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A presbiacusia é a causa mais comum de deficiéncia auditiva, geralmente associada ao envelhecimento, em
paises industrializados. A possibilidade para a identificacao de mutacdes genéticas associadas a presbiacusia tem
importante significado clinico.

avaliar a presenca da delecao mitocondrial de 4977 pares de bases em pacientes brasileiros com presbiacusia
documentada.

Estudo de casos em corte transversal. Cem pacientes nao relacionados, de ambos os géneros, foram clinicamente
examinados para se excluir formas sindromicas de surdez. O DNA foi extraido de amostras de leucocitos de
sangue periférico e primers especificos foram designados para amplificar o gene do citocromo b e a delecao
de 4977pb do DNA mitocondrial, usando a técnica da rea¢ao em cadeia da polimerase.

Uma regiao do gene do citocromo b foi amplificada sendo confirmada a presenca do DNA mitocondrial em todas
as amostras de leucdcitos, assim como a regido nao-deletada do DNA mitocondrial. A delecao mitocondrial
mtDNA4977 nao foi identificada em todas as amostras analisadas. Foram encontradas as presbiacusias, do tipo
sensorial, neural e estrial, respectivamente, em 38, 23 e em 18 dos pacientes analisados, de acordo com os
aspectos audiométricos.

Estes resultados moleculares nao sao concordantes com relatos da literatura, mas nao descartam a possibilidade
da existéncia de mutacoes em outros genes nos pacientes e, reforcam a importancia de se identificar as causas
genéticas subjacentes da presbiacusia, na populacao brasileira, a fim de propiciar melhor compreensao das
doencas da orelha interna.

presbiacusia, deficiéncia auditiva, DNA mitocondrial, andlise molecular, delecaio mtDNA4977.

Presbyacusis is the most common cause of auditory dysfunction that is generally associated with aging in
industrialized societies. The ability to identify genetic mutations associated with presbyacusis has significant
clinical importance.

The aim of this study was to assess the presence of the mitochondrial 4977-base pair deletion in Brazilian patients
with documented presbyacusis.

Case studies in transversal cut. One hundred unrelated patients of both sexes were clinically examined to
exclude syndromic forms of deafness. DNA was extracted from peripheral blood leukocytes samples, and
specific oligonucleotide primers were designed to amplify the cytochrome b gene and the 4977-bp deletion
of the mitochondrial DNA using the polymerase chain reaction.

A region of the cytochrome b gene has been previously amplified and the presence of the mitochondrial DNA
and the nondeleted mitochondrial DNA was confirmed in all of the human leukocytes samples. The mitochondrial
DNA4977 deletion was not identified in any of the samples analyzed. Sensory, neural and strial presbyacusis
were documented in 38, 23 and 18 of the analyzed patients, respectively.

These molecular findings disagree with reports but don’t discard the possibility of the existence of mutations
in other genes in the patients and, highlight the importance of identifying the underlying genetic causes of
presbyacusis, in the Brazilian population, to provide a better understanding of the internal ear diseases.
presbyacusis, hearing loss, mitochondrial DNA, molecular analysis, MtDNA4977 deletion.
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INTRODUCAO

Mutagoes genéticas podem ocorrer em genes
nucleares ou mitocondriais. As mutacdes no DNA
mitocondrial (mtDNA) sao de heranca exclusivamente
materna, sendo responsaveis por 0,5% a 1% das causas
genéticas de deficiéncia auditiva sensorioneural, mas
podendo ocorrer mutagdes espontaneas. Estudos
morfolégicos, bioquimicos e moleculares demonstram
que a fosforilacio oxidativa normalmente declina com a
idade. Além disso, delecoes no DNA mitocondrial tém
sido encontradas em varios tecidos humanos, de idade
avancada, e em tecidos de pacientes com doencas
degenerativas (1).

Estudos demonstram que a deficiéncia auditiva
progressiva, associada a idade, é ocasionada por uma
delecao mitocondrial de 4977 pares de bases (pb),
denominada del mtDNA®” sendo, comumente,
relacionada a presbiacusia, de ocorréncia espontanea e
sem historia familial (2,3). A presbiacusia € caracterizada
por uma deterioragido progressiva, insidiosa e bilateral da
sensibilidade auditiva, geralmente associada a idade,
apresentando um padrao de curva descendente, com
perda acima de 2000Hz aos exames audiométricos de
tom puro, nos estagios iniciais. Ocorre, em parte, como
consequéncia de alteracoes degenerativas cocleares.
Aproximadamente, 23% da populac¢do entre 65 e 75 anos
de idade e 40% da populacio, acima dos 75 anos é
acometida, sendo esta, a forma mais comum de deficiéncia
auditiva nos Estados Unidos (3).

E classificada em quatro tipos distintos pela correlacio
entre os aspectos histopatolégicos e audiométricos: sensorial,
neural, estrial ou metabdlica e condutiva coclear podendo,
essas classificacoes, terem diferentes bases moleculares
(4). Em adico a essas quatro classificacoes, ha mais duas
outras: mista (associacdo de um ou mais tipos) e
indeterminada (n2o ha possibilidade de correlacio entre os
critérios histopatologicos e audiométricos) (5). O objetivo
do presente estudo é verificar, pela técnica da PCR, a
freqiiéncia da muta¢ao mitocondrial del mtDNA®”, em
pacientes brasileiros com presbiacusia documentada.

CasuisTica E METODO

No periodo de Marco a Junho de 2006, foi realizado
um estudo de corte transversal, no qual foram estudados
100 pacientes, do Ambulatério de Otorrinolaringologia da
Instituicdo, de ambos os géneros (61 do género masculino
e 39 do género feminino), com idade entre 48 anos e 89
anos, com presbiacusia documentada. Os pacientes foram
incluidos no estudo ap6s serem avaliados pelo menos por
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duas vezes ap6s o diagndstico de presbiacusia. Em todos
os pacientes incluidos foram realizadas as avaliacdes clinica,
sempre pelo mesmo otorrinolaringologista, audiométrica,
emambasas orelhas, pela mesma audiologista e a avaliacao
molecular do DNA mitocondrial pelo mesmo pesquisador.
Foi obtido o termo de consentimento informado de todos
0s pacientes ou responsaveis.

2.1 Avaliacao clinica

Cada paciente foi submetido 2 completa anamnese
para investigar idade de inicio da deficiéncia auditiva,
presenca de outros casos na familia e excluira possibilidade
de causas ambientais: infeccdes materno-fetais,
complicacdes perinatais, meningites, uso de drogas
ototoxicas, trauma acustico, diabetes, etc. Os exames
fisicos, otorrinolaringologico e sistémico, foram realizados
para se excluir sinais sugestivos de formas sindrémicas de
deficiéncia auditiva (especialmente dismorfismo cranio-
facial, alteracoes tegumentares, anomalias de origem
branquial, cardiaca, tireoidiana, distirbios da visio, miopatias
associadas ou nao a diabetes, distirbios de marcha, etc.).
Além disso, os pacientes foram submetidos a avaliacio
oftalmoldgica (incluindo fundoscopia), testes vestibulares
e tomografia computadorizada de osso temporal. Estes
exames foram realizados para se excluir pacientes com
deficiéncia auditiva causada por fatores ambientais,
malformacodes congénitas de orelha interna ou por sindromes
genéticas.

Os pacientes foram audiologicamente testados por
imitanciometria, com o aparelho Modelo ZODIAC 901° -
MIDDLE EAR - ANALYZER MEDSEN ELETRONIC (EUA),
e audiometrias de fala e de tom puro, com o audidmetro
de diagnéstico - Modelo MAICO MA 41 (Maico Hearing
Instruments INC, Mineapolis, EUA), realizada no
Ambulatério de Fonoaudiologia da Institui¢ao e incluidos
aqueles com os seguintes parametros audiométricos para
o diagndstico e classificacio da presbiacusia (4,5): a)
sensorial - queda nas freqiiéncias agudas, geralmente com
boa discriminacio, podendo poupar as freqiiéncias da
area da conversacio. Audiograma em curva descendente,
de progressao lenta e o indice de reconhecimento de fala
(IRF) pouco afetado; b) neural: ha perda maior da
discriminac¢ao vocal e menor perda dos limiares tonais.
Audiograma em curva descendente e o IRF muito baixo;
o) metabolica (estrial): ha boa discrimina¢ao vocal e o IRF
baixo. Curva audiométrica € plana, com perda em todas
as freqiiéncias; d) condutiva coclear (mecanica):
audiograma em curva descendente com a discriminacao,
geralmente, preservada; ) mista: associacao das diferentes
classificacoes; e) indeterminada: curva audiométrica
compativel com a da presbiacusia, mas sem correlacio
comas da classificacio.
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2.2 Analise molecular

O DNA gendmico (nuclear e mitocondrial) foi
extraido de amostras de leucocitos de sangue periférico
coletadas de cada paciente selecionado, usando o GFX™
Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.), de acordo com o protocolo do
fabricante, sendo o procedimento realizado na Unidade
de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular (UPGEM)
da Instituicao.

Para se detectar a delecio mtDNA®” fragmentos
do DNA mitocondrial, que abrangem a regiao da delecio,
foram amplificados pela técnica da Reacio em Cadeia da
Polimerase (PCR) sendo utilizados dois pares de iniciadores
ou primers, que sao oligonucleotideos sintéticos (6). O par
1 foi sintetizado de modo que abrangesse as seguintes
posicoes do DNA mitocondrial: primer foward(F1), posicio
de 8225 a 8247 e o primer reverse (R1), posicao de 13574
a13551. O comprimento do nucleotideo flanqueado pelos
primers F1-R1 (par 1) € de 5350 pb no DNA mitocondrial
normal. E, o primer foward do par 2 (F2), foi sintetizado de
modo que abrangesse as posicdes 13176 a 13198, e o
primer reverse (R2), as posicoes de 13724 a 13705. O
tamanho esperado do fragmento amplificado pela PCR
usando os primers F2-R2 (pair 2) é de 549 pb no DNA
mitocondrial nao deletado. Um fragmento de 373 pb é
amplificado, pelos primers F1-R1 (par 1), na presenca da
delecao de 4977 pb, comumente observado no DNA
mitocondrial mutante. A delecio mtDNA®” ocorre entre
duas sequéncias diretas repetidas (ACCTCCCTCACCA) no
DNA mitocondrial, nas posicoes 8470-8482 e 13447-
13459.

Todas as amostras também foram analisadas para
amplificacao de determinada regiao do gene do citocromo
b. Esta regiao especifica, uma drea altamente conservada
do genoma mitocondrial, atua como um controle para
verificara presenca do DNA mitocondrial, nas amostras do
estudo. Com primers especificos para esta regiio, um
produto de 161 pb é esperado ser amplificado apds técnica
da PCR (7).

Todos os primers utilizados para a realizaciao das
PCR abrangem regioes, da sequéncia mitocondrial
codificada, do Human Mitochondrial DNA Revised
Cambridge Reference Sequence (8) e todas as reacoes de
PCR foram processadas em ciclador de temperatura
(Eppendorf®, Modelo Mastercycler Personal, EUA).

Os produtos das reacodes de PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampao TBE
1X, contendo brometo de etidio, na concentracio de
0,5mg/mL, submetidos a iluminacio ultravioleta, para
confirmar o sucesso da reacio e o gel, fotodocumentado.
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Aprovacao Comité de Etica

O estudo foi aprovado (Protocolo n®083/2005) pelo
Comité de Etica em Pesquisa Humana da presente Instituicao
e pelo Comité Nacional em Pesquisa Humana de Brasilia
(DF), Brasil.

Estudo estatistico

Foram avaliados 100 pacientes, em estudo piloto,
para estimativa da proporcao (p) de portadores da delecao
mitocondrial mtDNA®”" nesta amostra inicial. A esta
proporcao (p), apds ter sido determinada, foi aplicada a
formula estatistica “dimensionamento de amostra com
populacio conhecida”, obtendo-se o tamanho da amostra
final (n) necessdria para representar estatisticamente a
populacio total (Np) de pacientes atendidos no periodo
determinado para a realizacdo da pesquisa (Np=123
pacientes). Para o calculo da amostra final (n) foi utilizada
areferida formula estatistica, com os seguintes parametros:
p=0,00 (estimado pela amostra piloto); q=0,99; zc=3,00
(99,74% de confiabilidade); e=0,03 (3% de erro de
estimativa); Np=123 (tamanho da populacao no periodo
do estudo).

Formula: (n=zc?y py g N /ey (N - D +zc*x pyq)
Foram calculadas porcentagens e médias com os

desvios padroes das mesmas, sendo os resultados expressos,
respectivamente, em %, (DP,) e , (DP).

ResuLTADOS

Do total de 100 pacientes brasileiros, 61 (61%,
DP, =4,87) sao do género masculino e 39 (39%, DP, =4,87)
do género feminino. Em relacdao a faixa etaria, a idade
variou de 48 a 76 anos para o género masculino, sendo a
média de 70,35 anos (DP=1,02) e para o género feminino
aidade variou de 54 a 89 anos, sendo a média de 74,03 anos
(DP=1,00).

Os resultados, a seguir, sio apresentados
conforme obtidos apds realizacio das técnicas
moleculares: extracio de DNA gendmico (nuclear e
mitocondrial) e técnica da PCR, com posterior eletroforese
em gel de agarose.

Extracao do DNA genémico:
Foi possivel a extracao do DNA, a partir de leucdcitos

de sangue periférico, de todas as amostras do estudo
(100%).
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Técnica da PCR para amplificacdo do
gene do citocromo b:

Realizada para se confirmar a presenca ou nao de
DNA mitocondrial nas amostras. Foi possivel a amplificacio
do gene do citocromo b, em um fragmento de 161 pb,
confirmando-se a presenca de DNA mitocondrial em todas
as amostras do estudo (100%).

Técnica da PCR para amplificacdo do
fragmento que abrange a regiao da
delecao de 4977 pb:

Realizada para se verificar a presenca ou nao da
delecio. Nao foiidentificado, em todas as amostras (100%),
o fragmento de 373 pb que seria amplificado caso houvesse
a delecao. Portanto, observou-se o fragmento de 5350 pb
indicando que as amostras do estudo nao apresentam a
referida delecao.

Técnica da PCR para controle de
amplificagao:

Realizada como controle de amplificacao da PCR,
que abrange a regido da delecao, a fim de se confirmar a
presenca ou nao da delecio nas amostras pois, o produto
desta PCR, um fragmento de 549 pb, se amplifica nos
genomas mitocondriais normais, o que nao ocorre nos
deletados. Foi possivel a amplificacao do fragmento de 549
pb confirmando-se, portanto, a auséncia da delecao de
4977 pb em todas as amostras do estudo (100%).

Os resultados relacionados a classificacio da
presbiacusia, de acordo com os critérios audiométricos,
estiao apresentados na Tabela 1.
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DiscussAo

Este estudo permitiu, pela técnica da Reacio em
Cadeia da Polimerase (PCR), realizar a andlise molecular do
DNA mitocondrial a fim de investigar a frequéncia da
delecio mtDNA%®”7 em pacientes brasileiros com
presbiacusia.

Desde que o conceito de deficiéncia auditiva
associada a idade foi introduzido no final do século XIX,
extensivos estudos tém sido realizados para o diagnéstico
etiolégico, patologico, histologico e epidemiolégico da
presbiacusia e, embora seja comum em paises
industrializados, € rara em outros paises podendo, essa
diferenca, ser atribuida a diferencas ambientais, dietéticas
e fatores genéticos (2,9,10).

Uma vez que € impossivel de se analisar a delecio
comum do envelhecimento de amostras extraidas do osso
temporal

de individuos vivos, alguns estudos tém utilizado a
técnica da PCR para verificar a presenca de delecoes no
DNA mitocondrial, ndo apenas em amostras arquivadas de
osso temporal humano (2,10-12), mas também em
leucéeitos humanos (6,13), como realizado no presente
estudo, mesmo podendo nao refletir a quantidade de
mitocOndrias existentes no tecido sensorial auditivo (6).

Em estudos realizados foram encontradas a delecao
mtDNA®" e a mutacio mtDNA A3243G em pacientes
japoneses com surdez sensorioneural, revelando que é
possivel a identificacio de delecoes e/ou mutacdes no
DNA mitocondrial pela anilise em leucécitos, encontrando,
respectivamente, a frequéncia de 75% (45/60) (6) e 15%
(3/20) (13) nos casos analisados.

Tabelal: Distribuicao dos resultados, em percentagens (%), de acordo com o
género dos pacientes (N) relacionados a classificacao da presbiacusia.

Classificacao Género

daPresbiacusia  Masculino(N) % Feminino (N) % Total %
Sensorial 29 29% 9 9% 38 38%
Neural 16 6% 7 7% 23 23%
Metabdlica 7 7% 12 12% 19 19%
Mista 8 8% 7 7% 15 15%
Cond. Coclear I 1% 4 4% 5 5%
Total 6 61% 39 39% 100 100%
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O numero da amostra do presente estudo, 100
casos, foi muito superior aos estudos realizados tanto em
cortes histolégicos de coclea humana ou de roedores como
em leucécitos humanos, variando de 3 a 60 casos
(2,6,7,12,13). A metodologia utilizada no presente estudo
foi semelhante as descritas na literatura (6,7), permitindo
a amplificacio do DNA mitocondrial nao-deletado e da
regido especifica do gene do citocromo b, uma area
altamente conservada do genoma mitocondrial atuando
como um controle para verificar a presenca de DNA
mitocondrial nas amostras.

Mas, mesmo com uma casuistica maior e metodologia
rigorosamente semelhante aos estudos de referéncia (6,7)
nao foi encontrada a delecio mtDNA®” em todas as
amostras analisadas, diferentemente dos estudos revisados
que encontraram a delecio em uma frequéncia de 47% a
66% dos casos, incluindo analises em cortes histolégicos de
coclea e em leucdcitos, conforme referido anteriormente
(2,6,7,12,13). Excecao ao Gnico estudo descrito (2) no qual
0s autores analisaram cortes histologicos arquivados de
osso temporal de trés pacientes com presbiacusia,
encontrando um paciente sem a delecio mtDNA®7.

No presente estudo, os fenotipos dos pacientes
com presbiacusia estao de acordo com a classificacao de
ScuurnecHT et al. (1993) (4,5), seguindo-se os padrdes da
curva audiométrica. Mesmo a maioria tendo apresentado
os tipos mais comuns sensorial, neural e metabdlica, nao foi
estabelecida relacao molecular nos diferentes fendtipos
encontrados na amostra, apesar de os critérios de selecao
dos pacientes e resultados fenotipicos do presente estudo
terem sido semelhantes aos da literatura, nos quais foi
determinada uma relacio de hereditariedade, isto é,
pacientes com os tipos sensorial ou estrial apresentaram a
delecio, permitindo aos autores estabelecerem uma relacio
molecular com as alteracoes histopatologicas existentes
nos varios tipos de presbiacusia encontrados 41>

As diferencgas nos resultados moleculares obtidos no
presente estudo poderiam ser explicadas por algumas
razoes que talvez justificassem o porque destes pacientes
com presbiacusia nao apresentarema delecao: as diferentes
classificacoes da presbiacusia, a sua heterogeneidade
genética e o fato de a mesma ser um processo multifatorial
influenciado por fatores hereditarios e varidveis ambientais
(7) além de, a composicio étnica da populacdo brasileira
seraltamente heterogénea, resultando em diferentes indices
de prevaléncia entre as regides brasileiras, justificando,
conforme descrito na literatura, que a presbiacusia faz parte
de processos multifatoriais podendo ocorrer diferencas
etiologicas entre diferentes sociedades (7,11,16).

Provavelmente, a susceptibilidade ao acamulo de
delecoes mitocondriais varia entre individuos e entre

Arq. Int. Otorrinolaringol. / Intl. Arch. Otorhinolaryngol.,
Sao Paulo, v.11, n.2, p. 143-148, 2007.

diferentes populacoes. Em algumas pessoas o acimulo de
delecoes, durante o processo de envelhecimento, talvez
possa ocorrer mais lentamente contribuindo, juntamente
com outras alteracdes mutagénicas no DNA mitocondrial
tais como as lesdes induzidas pelos radicais livres, para a
perda da produciao bioenergética mitocondrial. Sendo
assim, a quantidade de delecdes e o limiar para a expressao
das doencas mitocondriais podem variar entre individuos e
populacoes (17).

Muitas delecoes podem contribuir para a presbiacusia
e a delec@o mitocondrial mtDNA®" pode ser apenas uma
delas. A identificacao de causas genéticas subjacentes da
presbiacusia € fundamental para auxiliar no aconselhamento
de familias e para permitir reabilitacdo precoce tendo,
como consequéncia, a inclusao e/ou reinclusio nas atividades
sociais e profissionais, além de propiciar um convivio
familiar digno a todos estes pacientes.

Ha4 a necessidade de um estudo multicéntrico para
se determinar a atual prevaléncia da delecio mtDNA®” na
populagio brasileira e, também, para investigar outras
mutacdes que possam estar associadas ao envelhecimento
e a presbiacusia.

CoNcCLUSAO

A auséncia da mutacao del mtDNA®”’ no genoma
mitocondrial, n2o descarta a possibilidade da existéncia de
mutacdes em outros genes nos pacientes com presbiacusia,
o que sugere a necessidade de estudos posteriores.

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), com o protocolo utilizado, ¢ um método de ficil
execucdo para rastreamento da delecio mitocondrial
mtDNA®7” colaborando, portanto, para a investigacio
molecular da presbiacusia.
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