COL2A1 149
2 6p21.3 COL11A2 150
3 1p21 COL11A1 151
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IV. Neurofibromatose tipo 2

Esta forma de surdez é rara e quando surge € secundaria a existéncia de schwannomas
vestibulares bilaterais. A perda auditiva usualmente inicia-se na terceira década
concomitantemente com o aumento do schwannoma vestibular, que é habitualmente
unilateral e gradual, mas pode ser bilateral e subito. Uma les&o retrococlear pode ser
diagnosticada na avaliacdo audiolégica, contudo o diagnostico definitivo requer
Ressonancia Magnética Nuclear com gadolinium. Os individuos afectados tém risco
acrescido de outros tumores, nomeadamente meningiomas, astrocitomas, epéndimomas

e meningioangiomatose. Mutagdes no gene NF2 s&o responsaveis por esta patologia®.
1.5.4.2 Autossomica Recessiva
I. Sindrome de Usher

Esta é a forma mais comum de Surdez Sindromica Autossomica Recessiva. Esta doencga
consiste em dois tipos de alteragbes sensoriais: surdez sensorioneural e retinite
pigmentar. As alteragdes visuais ndo sdo aparentes na primeira década de vida, fazendo
com que o exame fundoscopico tenha utilidade limitada antes dos dez anos de idade.
Contudo, o electroretinograma pode identificar alteragées da fungao fotorreceptora em
criangas entre os dois e quatro anos. Durante a segunda década a cegueira nocturna e a

perda de vis&o periférica tornam-se evidentes e progridem inexoravelmente.

Trés tipos distintos de Sindrome de Usher sédo definidos baseados no grau do défice

auditivo, bem como nos resultados dos testes vestibulares.

O Sindrome de Usher tipo 1 é caracterizado por uma Surdez Congénita Sensorioneural
grave a profunda e disfungdo vestibular. Nos individuos afectados a amplificagéo é
ineficaz e habitualmente comunicam com as maos. O défice vestibular faz com que haja

atraso na aquisigdo de algumas das fungdes motoras, nomeadamente sentar e andar.

O Sindrome de Usher tipo 2 é caracterizado por Surdez Sensorioneural ligeira a grave e
funcdo vestibular normal. Os aparelhos auditivos ajudam na amplificacdo e habitualmente

estes doentes tém uma comunicagéo oral.

O Sindrome de Usher tipo 3 é caracterizado por Surdez progressiva e deterioragao

progressiva da funcéo vestibular.
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Existem varios genes identificados e envolvidos neste sindrome; na Tabela 1.10 pode-se

observar os diversos tipos deste sindrome mediante o gene envolvido.

Tabela 1.10 Sindrome Usher (USH)

USH Locus Gene Referéncias
1A 14q32 ? 162
1B 11g13.1 MYO7A 85,153
1C 11p15.1 'USH1C 154
1D 10922.1 CDH23 96
1E 21921 ? 155
1F 10921-2 PCDH15 156
1G 17q24-25 SANS 157, 158
2A 1941 USH2A 159
2B 3p23-24.2 ? 160
9 5q14.3-q21.3 VLGR1 161
3 3q21q-25 USH3 162

Il. Sindrome de Pendred

O Sindrome de Pendred é o segundo tipo mais comum de Surdez Autossémica
Recessiva e caracteriza-se por uma surdez sensorioneural grave a profunda e bocio
eutiroideu. O bocio ndo esta presente na infancia e desenvolve-se precocemente na
puberdade (40%) e idade adulta (60%). A organificagdo atrasada do iodo na tiride pode
ser detectada pelo teste de descarga do perclorato. A surdez esta associada a uma
alterag@o a nivel do labirinto 6sseo (displasia de Mondini ou aqueduto vestibular dilatado),
que pode ser detectada através da TAC dos ossos temporais. A funcdo vestibular é
anormal na maioria dos doentes. Podem ser pesquisadas mutagdes no gene PDS

(SLC26A4)"%; apenas 50% de mutagdes sdo encontradas em muiltiplas familias.
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{ll. Sindrome de Jervell e Lange-Nielsen

Este é o terceiro sindrome mais comum (Tabela 1.11). Este consiste em surdez congénita
e intervalo QT prolongado detectado no electrocardiograma. Os doentes tém episodios de
sincope e podem ter morte subita. As criangas com elevado risco (historia familiar de
morte suUbita, episédios de sincope, sindrome do QT longo) devem ser avaliadas sob o

ponto de vista cardiaco. Foram detectadas mutagdes em dois genes.

Tabela 1.11 Sindrome Jervell e Lange-Nielsen (SJLN)

SJLN Locus Gene Referéncias
1 11p15.5 KCNQ1 24
2 21q22.1-q22-2 KCNE1 164

1.5.4.3 Ligada ao X

I. Sindrome de Alport

-

Este sindrome € caracterizado por surdez sensorioneural progressiva de varios graus,
glomerulonefrite levando a doenga renal terminal e achados oftalmologicos variaveis
(lenticonus anterior). Usualmente a surdez ndo se manifesta antes dos dez anos de idade.
Formas autossomicas dominantes, autossomicas recessivas e ligadas ao x sdo descritas,
contudo esta ultima contribui com 85% dos casos e a autossdmica recessiva cerca de
15% dos casos?® (Tabela 1.12).

Neste sindrome ha mutacdes nos genes dos colagéneos COL4A3, COL4A4 e COL4AS5,
que sdo encontrados na membrana basal, ligamento apical e estria vascularis. A nivel
renal o adelgagamento da membrana basal é responsavel pelo quadro clinico. No ouvido,
a nivel do sulco apical, a perda da integridade da membrana basal pode afectar a adesao
da membrana tectorial; a nivel da membrna basilar e nas suas jungbes com o ligamento

espiral existem também alteracdes, que perturbam a translacgéo da energia mecanica'®.
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Tabela 1.12 Sindrome Alport

Sindrome Alport Locus Gene Referéncias
1 Xq22 COL4A5 168
COL4A3 167
2 2q36-q37 COL4A4

Il. Sindrome de Mohr-Tranebjaerg

Este sindrome também designado de Sindrome de surdez-distonia-atrofia 6ptica € uma
doenca caracterizada por surdez ndo sindromica, pré ou pos-lingual, progressiva,
alteracées visuais, com diminuigdo progressiva da acuidade visual de inicio aos 20 anos,
distonia progressiva ou ataxia nos adolescentes, fracturas e atraso mental e deméncia
com instalacdo cerca dos 40 anos. O gene associado a este sindrome, TIMM8A
(mitochondrial import innermembrane translocase subunit TIMBA) localizado em Xq22
estad envolvido na translocacdo das proteinas do citosol ao longo da membrana

mitocondrial e matriz mitocondrial ',

Ill. Sindrome de Norrie

O diagnostico desta doenga pode ser dificil. As caracteristicas classicas incluem sintomas
oculares especificos ( pseudotumor da retina, hiperplasia da retina, hipoplasia e necrose
da camada interna da retina, cataratas), surdez sensorioneural pogressiva e atraso
mental. Esta doenga é causada por uma mutagdo no gene Norrie (NDP), localizado em
Xp11.3, que codifica a proteina norrina, que parece estar envolvida na vascularizagéo da

coclea e retina'®17°,
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Tabela 1.13 Surdez Sindrémica

Hereditar. % i Clinica Loci :':';:ﬁ::ocuslP fﬂﬂgﬁo Gene
Surdez (100%), teste de descarga
perclorido+ (95%), alteracbes
T radioldgicas da coclea (aqueduto PDS/ 7q22-
E i e vestibular aumentado, displasia de 1 31.1/ Pendrin Transporte Cloro-lodo
& Mondini (85%)), bacio (80%),
& hipotiroidismo (40%)
Tipo1 (USH1AF): Surdez congénita (USH1B)
grave a profunda, disfungao vestibular, MYO7A/
retinite pigmentar com inicio dos 11q13.5/
sintomas na infancia miosinaVlla Miosina ndo convencional —
-?E; AR 3-6 | Tipo2 (USH2ZAC): Surdez moderada a 10 Harmonin
o grave, fungéo vestibular normal, retinite (USH1D)CDH?2 i Proteina semelhante a
pigmentosa de inicio tardio 3/10q21-q22 caderina
Tipo3 (USH3): Surdez progressiva,
inicio variavel de retinite pigmentar USH2A/1g41
Surdez (90%), fossetas pré-auriculares Factor transcricional
b5 (80%), anomalias renais (65%), , fistulas envolvido do
25 HAD 2 | branquiais (50%), deformidades da 2 EYA/8q13.3 desenvolvimento do ouvido
§3 pinnae (35%), estenose do canal interno/ células metanéfricas
m 5 auditivo externo (30%) do rim
Tipo |. Surdez (bilateral 20%, unilateral WSl e IlI:
15%), distopia canthorum (100%), ponte PAX3I2q-35 PAX3, SOX10 e MITF sao
nasal alta e larga (90%), heterocromia WSII:MITF/3q1 factores transcricionais e
da iris (35%), madeixa branca (30%), A9 p-12 3 sdo parte de uma cascata
o cinzento precoce (20%) \'\-ISIV'E'DNRB | de proteinas responsaveis
= Tipo |l: Idéntico ao tipo |, mas sem " elo desenvolvimento da
£ 1pa 7 198 pol, € 13q22/receptor p o .
5 AD 1 distopia canthorum 5 B da endotelin pele, olho, ouvido interno,
B Tipo Il (Klein-Waardenburg): 2 . face, membros e crista
© & 2 (mutagoes
© Camptodactilia e outros defeitos dos homozigéticas) neural
= membros superiores associadamente SOX1 0?22 13/ A endotelina 3 e o receptorB
aos achados do tipo | (mutag')esq da endotelina pertencem as
Tipo IV {(Shah-Waardenburg): Surdez, heterozigéticas vias de sinalizagao da
disturbios pigmentares e doenga de ) endotelina
Hirschsprung
Hematdria que progride para ggla.ttgr?é)éql%ﬂ
o insuficiéncia renal, achados alfa-g (80%)
5] electromicroscopicos do glomérulo i Formagao da membrana
a AR/ LXR 1 5 : : 3 COL4A3 e ; )
=z tipicos, anomalias ocolares (lenticonus COL4A4/2q36 basal na céclea, olho e rim
anterior, manchas maculares), eleyada 37/colagéneoI3
frequéncia de surdez neurosensorial alfa 3 e 4 (AR)
3 ._g Surdez mista com inicio na infancia
,ﬁ Q = i LXR 0.5 precocemente, anomalias vestibulares, 1 POU3F4/Xg21 | Factor transcricional
sag fistula perilinfatica apos estapedotomia
cw
& Surdez, intervalo QT prolongado no K5VLQT1” 1p18 Formacéo de um rectificador
=& & 1AR 0.25 | electrocardiograma, sincope, 2 KCNE1/21q22. || 9€ potassio no ouvido
z 24 convulsbes, morte subita 1022 2 922 interno
RS o
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1.5.4.4 Mitocondrial

As mutagdes do DNA mitocondrial tém sido implicadas numa série de sindromes entre os
quais Kearns-Sayre (KSS), MELAS, MERRF (Tabela 1.14) e a situagdes mais comuns

como Diabetes mellitus, Doenga de Parkinson e Doenca de Alzheimer.

Tabela 1.14 Surdez Sindromica Mitocondrial

Gene Mutagao | Fenotipo Referéncias
tRNA Ser (UNG) 7512T>C Epilepsia mioclonica progressiva, ataxia e surdez 171
tRNA v (UUR) 3243A>G MELAS e Sudez/ Diabetes herdada via materna (MIDD) 172

tRNA ¥ 8344A>G MERFF 173
8356T>C MERFF 174

8296A>G Sudez e Diabetes herdada por via materna (MIDD) 175

tRNA U 14709T>C Sudez e Diabetes herdada por via materna (MIDD) 176
Varios d%[:gg;:ﬁ Sindrome de KSS 177
Vérios [?f;ﬁgggizg Sudez e Diabetes herdada por via materna (MIDD) 178

Estes dados d&o-nos uma perspectiva global da grande diversidade de genes envolvidos
na etiologia da surdez e do esforgo actual da comunidade cientifica em identificar mais
genes, assim como a localizagdo das proteinas codificadas por esses genes a nivel do
ouvido interno, por forma a uma melhor compreensdo da surdez e dos fendmenos que a

motivam.

De tudo o que se referiu poder-se-ia dizer, uma forma simplificada, que na surdez nZo
sindromica, as formas autossémicas dominantes s&o pods-linguais e progressivas, as
formas autossémicas recessivas sdo pré-linguais e estaveis e a surdez mitocondrial é

progressiva, tendo uma idade de inicio muito variavel.
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2 OBJECTIVOS

Os objectivos deste trabalho foram: a caracterizagao clinica da populagao pediatrica com
surdez neurosensorial, avaliada em consulta de otorrinolaringologia no Hospital Senhora
da Oliveira em Guimaraes; a aprendizagem das técnicas basicas de Genética Molecular
(extraccdo do DNA, electroforese em géis de Acrilamida e de Agarose, PCR, RFLP e
sequenciagdo automatica); pesquisa no DNA mitocondrial (mtDNA) e no DNA nuclear,
nas criangas com Surdez Ndo Sindromica, das muta¢cdes mais comuns associadas a
Surdez Neurosensorial, no mtDNA pesquisar as mutagbes no rRNA12S (A1555G,
T1095C), no tRNA™UUUR) (A3243G) e no tRNASUNC) (A7445G, 7472insC, T7511C,
T7510C); no DNA nuclear pesquisar a mutacdo 35delG no gene da conexina 26 (GJB2);
em caso de positividade pesquisar a mutacdo del(GJB6-D13S1830) no gene da conexina
30 (GJBS6). Paralelamente pesquisar a existéncia de infecgéo congénita por CMV através

da pesquisa do DNA virico no cartdo do teste de Guthrie.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Doentes

As criancas registadas, até Janeiro de 2004, com surdez neurosensorial na Consulta de
Otorrinolaringologia do Hospital de Nossa Senhora da Oliveira em Guimaraes foram
convocadas para observagdo em Consulta de Genética no Instituto de Genética Médica
Jacinto Magalhaes, no Porto. O protocolo empregue foi aceite pela Comissdo Consultiva
do Instituto de Genética Médica, de acordo com a Legislagao vigente. O Consentimento

informado foi obtido dos pais das criangas envolvidas neste estudo.

Foram investigadas cinco das sete criangas convocadas, com idades compreendidas
entre os dois e os onze anos, sendo uma do sexo feminino e as restantes do sexo

masculino.

3.2 Estudo

Em cada crianga foi obtida uma historia clinica completa com registo da idade de inicio da
doenca. A pesquisa de possiveis causas ambientais de surdez (infecgao maternofetal,
parto pré-termo, complicagdes perinatais, meningite, parotidite ou outras infecgbes viricas
pos-natais, drogas ototdxicas pré ou pds natais e trauma acustico) foi, igualmente,
realizada. As criangas foram submetidas a um exame fisico cuidado, com avaliacdo
otoscopica e pesquisa sistematica de sinais sugestivos de surdez sindromica
(especialmente dismorfias, alteragbes cutaneas ou da coloragédo do cabelo, anomalias de
coloragdo da iris e alteragdes tiroideias, cardiacas ou branquiais). Foram, também,
submetidas a uma avaliagdo oftalmologica (incluindo fundoscopia), feita pesquisa de
hematuiria e proteinuria e realizado electrocardiograma. Todas as criangas haviam sido
previamente avaliadas por otorrinolaringologista, com determinag&o do tipo de surdez e

do défice auditivo presente.
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3.3 Técnicas para Estudo Molecular

3.3.1 Extracgao do DNA

O DNA foi extraido do sangue venoso colhido com anticoagulante (heparina de litio). Foi
utilizado o Kit QlAmp DNA Blood (QUIAGEN). A extraccdo do DNA iniciou-se pela
aplicacdo de Proteinase K, que permite a lise celular; a amostra digerida foi depois

introduzida numa coluna com membranas de silica que adsorvem o DNA.

Realizaram-se varias lavagens com solugdes de caracteristicas adequadas (concentracao
salina, pH) para remogado das proteinas e outros contaminantes, bem como a eluig&o final
do DNA adsorvido. Este foi recolhido em tubo estéril e congelado (-20°C) até posterior

utilizac&o.

3.3.2 PCR

As sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos, que contém a
mutagdo 35delG no gene da Conexina 26 e as mutagdes 7472insC, T7510C, T7511C e
A7445G no gene mitocondrial tRNAS®" estdo representadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos
do gene da Conexina 26 e do tRNA>

Conexina 26 5-3

Primer SN 26-F TCTGTCCTAGCTATGTTCCTGTG

Primer SN26-B2 CTCCTCGATGTCCTTAAATTC

Primer SN26-F1 ! GAGGAGAG%QAQQAAGTTCAT

Primer SN26-B i CTCTCATGCTé%CTA'I'I’TCTTAATC
|

tRNASer I S

Primer F TAATAGTAGAAGAACCCTCC

Primer B GAGGGCGTGATCATGAAAGG

As condigbes usadas nestas amplificagdes estdo descritas nas Tabelas.3.2 e Tabelas.3.3.
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Tabela 3.2 Condigbes de PCR utilizadas na amplificagdo do fragmento que contém a
mutacdo 35delG no gene da conexina 26

Reagentes Programa
Uiilzadon Quantidade/ pL Volume DNA/ pL Volume Final/ pL Teritiociciador®
H,0 18
Tampzo 10mM 25 T=94°C5’
DNTPs 2mM 2.5 T =94°C 30"
MgCI2 50mM 0.75 05 25 T =60°C 30"
PrimerB 100pmol 0.25 T =72°C 30"
PrimerF 100pmol 0.25 V T=72°C5’
Taq polimerase 0.25

(1) 30 ciclos

Tabela 3.3 Condigdes de PCR utilizadas na amplificacdo do fragmento que contém as

mutacdes mutagdes 7472insC, T7510C e T7511C no gene do tRNA®

Reagentes Programa
{iilzados Quantidade/ pL Volume ADN/ pL Volume Final/ uL ST -
H20 18
Tampao 10mM 25 T=94°C5’
DNTPs 2mM 25 T=04C1°"
MgCI2 50mM 0.75 05 25 T = 5O
PrimerB 100pmol 0.25 T = g
PrimerF 100pmol 0.25 T=72°C5’
Taq polimerase 0.15

(1) 25 ciclos

3.3.3 Sequenciagao Automatica

A sequencia¢do automatica foi realizada num aparelho — ABI PRISM™ 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems). Este tipo de sequenciagdo baseia-se no método
desenvolvido por Sanger et al (1977) e recorre a nuclettidos terminadores da cadeia que

sdo didesoxinucledtidos trifosfatados marcados com um fluorocromo na extremidade
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3°(ddNTP [F1). O sequenciador detecta a fluorescéncia dos quatro didesoxinucleotidos,

distinguindo os diferentes comprimentos de onda de luz emitida por radiagéo da amostra.

A analise das sequéncias foi feita com base na sequéncia do gene do tRNA®® disponivel

na base de dados www.mitomap.org e da Conexina 26 na base de dados

http://genome.ucsc.edu/cqi-bin/hgc.

A preparagdo das amostras (fragmentos de DNA amplificados por PCR) para

sequenciacao envolveu varias etapas:

1) Purificacdo da banda de DNA amplificado que comegou por ser excisada e transferida
para um eppendorf com filtro (Quantum PrepT"'| Freeze Squese DNA Gel extraction Spin
Columns), posteriormente colocada 5 minutos a —20°C e centrifugada a 10000 rpm

durante 10 minutos.

2) PCR de sequenciagéo a partir da banda purificada. Os primers usados estéo referidos
na Tabela 3.1. As condigdes usadas neste PCR estdo representadas nas Tabelas 3.2. e
3.

3) Purificagdo do produto amplificado, com remoc¢do de dNTPs e oligonucleodtidos
excedentes. Para tal, precipitou-se o DNA com etanol (Riedel-de Haen) a 96% e MgClI2 2
mM (Applied Biosystems), seguindo-se uma centrifugacdo de 30 minutos a 14000 rpm,
numa centrifuga refrigerada. Posteriormente, os pellets foram lavados com etanol a 70% e
centrifugou-se novamente a 14000 rpm durante 15 minutos. No final o sobrenadante foi
decantado e as amostras secas a temperatura ambiente, apos o que foram conservadas a

— 20°C até se proceder a analise.

4) Preparacéo final da amostra para a injecgdo no sequenciador, que é dissolvida numa

solucdo de caracteristicas desnaturantes e de elevada viscosidade (Applied Biosystems).
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3.4 PCR-RFLP para a detecgao das mutagoes mitocondriais associadas
a Surdez Neurosensorial — A1555G e T1095C e A3243G

3.41 PCR

As sequéncias dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos que contém os
nucleotidos 1555, 1095 e 3243 estdo representados na Tabela 3.4. As condigbes de PCR

usadas nesta amplificagédo estao descritas nas Tabelas 3.5, 3.6 e 3.7.

Tabela 3.4 Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos
que contém os nucleobtidos 1555, 1095 e 3243

1555 5-3"

Primer F (1555 F) CACAAAATAGACTACGAAAGTGGC
Primer B (1555 B) ACTTACCATGTTACGACTGG
Enzima de Restrigio (Hae lll) Gclcc

1095 5.3

Primer F (1095 F) CCCAAGTCAATAGAAGCCGG
Primer B (1095 B) AACTGTTGAGGTTTAGGGGT
Enzima de Restrigdo (Hph |) GGTGA(N)s!

3243 5-3

Primer F (Rsa 3123 F) CCTCCCTGTACCAAAGGAC
Primer B (Rsa 3337 B) GCGATTAGAATGGGTACAATG
MEnzima de Restrigao (Hae lll) GGlcce

Tabela 3.5 Condigdes de PCR utilizadas na amplificagdo do fragmento que contém o
nucleétido 1555

Reagentes Utilizados Quantidade/ mL XSIIHL;TneL F\i’:alllljlr:‘:L Te:;?)?:::g :or*
H20 18
Tampao 10mM 2.5 T=94°C 5’
DNTPs 2mM 25 0.5 25 T=94°C 30"
MgCI2 50mM 0.75 T =60°C 30"
PrimerB 100pmol 0.25 T=72°C 30"
PrimerF 100pmol 0.25 ) T=72°C5’
Taq polimerase 0.25

(1) 30 ciclos
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Tabela 3.6 Condigdes de PCR utilizadas na amplificagéo do fragmento que contém o
nucleétido 1095

Reagentes Utilizados | Quantidade/ mL :SIL‘;':.IEL F\i’::ljln::L Tezz?:::ggor*
H.0 18
Tampéo 10mM 25 T=04C 5" —T
DNTPs 2mM 2.5 05 25 T=84"04 W i
MgClz 50mM 0.75 T=55¢C1 D
PrimerB 100pmol 0.25 T=720Cc1 "V
PrimerF 100pmol 0.25 T=72°C5
Taq polimerase 0.15 !E

(1) 25 ciclos

Tabela 3.7 Condicbes de PCR utilizadas na amplificagdo do fragmento que contém o
nucleétido 3243

Reagentes Utilizados Quantidade/ mL XSII\IL;H:L F\il::illn:l_ Te:’n:ggc:.slr::or*
Hz0 18
Tampao 10mM 2.5 T=94°C5’
DNTPs 2mM 25 0.5 25 T=04c1
MgClz 50mM 0.75 T=65C1®
PrimerB 100pmol 0.25 T=72°C 45"
PrimerF 100pmol 0.25 T=72°C5’
Taq polimerase 0.15

(1) 25 ciclos

Para confirmar a amplificagdo efectuou-se uma electroforese das amostras num gel de

agarose a 1% com brometo de etidio (Merck) em tamp&o TAE 1X a 115V durante 10

minutos.

3.4.2 Digestao e Electroforese

As condicbes em que foi feita a digestdo dos produtos de PCR encontram-se descritas na
Tabela 3.8.
As enzimas de restrigdo utilizadas s&o a Hae Il (Roche) no caso das mutagbes A1555G e

A3243G. Na mutacdo A1555G a enzima reconhece a sequéncia GG*CC criada pela
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introdugcdo de uma guanina na posigdo 1557. A enzima de restrigdo utilizada para

pesquisa da mutacdo T1095C é a Hph | (BioLabs); nesta mutagdo a enzima reconhece a

sequéncia GGTGA(N)g, criada pela introdugdo de uma guanina na posigdo 1097 que

corresponde a sequéncia normal.

Tabela 3.8 Apresentacgdo das condigdes de digestéo da PCR

Periodo de Incubacgao/

Temperatura de

Reagentes utilizados Quantidade/ pl h incubacdol °C
Produto de PCR 8
Tampéo 10x 1 2 37

Enzima Mvn | 10U/ p

1

Apés a incubacdo das amostras procedeu-se a preparagdo do gel de acrilamida. O

procedimento encontra-se a seguir resumido:

Preparacido do suporte do gel:

1. Colocar a parte hidrofilica do Gelbond® PAG Film (Cambrex) em contacto com a

placa de vidro que contém os marcadores dos pogos

2. Colocar = 20 ul de SigmaCoat (Sigma) no vidro com pogos

3. Juntar os vidros formando uma cassete.

Preparacédo do gel:

O conjunto de reagentes utilizado para a formacéo do gel de acrilamida a 12% encontra-

se representado na Tabela 3.9. Esta mistura & pipetada para o suporte preparado

anteriormente. Depois de ocorrer a polimerizagao, o gel é retirado da cassete.

Tabela 3.9 Preparagéo do Gel de Acrilamida a 12%

Quantidade

Reagentes para o gel de acrilamida
Tampao do gel 7mi
Acrilamida 40% 3ml
Glicerol 87% 750 pl 7
APS 10% 160 pl
TEMED 24 ul
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Electroforese:

1. Pipetar 2 ul de amostra digerida, de amostra nao digerida e de marcador de pesos
moleculares nos respectivos pocos;
Programar a temperatura do aparelho de electroforese (Multiphor) para 12°C:

3. Transferir o gel para a placa de electroforese;
Colocar tiras de papel de filtro Whatman 17 Chr embebidas em tampao (Tris-glicina
125mM; pH 8.8) com corante (Azul bromofenol — Applied Biosystems) na linha
anterior aos pogos e no extremo oposto as tiras com tamp&o sem corante;

5. A voltagem é 195V até o corante passar os pogos e depois é alterada para 250V.

3.4.3 Coloragdao com Nitrato de Prata
Esta coloracéo foi preparada segundo o referido na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 Etapas para a coloragdo com Nitrato de Prata com agitagao

Reagente Utilizado Tempo de Reacgdo Funcgio
Etanol 10% 10° Fixacdo
Acido nitrico 1% 5 Acidificaggdo
Lavar com agua destilada Lavar com agua destilada Lavagem

AgNO3 0.2%

20’(escuro)

Exposicao a Prata (Ag+)

Lavar com agua destilada

Lavar com agua destilada

Lavagem

Carbonato de Sédio 0.28M+

Até aparecerem bandas

Precipitagdo do Ag sobre as bandas

Formaldeido 0.02%

Paragem da reacgao

Acido acético 10%

2

Lavagem

Lavar com agua corrente

Lavar com agua corrente

Esta coloragdo torna possivel a visualizagao das bandas, cujo padréo se encontra referido

em seguida.

Mutacio Surdez A1555G:

~ Sem corte: 339pb
— Normal: 216pb+123pb
~  Mutado: 216pb+93pb+30pb
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Mutacédo Surdez T1095C:

— Sem corte: 201pb
— Normal: 143pb+31pb+27pb
— Mutado: 114pb+29pb+31pb+27pb

Mutacéo MELAS A3243G:

— Sem corte: 238pb
— Normal: 169pb+37pb+32pb
—  Mutado: 97pb+72pb+37pb+32pb
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos Clinicos

As criancas estudadas foram cinco, uma do sexo feminino e quatro do sexo masculino,
com idades compreendidas entre os 2 e os 11 anos (Tabela 4.1). Dois dos doentes
convocados ndo compareceram a consulta por motivos desconhecidos. Todas as criangas

apresentavam surdez neurosensorial diagnosticada por otorrinolaringologista (Tabela 4.2).

Tabela 4.1 Caracterizagdo Epidemioldgica das Criangas estudadas

Doentes Sexo Idade Naturalidade
A Masculino 2 Anos Fafe
B Masculino 10 P;no;‘;m WW Fafe
C Feminino 6 Anos Guimarées
D Masculino 11 Anos - Guimarées
E Masculino 3 Anos Guimaraes
Tabela 4.2 Caracterizagdo da Surdez Neurosensorial
Doentes Surdez Ouvido direito/esquerdo Apoio auditivo k
A Neurosensorial, Pré-lingual 100dB/ 100 dB Amplificador
B Neurosensorial, Pré-lingual 40 dB/ 80 dB Amplificador
C Neurosensorial, Pré-lingual 70 dB/ 90 dB Amplificador
D Neurosensorial, Pré-lingual 70 dB/ 80 dB Amplificador
E Neurosensorial, Pré-lingual 100 dB/ 90 dB Transplante Coclear

Em relagdo aos antecedentes pessoais de realgar o caso A de uma crianga prematura,
que foi também a que teve maiores complicagdes perinatais (suspeita clinica de sépsis
com necessidade de recurso a antibioterapia com aminoglicosideos e hiperbilirrubinemia
com necessidade de fototerapia, alem de complicagdes pulmonares inerentes a
prematuridade). Uma outra crianga (caso B) teve um atraso do crescimento intra-uterino
de causa nao esclarecida. O sofrimento fetal relatado como uma bradicardia fetal ocorreu

numa das criangas (caso E). Em nenhuma das maes houve relato de consumo abusivo de
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alcool e drogas ou necessidade de ingestdo de farmacos; em apenas uma das maes
havia registo das serologias para o CMV durante os dois primeiros trimestres da gravidez
(caso E) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 Antecedentes Pessoais das Crian¢as estudadas

Doentes Antecedentes Pessoais

Prénatais: Serologias maternas sem alteragbes; sem serologia para CMV
A Peri e Neonatais: Pre-termo de 29 semanas (Peso<1500); Apgar 7/9,
Hiperbilirrubinemia, Gentamicina.

Pés-natais; Afraso do desenvolvimenio motor e da linguagem I

Prénatais: Serologias maternas desconhecidas.
B Peri e Neonatais: Parto de termo. Leve para ldade Gestacional (1990g) Apgar?
Pés-natais: Atraso do desenvolvimento psico-motor

Prénatais: Serologias maternas sem alteragdes; sem serologia para CMV
C Peri e Neonatais: Parto de termo. Adequado a Idade Gestacional. Apgar 9/10
Pés-natais: Atraso da linguagem

Prénatais: Serologias maternas desconhecidas.
D Peri e Neonatais: Parto de termo. Adequado & Idade Gestacional. Apgar ?
Pés-natais: Atraso da linguagem

Prénatais: Serologias maternas sem alteragdes; Ndo Imune ac CMV
E Peri e Neonatais: Parto de termo. Adequado 4 Idade Gestacional. Apgar 6/8/10
Pés-natais: Atraso do desenvolvimento psicomotor

Tabela 4.4 Antecedentes Familiares

Doentes Antecedentes Familiares

A Pais jovens, ndo consanguineos
Primo em 1° Grau ex-prematuro com surdez

Pais jovens, ndo consanguineos
B Mée com depresséo e miopia
Irma com epilepsia controlada e miopia

C Pais jovens, ndo consanguineos
D Pais jovens, ndo consanguineos
E Pais jovens, ndo consanguineos

De entre as criangas estudadas, nenhuma apresentava estigmas de surdez sindrémica.
Todas as criangas foram avaliadas por um oftalmologista, que ndo detectou alteragdes,

excepto na crianga referida no caso C, que apresentava miopia.
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4.2 Aspectos Laboratoriais

Os estudos laboratoriais e imagioldgicos efectuados revelaram-se todos eles negativos.
Foi, entdo, efectuada a pesquisa das mutagdes mais frequentes associadas a surdez,
quer no DNA nuclear, quer a nivel do mtDNA. Paralelamente, foi efectuada a pesquisa de
infecgao congénita por CMV no cartdo do teste de Guthrie realizada no Hospital da Cova

da Beira, na Covilha.

As mutacbes pesquisadas no mtDNA e nuclear foram todas elas negativas. Em relagdo a
pesquisa do CMV por PCR, houve apenas um caso de positividade (doente E); a infecgdo

congénita por este agente foi responsavel pela surdez profunda detectada neste doente.

4.3 Discussao

Este trabalho da-nos uma perspectiva global da importancia de uma avaliagdo clinica
individualizada face a uma crianga com surdez, apesar do niumero de casos relatados ser
muito escasso. Apesar das mutagdes pesquisadas nestas criangas terem sido negativas,
é actualmente consensual a importancia de um investimento na pesquisa das mutagdes
mais frequentes associadas a surdez. O unico estudo efectuado em Portugal, até a data,
com a determinacdo das mutagdes mais frequentes associadas a surdez neurosensorial
foi efectuado em 2003 e os resultados relatados em 2004"". Nesse estudo, realizado com
65 doentes portugueses com surdez neurosensorial detectou-se a existéncia da mutagéo
35delG localizada no gene GJB2 em 25% dos doentes, seguida de mutagbes encontradas
no mDNA'. Em estudos efectuados em populagbes saudaveis de Espanha e lItalia, a
prevaléncia de portadores heterozigéticos para 35delG & de 2.5% a 4%, igualando a
mutacdo AF508 do gene CFTR, que origina a Fibrose Quistica®™. Este dado explica a
elevada prevaléncia nos doentes com surdez neurosensorial, ndo sindromica pré-lingual,
de mutacdes no gene GJB2, que pode atingir os 50% em vérias populagdes®’, e a

mutagao 35delG representa 70% de todas as mutagdes da conexina 26%.

A infeccdo congénita por CMV, detectada num dos casos, sabe-se ser, actualmente, a
causa virica mais comum de malformagdes congénitas em paises desenvolvidos®'. Desde
o ano 2000 a possibilidade do diagnostico de infecgdo congénita por CMV a partir da

pesquisa desde virus, por PCR, no Cartdo de Guthrie permitiu um avanco significativo na
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detecgdo, a posteriori, desta infecgdo ocorrida in utero'®. Este teste tem uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 99%, o que o torna um teste de elei¢éo na

detecgéo da infecgdo congénita por este agente'".

Todos os estudos efectuados demonstram que, pela primeira vez, no campo da surdez
existe a preocupagdo com o reconhecimento da gravidade desta alteragdo, com o
diagnéstico clinico e com a investigagdo basica, estando unidos para responder as

questdes de como e porqué um individuo se torna surdo.

Dada a elevada prevaléncia de surdez nos humanos, a identificacdo de genes
relacionados com esta alteracdo, através da pesquisa laboratorial dos mesmos, assim
como através do diagnostico de causas particulares de surdez a nivel clinico, s&o
necessarios para a compreensao completa da complexidade do érgdo auditivo, bem como
para a sua preservacdo e restituigdo da sua funcionalidade'®. Deste modo, existe a
possibilidade da divisdo dos varios defeitos sensorioneurais em varias entidades
nosolégicas. Incluida nessa caracterizacdo deve estar a idade de inicio, o grau de
gravidade, a forma das curvas audiométricas, a progresséo da doencga e as variagdes
fenotipicas inter e intrafamiliares. Em adicdo, informagdo respeitante a associac@o
possivel com disfuncdo vestibular, bem como a presenga/auséncia de anomalias
cocleares detectaveis por Tomografia Computorizada devem estar disponiveis. A
detecgdo de défices auditivos ligeiros em possiveis portadores é importante face a

possibilidade da existéncia de uma surdez autossémica recessiva'®'.

Até a data a maioria da informagdo disponivel diz respeito a formas autossémicas
dominantes de surdez, vivendo as familias estudadas em paises desenvolvidos. Em
contraste, dados mais escassos existem, respeitantes a formas autossémicas recessivas,
na medida em que as familias consanguineas vivem, principalmente nos paises
subdesenvolvidos. A escassez de dados & de lamentar, na medida em que, uma
descricdo clinica detalhada é um pré-requisito para guiar a investiga¢éo futura de
mutagdes num determinado gene em causa e permitir subsequentemente o
aconselhamento genético. Pelos mesmos motivos dados epidemiolégicos respeitantes a
formas hereditarias de surdez sao raros. No entanto, grandes avangos no campo médico
permitiram uma rapida determinagéo da origem genética da surdez num grande numero
de casos. Isto ocorreu pela identificagcdo de dois genes, que frequentemente originam

surdez, apesar da grande heterogeneidade destas formas.
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O gene da conexina 26, com um simples exdo codificador, o que facilita a pesquisa de
mutagdes. Dada a elevada prevaléncia de mutagbes neste gene, o aconselhamento
genético dos surdos &, provavelmente, o maior beneficio na pesquisa da surdez. Em
contraste com outros defeitos sensoriais, nomeadamente deficiéncias da retina, as causas
ambientais frequentemente estao por detras de formas de surdez. Deste modo, quando
confrontados com um caso unico de surdez isolada numa familia que interroga acerca do
risco de recorréncia do defeito, apenas o diagnéstico molecular pode confirmar a origem
genética. A descoberta que as mutagdes no gene da conexina 26 s&do responsaveis por
uma proporgdo elevada de formas isoladas de surdez é de consideravel ajuda no
aconselhamento genético, uma vez que a etiologia genética pode, actualmente, ser
detectada em familias com uma Unica crianga afectada. Em rela¢ao a discusséo ética ela
deve tomar em consideracgéo, por um lado, a qualidade de vida que uma criang¢a surda
pode ter com uma educacao apropriada, apoio auditivo e implantes cocleares e, por outro

lado, a gravidade do defeito auditivo.

O segundo gene rRNA12S, tem a mutacdo A1555G, que e responsavel quer por formas
isoladas de surdez sensorioneural, quer por surdez induzida pelo tratamento com
aminoglicosideos. Do mesmo modo, grande parte da informacéo respeitante a esta
mutagado é derivada da populacdo europeia, nomeadamente espanhola. Assumindo que a
mutacdo A1555G também é frequente noutras populacdes, a sua descoberta devera ter
aplicagcdo meédica imediata na prevencdo do uso futuro dos aminoglicosideos. Este
trabalho realga a importancia da pesquisa na histéoria clinica de todos os membros da

familia da crianga, que sao candidatos a tratamento com estes antibioticos.

Desta forma, esta investigacdo podera resultar num futuro proximo, no desenvolvimento
de novos tratamentos. Os tratamentos disponiveis, até a data, sdo a amplificagdo do som
ou a estimulagdo do nucleo ou nervo coclear através de implantes auditivos no tronco

cerebral ou coclear, respectivamente.
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5 CONCLUSAO

Actualmente conhece-se através do isolamento de alguns genes causadores de surdez as
anomalias celulares, fisioldégicas e do desenvolvimento que estdo na origem da surdez
hereditaria. Consequentemente o desenvolvimento de novos tratamentos apenas sera
possivel quando a minima quantidade de conhecimento respeitante a cada um destes

processos alterados se acumular.

Esforcos paralelos para induzir a regeneracdo das células do ouvido interno e para
introduzir genes de substituicio através de vectores virais'®, poderdo ser uma via de

investigagao.
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