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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Rastreamento da mutaciao
mitocondrial A1555G em
pacientes com defici€éncia
auditiva sensorioneural

Luciano Pereira Maniglia’, Bruna Carolina Lemos
Moreira®, Magali Aparecida Orate Menezes

da Silva’, Vania Belintani Piatto®, José Victor
Maniglia®

Resumo

A mutacao mitocondrial A1555G é a principal alteracao
associada a surdez ocasionada pelo uso de aminoglicosideos.
Obijetivo: Investigar a prevaléncia da mutacio A1555G em
pacientes com deficiéncia auditiva sensorioneural com e sem
uso de antibiéticos aminoglicosideos. Material e Método:
Estudo em amostras de 27 pacientes com surdez, como ca-
sos, e em 100 neonatos, com audicio normal, como grupo
controle. O DNA foi extraido de leucécitos de amostras de
sangue e “primers” especificos foram utilizados para amplifi-
car o gene do citocromo b e a regido que abrange a mutacio
A1555G do DNA mitocondrial, usando as técnicas da Reacao
em Cadeia da Polimerase e do Polimorfismo no Comprimento
de Fragmentos de Restricao. Desenho Cientifico: Estudo de
casos em corte transversal. Resultados: A regiio do gene do
citocromo b foi amplificada, sendo confirmada a presenca
do DNA mitocondrial em todas as 127 amostras do estudo.
A mutagao A1555G nio foi identificada nos 27 pacientes
com deficiéncia auditiva e no grupo controle (100 neonatos).
Conclusodes: Os resultados sio concordantes com estudos
que relatam que a muta¢io A1555G nio ¢é prevalente nas
Américas. Ha interesse na determinacdo da real prevaléncia
dessa mutacio e na investigacao de outras mutacdes que
possam ocasionar deficiéncia auditiva associada ou nao ao
uso de aminoglicosideos na populacio brasileira.

Screening of the mitochondrial
A1555G mutation in patients
with sensorineural hearing loss

Palavras-chave: aminoglicosideos, deficiéncia auditiva,
DNA mitocondrial, mutagao.
Keywords: aminoglycosides, hearing loss, mitochondrial
DNA, mutation.

Summary

The A1555G mitochondrial mutation is the main alteration
associated with aminoglycoside-induced deafness. Aim:
to investigate the prevalence of the A1555G mutation in
patients sensorineural hearing loss patients with and without
aminoglycosides antibiotic use. Material and Method: a study
of 27 cases with deafness as the sample, and 100 neonates
with normal hearing as the control group. DNA was extracted
from blood leukocyte samples, and specific oligonucleotide
primers were designed to amplify the cytochrome b gene
and the region which encloses the A1555G mutation of the
mitocondrial DNA using the polymerase chain reaction and
restriction fragment length polymorphism. Design: a cross-
sectional case study. Results: a region of the cytochrome
b gene was amplified and the presence of the mtDNA was
confirmed in all of the 127 cases. The A1555G mutation was
not found in any of the 27 patients with hearing loss or the
control group with 100 neonates. Conclusion: the results
agree with studies stating that the A1555G mutation is not
prevalent in the Americas. There is interest in establishing
the real prevalence of this mutation and to investigate other
mutations that may cause hearing loss, associated or not with
the use of aminoglycosides, in the Brazilian population.
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INTRODUCAO

Nos paises desenvolvidos, estima-se que a cada 750
nascimentos, uma crianca apresenta deficiéncia auditiva do
tipo sensorioneural e, também uma, em cada 1000 criangas,
torna-se surda antes de alcancar a idade adulta. A preva-
léncia continua a aumentar e alcanca indices de 50% em
octogendrios'. Aproximadamente, 60% de todas as causas
de deficiéncia auditiva pré-lingual podem ser atribuidas a
fatores genéticos. Desse modo, a etiologia genética passa
a ter cada vez mais relevancia nos casos de deficiéncia
auditiva e/ou surdez. Os 40% restantes estao entre as mais
diversas etiologias®. Existem trés formas identificaveis de
padrao de heranca para a deficiéncia auditiva hereditaria:
autossOmica recessiva, autossdmica dominante e ligada ao
cromossomo X. Cerca de 75% a 85% dos casos de defici-
éncia auditiva pré-lingual nao-sindrémica manifestam-se
como formas autossdmicas recessivas. Formas autossoOmi-
cas dominantes correspondem a cerca de 15% a 25% dos
casos e os restantes 1% a 3%, sio herancas mendelianas
ligadas ao cromossomo X. Também sao descritas formas
herdadas exclusivamente da maie, correspondendo a
heranca mitocondrial, em cerca de 0,5% a 1% das causas
genéticas de deficiéncia auditiva sensorioneural, mas po-
dendo ocorrer mutacdes espontineas*’. A relacao entre
doenca mitocondrial e deficiéncia auditiva foi estabelecida
em 1986, pelo estudo de um paciente com miopatia mi-
tocondrial e deficiéncia auditiva®.

Mutacoes mitocondriais, especialmente nos genes
12S rRNA e tRNASer(UCN), sao causas importantes de
deficiéncia auditiva sensorioneural nao-sindromica, em
algumas populacoes’. Dentre todas essas mutacdes, uma
substituicao de bases nitrogenadas A->G, na posi¢io 1555
no gene 12S rRNA do DNA mitocondrial, é de particular
interesse como a principal causa de deficiéncia auditiva
relacionada ao uso de antibidticos aminoglicosideos. Foi
identificada, em 1993, em um estudo que a descreveu
como uma muta¢ao no rRNA mitocondrial que ocasiona-
va deficiéncia auditiva nao-sindrémica, sendo a primeira
andlise molecular genética relacionada a ototoxicidade
induzida por aminoglicosideos®.

Varios estudos tém proposto que a mutacdo
A1555G, pela substituicao das bases nitrogenadas, cria um
novo par de bases C-G tornando, a estrutura secunddaria
do gene 12S rRNA humano, estritamente semelhante a
regido correspondente do gene 16S rRNA da E. coli sen-
do, essa, referida como a regiio decodificante do rRNA
bacteriano e um importante local de acio dos antibiéticos
aminoglicosideos®’. Sendo assim, a ligacao de aminoglico-
sideos a regido decodificante resulta em erros na traducao
protéica com concomitante morte bacteriana e, quando ha
a mutacdo, geralmente em homoplasmia, pelas alteracoes
no gene 12S rRNA humano, que o tornam de estrutura
semelhante ao rRNA bacteriano, ocorre também a ligacao

dos aminoglicosideos no DNA mitocondrial das células co-
cleares, potencializando seu efeito toxico na orelha interna,
ocasionando deficiéncia auditiva. Portanto, esses estudos
demonstram o modo de reconhecimento, altamente espe-
cifico, entre moléculas de RNA e aminoglicosideos’.

Em contraste as mutacoes mitocondriais sindromicas
que, usualmente, afetam somente uma fracao de todas
as moléculas do DNA mitocondrial (heteroplasmia), as
mutacoes associadas a deficiéncia auditiva sensorioneural
nao-sindromica sao, freqiientemente, homoplasmicas e
o fendtipo difere consideravelmente entre membros de
uma mesma familia, variando de grau profundo a au-
dicao completamente normal. Virios fatores, tais como
genes nucleares, haplotipos do DNA mitocondrial, fatores
ambientais ou efeitos tecido-especificos atuam indepen-
dentemente ou em combinacio, podendo influenciar a
expressao clinica, mas estudos nao tém identificado genes
modificadores nucleares ou correlagio entre a mutacio e
haplétipos mitocondriais. O tnico fator ambiental conheci-
do em afetar a mutacio A1555G € o grupo de antibiéticos
aminoglicosideos®.

Embora as mutacoes mitocondriais tenham grande
importancia na etiologia da deficiéncia auditiva sensorio-
neural, existem poucos estudos em paises em desenvolvi-
mento, especialmente no Brasil. Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia da
mutacao mitocondrial A1555G, em amostra de pacientes
com deficiéncia auditiva sensorioneural nio sindrémica
com e sem exposicao aos aminoglicosideos.

CASUISTICA E METODO

No periodo de Setembro a Outubro de 20006, foi
realizado um estudo de corte transversal no qual foram es-
tudados 20 casos-indice com deficiéncia auditiva sensorio-
neural nao-sindrémica (12 do sexo masculino e 8 do sexo
feminino), com idade entre 1 e 37 anos, os quais ja haviam
sido anteriormente submetidos a andlise molecular do gene
GJB2 e da mutacao D(GJB6-D13S1830) e ndo apresentaram
qualquer alteracao molecular®. Os casos-indice estudados
eram constituidos por 16 casos esporadicos (Gnico caso na
familia) e 4 familiais (casos familiais). Destes casos fami-
liais, foram avaliados também os parentes com deficiéncia
auditiva (2 do sexo masculino e 5 do sexo feminino), com
idade entre 5 e 45 anos. Portanto, foi estudado um total
de 27 pacientes com deficiéncia auditiva.

Cada paciente foi submetido 2 completa anamnese
para investigar idade de inicio da deficiéncia auditiva,
presenca ou nio de outros casos na familia, uso ou
nio de drogas ototoxicas (aminoglicosideos) e excluir
a possibilidade de outras causas ambientais: infeccoes
materno-fetais, complicacoes perinatais, meningites, trau-
ma acustico, casamento consangiiineo. Os exames fisicos,
otorrinolaringoldgico e sistémico e exames complemen-
tares foram realizados para se excluir sinais sugestivos de
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formas sindrémicas de deficiéncia auditiva (especialmente
dismorfismo cranio-facial, alteracdes tegumentares, anoma-
lias de origem branquial, cardiaca, tireoidianas, distarbios
da visao, etc.). Além disso, os pacientes foram submetidos
a avaliaclo oftalmoldgica (incluindo fundoscopia), testes
vestibulares e tomografia computadorizada de osso tem-
poral. Portanto, toda a avaliacao clinica foi realizada para
se excluir pacientes com deficiéncia auditiva causada por
fatores ambientais, exceto o uso de aminoglicosideos,
por consanglinidade, malformacdes congénitas de orelha
interna ou por sindromes genéticas. Os pacientes foram
audiologicamente testados por audiometria de tom puro
e incluidos aqueles com deficiéncia auditiva sensorio-
neural nao-sindromica classificada como leve (25-40 dB),
moderada (41-60 dB), grave (61-80 dB) ou profunda (>81
dB)10.

Os pacientes incluidos foram identificados como
Grupo Deficiente Auditivo (GDA) sendo dividido em dois
subgrupos:

. Grupo GDA T - pacientes que fizeram uso de an-
tibiéticos aminoglicosideos (n=13).

. Grupo GDA II - pacientes que nao fizeram uso de
antibioticos aminoglicosideos (n=14).

Como Grupo Controle (GC) foram incluidos no
estudo 100 neonatos, com teste normal de emissdes oto-
acusticas realizado até 3 dias apos o nascimento a termo
e com indice de Apgar >7 no 1° minuto.

Foram coletados 4,0mL de sangue total (de veia
periférica no Grupo GDA e de cordao umbilical, apds sua
ligadura, no Grupo Contrrole) em um tubo Vacutainer®
contendo anticoagulante (EDTA), com prévia obtencio do
termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes
ou responsaveis. O protocolo para este estudo foi aprova-
do pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Instituicao
(Protocolo n? 2784/2006). O DNA genOmico foi extraido
das amostras de sangue de ambos os Grupos usando o
GFXTM Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.), de acordo com o protocolo do fa-
bricante. Para se detectar a mutacao A1555G"!, fragmentos
do DNA mitocondrial, que abrangem a regiao da mutacio,
foram amplificados pela técnica da Reacio em Cadeia da
Polimerase (PCR - Polimerase Chain Reaction), no termoci-
clador Applied Biosystems - GeneAmp PCR System 9700°.
Para esta reacio foi sintetizado um par de iniciadores ou
“primers”. A partir destes, os desoxinucleotideos trifos-
fato (dNTPs) sao incorporados, iniciando a amplificacao
do DNA, respeitando-se a complementaridade de bases
(A-T/C-G) sendo obtida, por fim, a amplificacio do DNA
mitocondrial. As sequéncias dos oligonucleotideos dos
“primers” e as condi¢coes para a reacio da PCR foram de
acordo com as descritas na literatura''.

Como produto da reaciao da PCR, foi amplificado
um fragmento de 643 pb o qual, posteriormente, foi sub-
metido a andlise de restricao pela técnica do Polimorfismo
no Comprimento de Fragmentos de Restricio (RFLP -

Restriction Fragment Lengt Polymorphism), utilizando-se
a enzima BsmAI'" (New England Biolabs)®, por 2 horas
a 55°C. A digestao enzimatica do fragmento de amostras
normais para a mutacao A1555G produz dois fragmentos
de 413 pb e 230 pb, devido o reconhecimento do sitio de
restricio da enzima BsmAI. As amostras com a mutacao
produzem apenas o fragmento de 643 pb, pois ndo had o
reconhecimento do sitio da enzima, devido a substituicao
das bases nitrogenadas A->G, na posicio 1555 do DNA
mitocondrial.

Foi também sintetizado um outro par de “primers”
para amplificacdo de determinada regiao do citocromo
b'2. Essa regiao especifica, uma drea altamente conservada
do genoma mitocondrial, serve como controle interno de
amplificacio para verificar a presenca do DNA mitocon-
drial nas amostras. O tamanho esperado do fragmento
amplificado pela PCR usando-se os “primers” CitbF e CitbR
foi de 161 pb. As seqiiéncias dos oligonucleotideos dos
“primers” e as condi¢des para a reacao da PCR foram de
acordo com as descritas na literatura'?.

Os dois pares de “primers” utilizados para as PCR
abrangem regides do “Human Mitochondrial DNA Revised
Cambridge Reference Sequence”".

Os produtos de ambas as reacdes, PCR e RFLP,
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%
em tampao TBE 1X, contendo brometo de etidio, na
concentracio de 0,5mg/mlL, submetidos a iluminacao
ultravioleta, para confirmar o sucesso da reacao e o gel,
fotodocumentado.

Anilise estatistica:

Foram avaliados 100 recém-nascidos, em estudo
piloto, para estimativa da proporcao (p) de provaveis
portadores da mutacio A1555G nesta amostra inicial. A
esta propor¢ao (p), apos ter sido determinada, foi apli-
cada a férmula estatistica “dimensionamento de amostra
com populacio conhecida”, obtendo-se o tamanho da
amostra final (n) necessdria para representar estatistica-
mente a populacao total (Np) de recém-nascidos, nascidos
no periodo determinado para a realizacio da pesquisa
(Np=352 neonatos). Para o cdlculo da amostra final (n),
foi utilizada a referida formula estatistica, com os seguin-
tes parametros: p=0,00 (estimado pela amostra piloto);
q=1,00; zc=3,00 (99,74% de confiabilidade); e=0,03 (3%
de erro de estimativa); Np=352 (tamanho da populacio
no periodo do estudo).

Formula: n = zc? x p x q % N,

e?xNp-Dzc2xpxq

Os resultados do estudo foram expressos em por-
centagens.

RESULTADOS

A amplificacao de regiao do gene do citocromo b
foi obtida apds reacao da PCR visualizando-se o fragmen-
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to correspondente de 161 pb confirmando, portanto, a
presenca do DNA mitocondrial em todas as 127 amostras
do estudo - 100% (Grupos GDA I e II - n=27 e Grupo
Controle - n=100).

A reacio da PCR permitiu a amplificacao do frag-
mento de 643 pb do DNA mitocondrial, que abrange a
regido da mutacao, em todas as amostras analisadas (100%)
dos Grupos GDA T e II (n=27) e Controle (n=100).

A mutacao mitocondrial A1555G nao foi identifica-

da nas amostras do estudo (100%) pois, apos a digestao
enzimatica, observou-se os fragmentos de 413 pb e 230
pb, os quais se amplificam na auséncia da mutacio, em
todas as amostras de ambos os grupos (Grupos GDA T e
IT - n=27 e Grupo Controle - n=100).

Os dados clinicos e audiométricos obtidos dos
casos-indice tais como sexo, idade, época de inicio e grau
de perda da deficiéncia auditiva, uso ou nio de aminogli-
cosideos e casos familiais, sio descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Dados clinicos e audiométricos dos 20 casos-indice do estudo e dos 7 familiares afetados (n=27) que foram submetidos a analise

molecular para deteccao da mutagao mitocondrial A1555G.

mgii"(sél) Sexo (':rfg:) Inicioda DA GraudaDA ~ ao° 2% ('g:gse) GraudaDA oo €
1 F 12 Pré-lingual Profundo Nao
2 M 9 Pré-lingual Grave Sim
3 F 28 Pés-lingual Profundo Nao
4 F 3 Pré-lingual Profundo Sim
5 M 8 Pré-lingual Grave Sim
6 M 4 Pré-lingual Profundo Sim
7 F 10 Pés-lingual Grave Sim
8 M 7 Pré-lingual Profundo Sim
9 M 3 Pré-lingual Grave Sim
10 F 3 Pré-lingual Profundo Sim
11 M 9 Pré-lingual Profundo Sim
12 M 5 Pré-lingual Profundo Sim
irma - 14 28 Moderado Nao
13 F 33 Pré-lingual Grave Nao irmao - 15 37 Profundo Nao
irméo - 16 19 Profundo Nao
17 M 37 Pés-lingual  Profundo Néao
18 F Pré-lingual Profundo Sim
19 M 10 Pré-lingual  Moderado Nao mae - 20 38 Moderado Nao
21 M Pré-lingual Grave Sim
22 M Pré-lingual Profundo Nao mae - 23 45 Moderado Nao
24 M 32 Pré-lingual Profundo Sim
25 F 10 Pré-lingual  Profundo Nao ::22 i SS g g:zz: m:g

(Cl)- Casos-indice; (M)- Masculino; (F)- Feminino; (DA)- Deficiéncia Auditiva

DISCUSSAO

Em continuidade as pesquisas que identificaram
que mutacoes no gene da conexina 26 (Cx26) ocasionam
deficiéncia auditiva em uma significante proporcao de
casos, em populacoes de diversos paises europeus, a des-
coberta de outras mutacdes tornou possivel a identificacao
etiologica molecular em muitos pacientes propiciando,
além da reabilitacao precoce, o aconselhamento genético.
Entretanto, tem sido interessante observar que a freqtiéncia

de genes e mutacoes que ocasionam deficiéncia auditiva
tem variado, significantemente, entre as populacoes. A
mutacdo 35delG, no gene da Cx26, por exemplo, tem
uma alta prevaléncia entre surdos de origem européia®!*
enquanto € praticamente ausente em japoneses, coreanos
ou mongolianos'>°,

Do mesmo modo, a freqiéncia de mutacoes mi-
tocondriais também difere entre as diversas populacoes,
sendo a mutacio A1555G encontrada, principalmente,
em pacientes com deficiéncia auditiva de transmissao
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materna, embora tem sido identificada, esporadicamente,
em pacientes com heranca autossOmica recessiva. Em
ambos os modos de transmissio evidencia-se grandes
diferencas nas origens étnicas, conforme estudos recentes
que a apontam como uma causa freqliente de deficiéncia
auditiva hereditaria ndo-sindromica, associada ou nao ao
uso de antibidticos aminoglicosideos em populacoes do
continente asiatico'"'”?! de paises drabes® e da Africa do
Sul®, sendo rara na maior parte da populacao européia
e americana*?,

Estudo realizado em 32 asidticos com deficiéncia
auditiva e em 100 controles Americanos (63 surdos e 37
ouvintes) encontrou a mutagao em 87,5% do grupo asidtico
surdo, nao a encontrando em nenhum dos individuos do
grupo controle, concluindo que a mutacio nao € prevalen-
te em populaciao de origem niao-asidtica®. Esse resultado
foi confirmado em estudo na Grécia, no qual a mutacao
nao foi encontrada em 106 casos® e em 202 pacientes
com deficiéncia auditiva nao-sindromica de inicio precoce
no Reino Unido’. Da mesma forma, no presente estudo,
nio foi encontrada a mutacao mitocondrial A1555G nos
Grupos GDA (Grupo I - 13 casos-indice que fizeram uso
de aminoglicosideos e Grupo II - 14 casos-indice que nao
fizeram uso de aminoglicosideos) e Controle (100 neonatos
com teste de emissoes otoacusticas normal). Este resultado
demonstra que a mutacao niao € uma causa comum de
deficiéncia auditiva na presente amostra estudada.

Nos EUA foram realizados dois rastreamentos da
mutacao em neonatos. No primeiro, utilizando sangue de
corddao umbilical de 1773 recém-nascidos, foi observado
apenas um portador da mutacao®. No segundo rastreamen-
to em 25 neonatos, com alteracoes no teste de emissoes
otoacusticas, nao foi encontrada a mutacao®. Na Argentina,
rastreamento realizado em 300 recém-nascidos e em 712
individuos ouvintes, também nao foi encontrada a mutacio
A1555G?. Esses estudos referem a baixa prevaléncia nas
populacdes americanas, mas nao descartam a necessida-
de da investigacao molecular em testes de rastreamento
neonatais, principalmente, em paises nos quais ha uso
rotineiro de aminoglicosideos.

A metodologia do presente estudo foi semelhan-
te 2 descrita na literatura''; incluindo a amplificacio de
uma especifica regiao do gene do citocromo b, uma
area altamente conservada do genoma mitocondrial, que
serviu com um controle de amplificacio para se verificar
a presenca do DNA mitocondrial em todas as amostras
analisadas'?. Apesar do nimero de casos, tanto do Grupo
GDA como do Grupo Controle diferirem de alguns estu-
dos da literatura e, mesmo nao tendo sido encontrada a
mutacao em ambos 0s grupos, confirmou-se os resultados
de estudos que também nio a encontraram em grupos
étnicos ndo-asidticos ou drabes*.

No Brasil foi realizado um unico estudo em 5 fami-
lias com casos de deficiéncia auditiva, no qual foi deter-

minada a prevaléncia de 2% (4 casos) da mutacio. Desses
casos positivos, apenas 1 estava associado a uma suposta
exposicao aos aminoglicosideos e nao foi encontrada a
mutacao no grupo controle constituido por afro-brasileiros,
“brancos” e de origem asidtica (japoneses ou chineses)®.
Tais resultados, diferentes do presente estudo, podem
ser explicados pela composicao étnica altamente hete-
rogénea da populacio brasileira, devido 2 miscigenacio
entre varios grupos étnicos, podendo resultar, portanto,
em diferentes indices de prevaléncia nas varias regioes
brasileiras.

Muitas mutacoes podem contribuir para a deficién-
cia auditiva e a mutacao mitocondrial A1555G, relacionada
ao uso de antibidticos aminoglicosideos, pode ser apenas
uma delas*. A identificacao de causas subjacentes da
deficiéncia auditiva ocasionada por exposicao aos ami-
noglicosideos ¢ fundamental para auxiliar na terapéutica,
principalmente em UTI neonatal, além de propiciar o
aconselhamento genético e reabilitacao precoce, permi-
tindo a inclusio ou re-inclusao destes pacientes em suas
atividades sociais e profissionais.

CONCLUSAO

As técnicas moleculares PCR/RFLP, com o protocolo
utilizado no estudo, sao métodos de ficil execucao para
o rastreamento da mutacao A1555G colaborando para a
investigacao molecular da deficiéncia auditiva.

Ha consideravel interesse na determinacao da real
prevaléncia, na populagio brasileira, da mutacao mitocon-
drial A1555G e na investigacdo de outras mutacdes que
possam ocasionar deficiéncia auditiva associada ou nio
ao uso de aminoglicosideos, por meio dos testes mole-
culares, conforme realizado no presente estudo, os quais
podem ser um valioso complemento aos rastreamentos
audiométricos neonatais.
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