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RESUMO

A Triagem Auditiva Neonatal Universal (TANU) € o meio mais precoce para
a identificacdo e a reabilitacdo da perda auditiva congénita. Concomitantente ao
diagndstico audioldgico, a identificacdo da etiologia da perda auditiva € importante,
uma vez que pode fornecer resposta aos familiares dos portadores da perda auditiva
assim como o aconselhamento genético quando necessario. Além disso, 0
conhecimento da causa da perda auditiva pode permitir que 0s servicos de saude
promovam e atuem nas ac¢des de prevencdo ou melhoria das causas que poderiam
ser evitavéis, como por exemplo as doencgas infecciosas congénitas. A identificacao
da etiologia também permite a realizagdo de monitoramentos auditivos mais
constantes, uma vez que algumas perdas cursam com alteragcbes do padrao
audiolégico e podem se manifestar como perdas auditivas de forma flutuante ou
progressiva como o caso da infeccdo por citomegalovirus e sindrome do aqueduto

vestibular alargado.

O propodsito deste estudo foi determinar a frequéncia e as etiologias das
perdas auditiva assim como verificar os achados audiolégicos em um Programa de

Triagem Auditiva Neonatal.

Neste estudo 43.230 neonatos foram triados para perda auditiva, sendo
identificados 56 com perda auditiva neurossensorial, no periodo de Agosto de 2003 a
Dezembro de 2014. Destes, 31 pacientes realizaram a investigacao etioldgica para a
perda auditiva. A perda auditiva foi detectada em 1,2 neonatos a cada mil. As
etiologias foram ambiental em 22,6% dos casos, desconhecida em 22,6% dos casos
e sem causa esclarecida (ha presenca de fatores de risco hereditarios porém sem
confirmacdo) em 22,6%. Etiologia genética com confirmagdo molecular foi
determinado em 16,1% dos casos, todos apresentaram a mutagéo c.35delG. Causa
de “multiplos fatores” foi observada em 16,1% dos casos. Este presente estudo mostra
a importancia do sequenciamento pelo menos do gene GJB2 no programa de triagem
da perda auditiva permitindo, em alguns casos, a confirmacdo do diagndstico
etiologico. Os fatores de risco e 0os achados dos exames permitiram concluir a etiologia
nos pacientes de causa ambiental, causa de “multiplos fatores” e genético e pressupor
gue no grupo de causa nao esclarecida haja componentes hereditarios. Os achados

audioldgicos no grupo da etiologia genética exibiram o padrdo esperado de perda



auditiva bilateral de grau profundo, mas nas demais categorias ndo foi possivel

determinar um padréo caracteristico.

Palavras chaves: perda auditiva neurossensorial, triagem auditiva neonatal, etiologia,
mutacéo 35delG.



ABSTRACT

The Newborn Hearing Screening Program (NHSP) is a way to promote early
diagnosis of hearing impairment. Concomitantly with early diagnosis and intervention,
it is important to search for the primary cause. The identification of the cause of hearing
loss could help explain the underlying cause to the patient’s family, ensure that patients
receive genetic counseling when necessary, and help health services to promote
awareness regarding or prevent or improve the underlying causes (primarily those of
environmental origin). Furthermore, information regarding the etiology of hearing loss
can help confirm the diagnosis and guide the creation of hearing programs,
since some losses occur with alterations of audiological pattern: can be floating or
progressive as the case of cytomegalovirus infection and the enlarged vestibular
agueduct syndrome.

In the present study, we aimed to determine the frequency and etiology of
sensorineural hearing loss as well as the audiologic findings in neonates enrolled in a

hearing screening program in a city in Brazil.

In this prospective study, we identified 56 neonates with sensorineural
hearing loss from among 43.230 screened newborns who underwent the hearing
screening program between August 2003 and December 2014. A total of 31 then
underwent etiological assessments. Hearing loss was detected in 1.2 per 1000
newborns. The etiologies were environmental in 22.6% cases, unknown in 22.6%
cases, and unexplained (including the presence of hereditary risk factors that cannot
be confirmed as the cause) in 22.6% cases. A genetic etiology with molecular
confirmation was determined in 16.1% cases, all of which exhibited a homozygous
c.35delG mutation. Multiple factors causes were observed in 16.1% cases.

The presenty study shows the importance of sequencing at least the GJB2
gene in a hearing screening program allowing in some cases the accurate diagnosis.
Moreover, the risk factors and test findings observed in this study suggest that the
etiology of hearing loss may be environmental, multiple risk factors, or genetic, and
that patients with unexplained causes may likely have a hereditary condition. With
regard to genetic etiology, patients exhibited a profound degree bilateral condition, as
expected; however, none of the other etiologic categories exhibited a characteristic

pattern.



Key words: sensorineural hearing loss, newborn hearing screening,

etiology, mutation c.35delG.
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1.INTRODUCAO

A perda auditiva bilateral apresenta prevaléncia de 1 a 3 a cada mil recém
nascidos (RNs) e de 2 a 4 por cem RNs que permanecem na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) neonatal (1). A perda auditiva unilateral identificada nos programas de
triagem neonatal apresenta prevaléncia de 0,5% a 3,4% (2). Um estudo
epidemioldgico nos Estados Unidos demonstrou que a incidéncia da perda auditiva
neonatal € de 1,1 por mil RNs (3). No Brasil, um estudo em um servi¢co publico de
saude da cidade de Bauru detectou uma prevaléncia de perda auditiva

neurossensorial de 0,96 por mil neonatos (4).

A triagem auditiva neonatal universal (TANU) € o meio de promover o
diagnoéstico da perda auditiva e sua reabilitacdo o0 mais precoce possivel.
Concomitantemente ao diagnéstico audiolégico recomenda-se o diagndstico

etiologico da perda auditiva (5,6).

A identificacdo da causa da perda auditiva tem por objetivos: fornecer
respostas aos familiares das criancas portadoras de perda auditiva; permitir por parte
dos servicos de saude reconhecer as causas das perdas auditivas e quando possivel
promover e atuar nas acdes publicas para prevencdo ou melhoria das mesmas,
principalmente naquelas de origem ambiental, como doencas congénitas de origem
infecciosa ou causas perinatais. Além disso, o conhecimento da etiologia pode
predizer o progndstico em alguns casos, como por exemplo, as perdas auditivas por
Citomegalovirus (CMV) e Sindrome do Aqueduto Vestibular Alargado (SAVA),
etiologias estas que podem cursar com perda auditiva progressiva ou flutuante (5,7).

As causas das perdas auditivas podem ser de origem ambiental ou
genética. No Brasil as causas ambientais estdo entre os principais motivos para a
perda da audicao (8,9,10). Entre as perdas auditivas de origem genética, 70% séo
classificadas como ndo sindrbmicas, ou seja, 0 paciente apenas apresenta a perda
auditiva; e 30% sédo perdas auditivas sindromicas, onde a perda auditiva faz parte de
um conjunto de sinais e sintomas especificos de uma sindrome. As perdas auditivas
nao sindrémicas possuem varios padroes de heranca: autossdmica recessiva (75 a
80%); autossdmica dominante (20 a 25%); ligado ao cromossomo X (1 a 2%) e

heranca mitocondrial (1%) (11).
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Em geral o padrdo recessivo cursa com perda auditiva neurossensorial pré-
lingual de grau severo a profundo. No padrédo dominante a perda auditiva geralmente
€ do tipo progressiva e pos-lingual. A explicacéo para tal fato seria que nas desordens
de heranga recessiva, o gene perderia sua “fungao” totalmente, enquanto que nas
perdas auditivas nao sindrémicas de origem dominante, haveria uma perda parcial da
“funcdo”, uma vez que um alelo seria o normal e o outro mutante (12). Mutagdes no
gene GJB2 sdo responsaveis por 50% dos casos de perda auditiva de padrédo

recessivo (11-13).

O gene GJB2, esta localizado no braco longo do cromossomo 13 (13qg11-
g12), no locus DFNBL1 e codifica a proteina chamada de Conexina 26 (Cx26) (14).
Esta proteina esta envolvida na formacdo dos canais ou juncdes intercelulares, que
permitem a circulacdo dos ions potassio e a reciclagem do mesmo, garantindo assim
a homeostase ibnica dos liquidos da orelha interna e consequentemente o adequado
funcionamento da mesma. Mutacbes no gene da Cx26 ocasionam defeitos nas
estruturas das juncdes intercelulares, interrompendo o fluxo de ions, prejudicando o

processo de transdugao sensorial auditivo, causando a perda da fung¢ao auditiva (13).

Nas perdas auditivas de origem ambiental citam-se as infec¢des congénitas
(rubéola, CMV, sifilis, toxoplasmose, herpes virus, o virus da Imunodeficiéncia
Humana- HIV), as causas neonatais como asfixia, prematuridade, baixo peso,
permanéncia em UTI, drogas ototdxicas e as causas pOs-natais como meningite,

trauma craniano, ototéxicos e quimioterapia (15).

Em um estudo de revisdo sistematica de perda auditiva bilateral
neurossensorial, os autores perceberam que nos estudos mais recentes, as
prevaléncias da perda auditiva por rubéola congénita e causas desconhecidas
diminuiram. A explicacao para estes fatos seriam, respectivamente, as campanhas de
vacinagdo para rubéola e o aumento do diagnéstico de perda auditiva de origem
genética ndo sindrdmica, devido a tecnologia dos exames diagnosticos moleculares
da surdez (16). Por outro lado as causas ambientais ainda se mantém presentes,
principalmente pelos avangos médicos e tecnolégicos que garantem o nascimento
de criancas prematuras e de baixo peso, mas que necessitam permanecer na UTI
neonatal com uso de ventilacdo mecanica, com necessidade de tratamentos com

medicac¢fes ototdxicas e expostas aos altos ruidos da UTI (15,17).
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A triagem auditiva € um processo simples, rdpido e ndo oneroso, que
identifica aqueles casos com maiores possibilidades de alteragéo na fungéo auditiva
testada. Aqueles que apresentarem falhas na triagem auditiva neonatal deverdo ser
encaminhados para procedimentos de maior complexidade (6). A triagem auditiva
deve ser universal, uma vez que estudos ja demonstraram que pacientes sem fatores

de risco podem apresentar perda auditiva (18,19).

Atualmente os procedimentos recomendados na triagem auditiva neonatal
sdo as otoemissdes acuUsticas (OEA) e o Potencial Evocado Auditivo de Tronco
Encefalico Automético (PEATE-A). As OEA séo sons de baixa intensidade gerados
pela coclea e transmitidos para a orelha média e canal auditivo, as OEA informam
sobre o funcionamento do Org&o de Corti e do sistema eferente auditivo. O PEATE-A
€ uma modificacdo do PEATE convencional para a triagem, € baseado em um Unico
estimulo em uma certa intensidade (normalmente 35 dBNA) para verificar resposta do
nervo coclear ao tronco encefalico baixo e independe de interpretacdo. Os dois
exames sdo considerados para a triagem, com resposta “passa”’ ou “falha” e séo

complementares uma vez que avaliam func¢des diferentes do sistema auditivo (20, 21).

Nos RNs considerados de baixo risco pode ser realizado a OEA e se
necessario o PEATE-A. Para 0os neonatos de alto risco é obrigatorio o PEATE-A e as
OEA, uma vez que estes estdo mais susceptiveis a apresentar espectros de

neuropatia auditiva (5,6).

Neonatos com fatores de risco mas que passaram na triagem seguem para
0 programa de acompanhamento auditivo, uma vez que alguns fatores de risco, como
por exemplo histéria familiar e ou CMV, podem cursar com perda auditiva de inicio
tardio. Os neonatos que falharem no teste e reteste serdo encaminhados para o
processo de diagndstico audiologico. Nesta etapa recomenda-se o diagndstico da
perda auditiva até os trés meses de idade e inicio da intervencdo, seja com uso de
aparelhos auditivos ou implante coclear até os seis meses de vida (5).

Este estudo justifica-se pelo fato de apesar do diagndstico audiolégico
ser adequadamente realizado pela TANU, ainda se necessita de mais estudos em
relacdo ao diagnostico etiologico em neonatos.
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2.0BJETIVO
2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo é determinar as etiologias da perda auditiva em
um Programa de Triagem Auditiva Neonatal na cidade de Jundiai, que é referéncia
regional no estado de Sado Paulo, por meios da avaliacdo médica, exames

laboratoriais, de imagem e os testes moleculares para o0s principais genes da surdez.
2.2. Objetivos especificos

Descrever os fatores de risco para a perda auditiva mais verificados na

populacao da triagem auditiva neonatal.

Determinar as frequéncias das etiologias da perda auditiva na amostra

estudada e descrever as caracteristicas das perdas auditivas.

Relatar a frequéncia de perda auditiva neurossensorial em um Programa
de TANU e verificar quais meios diagnosticos (historia clinica, exames laboratoriais,
exames radioldgicos e teste moleculares para a surdez) tiveram maior eficiéncia na

investigagdo da etiologia da perda auditiva deste estudo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Sistema auditivo

O sistema auditivo € constituido por orelha externa, média, interna e vias
auditivas. A orelha como um todo encontra-se no 0sso temporal e as vias auditivas

iniciam-se no nervo auditivo e seguem para o tronco encefalico (22) (Figura 1).

Canais ! Ossiculos
ssmcirculares (martelo, bigorna e estribo)

Nervo vestibular Timpano

Céciea Canal auditivo
Mo
ST Pavilhao
auricular \
Tuba auditiva Lébulo
2= Eustaquio)
Orelha interna Orelha média Orelha externa

Figura 1- Esquema ilustrativo da anatomia da orelha. Figura retirada do Mini Atlas
Vertigem (23).

A orelha externa é constituida de pavilhdo auricular, meato acustico externo
e face externa da membrana do timpano. Suas funcdes sdo de coletar as ondas
sonoras, localizar o som, ressonancia do som e amplificacdo do mesmo. Além disso
na pele do meato auditivo externo, a cera produzida pelas glandulas ceruminosa

impermeabiliza e protege o ouvido da agdo de micro-organismos (22,23).

Considera-se orelha média a face medial da membrana do timpano, os
ossiculos (martelo, bigorna e estribo), os musculos e ligamentos pertencentes a esta
regido, a tuba auditiva, o antro da mastoide e as células mastoideas (figura 2). A orelha

média tem como funcdo transmissdo do som sonoro, de uma maneira que nao se
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perca a energia do som. Para isto € importante que todo o sistema da orelha média

se encontre integro (23).

Cavidade timpanica

Bigorna

Estribo

Martelo —

Membrana do timpano

Figura 2-llustracdo da orelha média. Figura retirada do livro Miniatlas Vertigem (23).

A tuba auditiva tem a funcdo de igualar as pressdes que atuam
internamente e externamente na membrana timpanica permitindo sua vibracdo. A
cadeia ossicular transmite as vibragdes sonoras da membrana timpéanica até janela

do vestibulo. Este é o0 mecanismo de transmissdo por via aérea.

Além da transmisséo por via aérea existe a transmissdo via 6ssea, que
ocorre por meio de vibracdes 6sseas (da propria calota craniana e da calota craniana

em relacdo a cadeia de ossiculos) que atingem os liquidos da orelha interna,

estimulando os receptores do Orgdo Espiral também chamado de Org&o Corti (22,23).

A orelha interna é constituida pelo labirinto 6sseo que recobre o labirinto

membranoso e compreende dois aparelhos diferentes: o coclear e o vestibular.

Os espacos entre os labirintos 6sseo e membranoso sdo ocupados por
perilinfa. Na coclea o labirinto 6sseo esta dividido em duas cavidades chamadas de
rampa vestibular e timpéanica e entre elas ha um terceiro espaco que é o ducto coclear.
No interior das rampas vestibular e timpanica h4 a presenca de perilinfa e no ducto

coclear ha o liquido endolinfa (22,24) (figura 3).
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Corte através de uma espiral da coclea

Fibras nervosas Membrana vestibular
eferentes (de Reissner)
Canal coclear
Fibras nervosas (rampa média)
aferentes
(Y Membrana
= | S tectéria

Ligamento
espiral

\ Membrana
\ basilar

— Células ciliadas
‘ Ganglio espiral Osso

Figura 3- llustracdo de corte da céclea, com visualizacdo das rampas vestibular,

timpéanica e canal coclear. Figura retirada do livro Miniatlas Vertigem (23).

A cOclea é formada em volta de um eixo cdnico chamado de modiolo, na
coclea esta o Orgéo de Corti que é a por¢éo sensorial, propriamente dita da orelha
interna. Ele esta situado na superficie da membrana basilar embebida na endolinfa do
canal coclear. Esse 6rgdo é composto de células de suporte e células sensoriais,
chamada de células ciliadas externas e internas e recobertas por uma membrana
gelatinosa chamada membrana tectérica. As células ciliadas apresentam em sua
porcdo superior filamentos de actina, que sdo chamados de estereocilios (22,24)
(figura 4).
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Figura 4- llustracio de um corte histolégico do Orgéo de Corti. (Imagem retirada do

site: https://audiology.wordpress.com/la-coclea/anatomy/) (25).

A inervacdo aferente das células ciliadas do Orgdo de Corti é feita pelo
oitavo par, o nervo coclear. Os corpos celulares dos neurdnios estéo localizados no
modiolo, formando assim o géanglio espiral. Os dendritos passam pela membrana
basilar, inervando tanto as células internas como externas. Os axdnios juntam-se no
centro da coclea, formando o ramo coclear e fazem sua primeira sinapse somente no

ndcleo coclear situado no tronco cerebral (22,24).

As vias auditivas possuem dois nucleos no tronco encefalico: ndcleo
coclear e complexo olivar superior; no mesencéfalo ha o nucleo do leminisco lateral e
coliculo inferior e no rombencéfalo estdo situados os corpos geniculados medial. O
mecanismo auditivo ocorre desde o som captado pela orelha externa, 0 mesmo exerce
uma pressao positiva sobre a membrana timpanica, o qual promove movimento dos
ossiculos. O estribo por sua vez exercera pressao na janela oval, através da platina.
Os liquidos se movem através da rampa vestibular e timpanica que se comunicam no

helicotrema- 4pice da céclea (22,24).

Esta vibrac&o induz a movimentos dos liquidos da céclea. Este movimento
causa vibracdo da membrana basilar e tectérica, que provocardo a deflexdo dos
estereocilios, permitindo o influxo dos ions potassio por meio da abertura de canais

que despolarizam a membrana das células ciliadas. Essa despolarizacdo permite a
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liberacdo de neurotransmissores nas células ciliadas externas e internas que

desencadeiam o impulso nervoso da audicao (figura 5) (24).

ENDOLYMPH

voltage-gated
calcium channel

vesicle filled
with excitatory
neurotransmitter

afferent
PERILYMPH nerve

Figura 5-llustracdo do mecanismo de transducéo; inclinacdo dos estereocilios com
abertura dos canais de calcio e a liberacdo de vesiculas com neurotransmissores.

(Imagem retirada do site https://audiology.wordpress.com) (25).

3.2. Definicao e Classificagcfes da Perda Auditiva

Perda auditiva consiste na diminuicdo ou na auséncia total do sentido de
ouvir. E considerada quando os limiares auditivos psicoacUsticos sdo detectados
maiores que 20 dBNA na crianca e 25dBNA no adulto. A perda auditiva pode afetar
uma ou ambas as orelhas e pode ser de grau leve a profundo. O termo surdez,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude -OMS, aplica-se as pessoas portadoras de
perda auditiva profunda, que escutam pouco ou quase nada e que geralmente se

comunicam por sinais (26).

O JCIH, em 2007, considera perda auditiva nos neonatos as perdas

auditivas sensoriais congénita uni ou bilateral; as condutivas permanentes e a perda
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do tipo neuronal, perda esta incluida pelo surgimento do diagnostico do espectro da

neuropatia auditiva (5).

A perda auditiva pode ser congénita, desde o nascimento ou ser adquirida
durante algum periodo da vida. Pode ser chamada de pré-lingual quando ocorre antes
do individuo adquirir linguagem ou pés-lingual, quando o individuo ja tem habilidades

linguisticas, incluindo a fala (27).

Também é classificada de acordo com o acometimento anatomofisiologico:
perda auditiva condutiva geralmente ocorre quando hé injurias na orelha externa e/ou
orelha média. Perda auditiva neurossensorial ocorre geralmente quando ha injaria na
coclea (surdez sensorial), no nervo coclear (surdez neural), no tronco cerebral (surdez
de tronco encefélico, causada por exemplo por Kernicterus) e no sistema nervoso
(surdez central). Perda auditiva mista é quando se tem os dois mecanismos de lesédo

associados: o condutivo e 0 neurossensorial (24).
3.3. Etiologias das perdas auditivas

As perdas auditivas podem ser consideradas de origem
hereditaria/genética ou ambientais, adquirida no periodo pré-natal, neonatal e pos-
natal. Citam-se como causas ambientais adquiridas, de acordo com o periodo estas
abaixo (15):

Pré-natal: as doencas de origem infecciosas congénitas, uso de
medicacfes ou alcool/drogas durante gestacado, diabetes mellitus, raio x, talidomida,

hipoxia, nefropatia;

Neonatal (nascimento até 28 dias): asfixia, cardiopatia congénita, herpes,
prematuridade, baixo peso (<1500g), trauma obstétrico, aspiracdo de meconio e

hiperbilirrubinemia;

Pds-natal: sepse, aminoglicosideos, herpes zoster, meningite bacteriana,

radiacdo, trauma acustico, tumores ou cistos de fossa posterior.

As causas ndo ambientais sdo as causas genéticas que englobam os casos
genéticos de perda auditiva ndo sindrébmica e sindromes genéticas com perda
auditiva. Alguns fatores de risco como historia familiar e consanguinidade podem ser
considerados fatores ndo ambientais, porém muitas vezes ndo ha comprovagao nos

testes moleculares para o diagnostico de perda auditiva. Nos estudos de etiologias,
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onde ainda nédo era difundido a tecnologia dos exames moleculares, incluia-se na
causa genética pacientes com comprovacdo de padrdo de heranca ou casos de

consanguinidade (15,28).

Atualmente as perdas genéticas séo classificadas como ndo sindromica e
sindrémica, onde o portador da perda auditiva apresenta sinais dismaorficos que facam
parte de uma sindrome. Nas nao sindrémicas, o padrdo de heranca mais presente
entre as perdas auditiva é o padrdo autossémico recessivo (75-80%), seguido do
autossdmico dominante (20%), padréo ligado ao cromossomo X (2-5%) e a heranca
mitocondrial (1%) (11).

3.3.1. Causa adquirida: doencas infecciosa

As doencas infecciosas de origem congénita que podem causar perda

auditiva sdo a Toxoplasmose, Rubéola, CMV, Herpes Virus, Sifilis e HIV.

A Rubéola Congénita, conhecida principalmente pela triade classica
defeitos cardiacos, catarata e perda auditiva neurossensorial, encontra-se sob
controle nos paises que, em 2002, participaram da campanha de imunizagéo global.
Porém em alguns locais como Sudeste Asiatico, sua incidéncia continua aumentada.
Seus riscos para os efeitos teratogénicos encontram-se principalmente quando a

gestante se infecta no primeiro trimestre (29,30).

A perda auditiva por rubéola congénita se caracteriza na maioria dos casos
como bilateral, de grau profundo (31). No Brasil alguns estudos demonstraram que a
prevaléncia da rubéola como causa de perda auditiva era alta. Lima, 2000, encontrou
em 150 criancas, de um centro de reabilitagcdo auditiva, de 2 a 13 anos, 22% de perda
auditiva por rubéola (9). Cecatto, 2003, em um estudo em uma escola para surdos,

encontrou 23,6% de casos relativos a rubéola congénita (10).

Nobrega, avaliando as causas em dois periodos de anos: 1990 a 1994 e
1994 a 2000, demonstrou que a rubéola congénita, ainda era a segunda causa
etioldgica mais presentes nos pacientes com perda auditiva, com indices menores
apenas que a causa desconhecida (28). Um estudo de 2007 estudou o impacto da
vacinacao contra a rubéola (iniciada em 1992 até 2000) no Brasil e demonstrou que

0s casos de rubéola congénita diminuiram a partir de 2001 (32).
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O virus Herpes Simples, quando presente, costuma ser sintomatico ja ao
nascimento. As infeccbes por este virus podem ocorrer na gestacao, durante o parto
ou no periodo pos-natal. As sequelas de uma infeccdo congénita sdo microcefalia,

coriorretinite, microftalmia, além da perda auditiva (31).

Em uma revisdo sistematica na literatura em 2008, com objetivo de avaliar
a perda auditiva imediata ou tardia pelo virus Herpes Simples chegou-se a concluséo,
gque O screening ndo € necessario, uma vez que sdo raras as infeccbes
comprovadamente pelo Herpes Simples e que, justamente por ser sintomético,
quando a infec¢céo ocorre é facil identifica-la (33).

A sifilis € uma doenca sexualmente transmissivel causada pela bactéria
Treponema pallidum. Sua transmissao ocorre por via sexual ou vertical, guando esta
ultima ocorre € chamade de sifilis congénita. Em 2005, a prevaléncia de gestante com
diagnéstico de sifilis foi entre 1,4% e 2,8% e a taxa de transmissao vertical de 25%
(34). Esta transmissdo costuma ocorrer s6 a partir do quarto més, uma vez que as
células de Langerhans na placenta que impediam a entrada do Treponema tornam-se
atrofiada e permitem a circulagdo da bactéria através da placenta para o feto. A
gravidez pode evoluir com aborto espontaneo, natimorto e trabalho de parto prematuro
(35).

Na sifilis congénita precoce, os sintomas podem aparecer até os dois anos
de idade, com sintomas como lesdes de pele, lesbes Osseas, hepatomegalia,
manifestacbes hematoldgicas. O aparecimento apds o segundo ano de vida de

sintomas é chamado de manifestacdes tardias e incluem: alteracdes ésseas e

dentarias, ceratite intersticial e surdez (34).

A perda auditiva causada pela sifilis geralmente é descrita como subita,
bilateral, profunda e sem sintomas vestibulares associados (36). O Ministério da
Saude recomenda a sorologia ndo treponémica inicialmente, o Venereal Diseases
Research Laboratory, VDRL e se o teste apresentar titulacdo positiva recomenda-se
os testes treponémicos- Treponema pallidum Hemaglutination- TPHA; Fluorescent
Treponemal Antibody Absorption — FTA-Abs e o0 Enzyme —Linfked Immunosorbent
Assay- ELISA. O tratamento da sifilis € a Penicilina Benzatina para as gestantes e
para o recém-nascido (RN) caso o0 mesmo nasc¢a sintomatico ou com sorologias

positivas (34).
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Um artigo de revisdo de 2009, no intuito de avaliar a perda auditiva na sifilis
congénita, encontrou apenas um estudo que preenchia os critérios de inclusdo: estudo
longitudinal com criancas expostas ou infectadas pelo Treponema, com avaliacbes
audiométricas adequadas e com confirmacéo sorolégica ou dos sintomas, excluindo-
se qualquer outra causa de perda auditiva na crianga. Apenas um artigo foi encontrado
nestes critérios e nenhum caso de perda auditiva foi encontrado (37).

A toxoplasmose congénita € a infec¢ao durante a gestacao pelo protozoario
Toxoplasma Gondi. A transmissdo do protozoario para o feto via hematogénica
transplacentaria pode ocorrer na infeccdo aguda, na reativacdo latente ou na
reinfeccdo durante a gestacdo. Na gestacdo o processo inflamatério e a necrose
causadas pelo protozoario podem causar lesdes cerebrais, coriorretinite e perda
auditiva (38).

Para o diagnéstico da toxoplasmose congénita pode ser realizado a reacao
em cadeia de polimerase (PCR) no liquido aminiético, porém o mais utilizado na
pratica clinica sdo as sorologias por serem mais acessiveis na saude publica e por
serem menos inerentes aos riscos de procedimentos invasivos. A ultrassonografia
obstétrica pode avaliar sinais dismorficos no feto que sugiram toxoplasmose, mas
devera haver outro método de confirmacdo associado. Os testes soroldgicos de
pesquisa de anticorpos imunoglobulinas G e M (IgM e IgG, respectivamente) sdo 0s
mais utilizados, porém a interpretacéo dos resultados é um tanto complexa e exige a

necessidade de repeticdo dos exames ao longo da gestacao (38).

Na presenca de IgG positivo na gestante, a sorologia deve ser repetida
em um intervalo de 3 semanas e se houver um aumento de titulos significa que a
gestante foi infectada recentemente. O teste de avidez de IgG pode ser utilizado para
estimar o momento que ocorreu a infeccédo aguda. Um indice de avidez elevado (maior
que 60%) indica que a infeccao aguda ocorreu ha mais de 3 a 4 meses. Porém indices
entre 31 a 59% séo inconclusivos e devem ser repetidos ao longo da gestacéo. O
anticorpo IgM pode ser detectado também na primeira ou segunda semana apoés a
infeccdo aguda e permanecer com titulos elevados por 2 a 3 meses. Desta forma a
sorologia positiva para IgM durante a gravidez ndo necessariamente significa que a

infeccédo foi adquirida na gestacao (38).
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O diagnostico soroldgico no RN precisa também ser interpretado
adequadamente pelo fato de que o anticorpos maternos da classe IgG atravessam a
barreira placentaria. Titulos destes anticorpos, nos recém nascidos quatro vezes ou
mais que os titulos de anticorpos materno podem sugerir infeccdo congénita. Por sua
vez a presenca de IgM no RN sugere infec¢cdo congénita, uma vez que este anticorpo
nao ultrapassa a barreira placentaria. A pesquisa do anticorpo, via puncao de sangue
periférico, devera ocorrer de 2 a 5 dias de vida e mesmo assim a chance de detecc¢éo
da doenca é de 75% dos nascidos com a infeccdo, mesmo naqueles sintomaticos
(38).

Deste modo o Ministério da Saude recomenda que as criancas sejam
acompanhada ao longo de um ano de vida por titulacdes de anticorpos, principalmente
IgG, para saber se a origem é de infeccdo congénita ou anticorpos maternos que
ultrapassaram a barreira placentaria (38).

Um estudo de 1980 avaliou as sequelas da toxoplasmose, em criancas
acompanhadas do nascimento até os oitos anos de idade, que néo realizaram ou
realizaram parcialmente o tratamento para a toxoplasmose. Em 26% destas criancas
observou-se perda auditiva, de grau leve a moderado, com acometimentos uni ou
bilateral (39). Em outro estudo, aonde 0s neonatos ja iniciavam o tratamento
(Sulfadiazina e Pirimetamina) ao nascimento, e seguiam em acompanhamentos, nao

se encontrou nenhum caso de perda auditiva (40).

No Brasil, Andrade e colaboradores, encontraram em 19 criancas com
diagnostico de toxoplasmose congénita, que iniciaram o tratamento ao nascimento, 4
casos de perda auditiva (21%), sendo que em dois casos o tratamento foi incompleto.
Os graus de perda auditiva em dois casos eram leve, um caso moderado e um caso

profundo. O acometimento da perda eram uni e bilateral (41).

Todos os estudos mencionam a importancia do diagnostico pré-natal o
mais precoce possivel para o inicio de tratamento tanto na gestante quanto no RN ja

ao nascimento (39,40,41).

O CMV é um virus da familia Herpes Viridae e a infeccdo congénita pode
ocorrer quando a méae adquire a infeccdo primariamente ou quando ocorre uma
reativacdo do virus anteriormente latente. Também pode haver a transmissao

chamada de intraparto quando ocorre exposicdo a secrecdo do canal de parto e a
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transmissdo poés-natal precoce quando o RN se contamina com o leite materno ou

recebe transfusdo de sangue de doadores soropositivos para o0 CMV (42).

Apenas 15% das criangcas apresentam-se sintomaticas ao nascimento,
podendo apresentar alteracbes hematoldgicas, hepéticas, hiperbilirrubinemia,
microcefalia, calcificacdes periventriculares e perda auditiva neurossensorial (42). O
melhor exame para detectar a presenca do CMV congénito é a identificacdo do DNA
viral pelo PCR, colhendo amostra da saliva ou da urina, que sao fluidos com mais
presenca de virus nos neonatos. O resultado negativo exclui CMV congénito e a
presenca de DNA ap0s a quarta semana de vida até a décima segunda podem indicar

gue se trate de uma infeccéo peri ou pos-natal (42).

Foulon e colaboradores, em um estudo na Bélgica com 14.021 RNSs triados
encontraram 0,53% de pacientes portadores de CMV congénito. Os autores
realizaram follow up de 10 anos e constataram que 22% dos portadores da CMV
congénita desenvolveram perda auditiva neurossensorial, 13,3% eram bilaterais e
8,3% unilaterais, de graus que variavam entre leve a profundo. Cinco por cento dessas
criangas tiveram progresséo da perda, em 16% a perda se mostrou do tipo flutuante
e 5% desenvolveram perda auditiva tardia (43). Fowler, 2005, em um estudo de
revisdo observou perda auditiva neurossensorial em 22 a 65% das criancas
portadoras da CMV sintoméaticas e 6 a 23% nas que nasceram assintomaticas. As
criancas com CMV congénita sintomaticas possuem mais tendéncia a terem perda
auditiva bilateral e menos perda em altas frequéncias ou flutuantes quando

comparada as criancas assintomaticas (44).

Em um estudo que rastreou 12.195 RNs brasileiros para CMV congénita,
121 neonatos apresentaram resultados confirmatoérios através da avaliacdo do DNA
viral na saliva. Foi possivel a monitorizacdo auditiva em 102 pacientes, com
diagnéstico de perda auditiva neurossensorial em 10. Em relacdo a caracterizagédo da
perda auditiva 5 possuiam perda auditiva bilateral e 5 perda auditiva unilateral. Nos
casos bilaterais, 4 possuiam perda auditiva profunda e 1 apresentava grau moderado,
neste grupo de 5, quatro nasceram com sintomas do CMV, nas perdas unilaterais o
grau variou entre moderado e severo e 3 dos casos eram assintomaticos. A autora
refor¢a a importancia da triagem do CMV, mesmo em um pais como o Brasil, onde se

supde que a populagcdo em geral j& seja na sua maioria imune, pelo fato do CMV ser
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fator de risco para perda auditiva e a infec¢ao ocorrer na reativagédo ou na reinfecgéo

do virus na gestacgéo (45).

Um estudo com 97 criancas com CMV congénita em acompanhamento
audiolégico por 6 anos, encontrou 27 pacientes (11 assintoméaticos e 16 sintomaticos)
com perda auditiva. Metade dos pacientes sintomaticos para o CMV congénito
realizou o tratamento com Gangliociclovir. Esta medicacéo tem por acéo inibir o DNA
viral, mas possui efeitos colaterais como, por exemplo, a mielosupresséo. O grau de
melhora nos limiares auditivos foi superior no grupo de sintomaticos (37,5%) que
realizaram uso do antiviral do que nos grupos sintomatico sem medicac¢éo (12,5%) e
no grupo de assintomaticos (9,1%). Por sua vez, a perda progressiva foi também mais
verificada nos pacientes sintomaticos sem tratamento (37,5%) e nos pacientes
assintomaticos (18,2%), o grupo que teve menos perda auditiva progressiva foi o0s
pacientes sintomaticos para o CMV que fizeram o tratamento com Gangliociclovir
(12,5%) (46). A perda auditiva nos pacientes com CMV congénita sintomatica € uma
das indicacfes para uso do Gangliociclovir, desde que o paciente tenha idade inferior

a 1 més do diagnéstico (42).

Os autores dos estudos acima apresentados reforcam a importancia do
acompanhamento audioldgico, uma vez que as perdas por CMV congénito possuem

a caracteristica de serem progressivas (43,44,46).

O Virus da Imunodeficiéncia Humana, o HIV, € um retrovirus que causa a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida- AIDS. A transmissao vertical pode ocorrer
via intrauterina, no parto e no periodo p6s-natal pela amamentacao. Trinta e cinco por

cento ocorre na gestagao e 65% peri-parto (47).

As perdas auditivas nas criancas decorrem tanto de doencas oportunistas,
medicacbes ototdxicas ou pela propria infeccdo do virus. Palacios, em 2008,
encontrou alteracdes de perda auditiva condutiva, neurossensorial e alteracdes

vestibulares nas criangas infectadas pelo HIV tipo 1 (48).

Um estudo africano, 2013, em 370 criangas com HIV e ou AIDS, encontrou
33% de perda auditiva, sendo 36% condutiva e 64% neurossensorial. Correlacionando
a perda auditiva com os graus clinicos da AIDS, o autor descreve que no pior grau da
doenca, todas as criancas tinham algum tipo de perda auditiva. Quanto ao grau de

perda auditiva neurossensorial, o autor encontrou 44% perda leve; 14% moderado e
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6% de grau severo. Os autores sugerem a reabilitagdo o mais precoce possivel,
cuidado no uso de drogas ototdxicas e tratamento adequado das infec¢gbes de vias
aéreas superiores, principalmente as otites e suas complicacdes que podem causar a

perda auditiva, principalmente do tipo condutiva (49).
3.3.2. Causa adquirida: intercorréncias neonatais

As intercorréncias neonatais sdo consideradas quando ocorrem do
momento do parto até 28 dias. O Joint Committee on Infant Hearing (JCIH) considera,
na mais recente recomendacao, em 2007, as intercorréncias neonatais de uma
maneira mais abrangente: todas as criangas, com ou sem indicadores de risco,
admitidos na UTI neonatal por mais de 5 dias, seguidos por circulagdo extracorporea,
ventilacdo assistida, antibioticos ototdxicos (gentamicina, tobramicina) e diuréticos de
alca (furosemida), hiperbilirrubinemia (que requer transfuséo) independentemente do
tempo (5). O baixo peso foi retirado como fator de risco Unico, uma vez que foi
verificado que este fator se mostra importante quando acompanhado de outros
fatores, como permanéncia na UTI (50). Os estudos aqui apresentados demonstram

gue as intercorréncias neonatais encontram-se muito associadas.

Um estudo brasileiro, de 2003, com 96 RNs de UTI com baixo peso, menor
gue 1500 gramas encontrou 6,3% de perda auditiva bilateral, ndo especificando o tipo.
Porém estes pacientes realizaram inicialmente teste e reteste pelas OEA e so6
naqueles que permaneceram com as altera¢des auditiva foi realizado o PEATE. Neste
estudo houve uma tendéncia, porém nado significativa estatisticamente, da idade
gestacional e o apgar de quinto minuto abaixo ou igual a seis estarem associados com
a acuidade auditiva alterada. O proprio autor reconhece que € possivel ter
subestimado os RNs com perda do tipo retrococlear, porém os RNs seguiriam no
acompanhamento. Importante mencionar que 57,3% dos RNs deste estudo fizeram

uso de aminoglicosideo e um terco necessitou de ventilacdo mecanica (51).

Um estudo comparando RNs prematuros que permaneceram na UTI
daqueles a termo, mostrou que a prevaléncia de perda auditiva neurossensorial foi de
0,82% nos termos, enquanto nos prematuros de UTI encontrou-se 3,1% de perda
neurossensorial. Esta diferenca foi estatisticamente significante e o risco de um RN
prematuro apresentar perda auditiva é de 1,82 vezes mais que o RN a termo. O autor

verificou que os fatores correlacionados com a perda auditiva mais frequentes nos
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prematuros eram: baixo peso para idade gestacional, ototoxicos e ventilacdo
mecanica. Nos RNs termos os fatores mais relacionados com a perda auditiva eram
infeccdo congénita, antecedente familiar, ototoxicos e baixo peso para idade

gestacional (52).

Criangas que permaneceram na UTI, com baixo peso e idade gestacional
menor de 34 semanas foram acompanhadas periodicamente com exames
audioldgicos: PEATE, avaliacdo audiologica comportamental, audiometria em campo,
timpanometria e audiometria infantil (tonal). Neste estudo excluiram as causas:
sindromes genéticas e histéria familiar de perda auditiva, fatores estes néo
ambientais. Os autores observaram que baixo peso, longa permanéncia na UTI,
ventilacdo mecanica, transfusdo sanguinea, hemorragia interventricular e meningite
foram fatores mais associados com perda auditiva. De 146 pacientes com perda
auditiva, 52 apresentaram perda auditiva bilateral: 13 de grau moderado, 27 grau
severo e 12 de grau profundo. Os autores chamaram atencao para os audiogramas
dos pacientes, cuja maioria apresentava audiogramas de padrdes descendentes,
sugerindo perda auditiva nas frequéncias mais agudas. Segundo os autores, 0S
aminoglicosideos e a hiperbilirrubinemia causariam injurias em regiées especificas
coclear, lesando as células ciliadas preferencialmente nas regides responsaveis pelas

altas frequéncias (53).

Robertson e colaboradores apresentaram um estudo onde acompanharam
por 30 anos 1.279 RNs com idade gestacional abaixo de 28 semanas e peso menor
de 1250 gramas que permaneceram na UTI. Quarenta pacientes (3,1%)
desenvolveram perda auditiva permanente bilateral e o fator de risco observado como

0 mais associado com a perda auditiva foi a necessidade de oxigénio (54).

Um estudo holandés, verificou quais fatores etiolégicos independentes
estariam mais associados com a perda auditiva naqueles que permaneceram na UTI
e comparou RNs de UTI com perda auditiva com aqueles que também estiveram na
UTI e ndo evoluiram com perda. A porcentagem de pacientes que estiveram na UTl e
gue tiveram perda auditiva foi de 1,7%, a maioria apresentava perda auditiva
neurossensorial de grau severo para profundo. Os fatores associados com a perda
auditiva independente de permanéncia na UTI foi baixo apgar, caracteristicas
dismorficas sugerindo sindrome, sepse, meningite e sangramento e isquemia cerebral
(55).
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Um estudo com a possibilidade de realizacdo de exames moleculares
genéticos para a surdez nos neonatos de UTI e que falharam na triagem auditiva
verificou apenas a presenca de causas ambientais. Neste mesmo estudo 0s neonatos
a termo apresentaram perda auditiva mais significativa do que os prematuros. A
justificativa para tal circunstancia € que os RNs a termos quando necessitaram de UTI,
precisaram por apresentarem quadros mais graves: andxia, malformagdo congénita,
sindromes e infeccbes congénitas. Dos 38 RNs que completaram a pesquisa, 10
pacientes apresentaram perda auditiva: 1 de grau moderado, 4 de grau severo e 5 de
grau profundo. Os indicadores mais presentes na historia clinica foram
hiperbilirrubinemia, andxia perinatal e ventilagdo mecénica e permanéncia na UTI

maior que 5 dias (56).

A hiperbilirrubinemia ou ictericia neonatal € a predisposicao para producao
de bilirrubina (ndo conjugada) com limitada excrecdo da mesma. O termo Kernicterus
se refere a ictericia severa com manifestacdes no sistema nervoso central (57). O
nacleo do nervo coclear e o coliculo inferior sdo os primeiros a sofrerem injarias com
a toxicidade da bilirrubina, seguido posteriormente do nervo coclear. A céclea nédo
parece ser afetada diretamente pela hiperbilirrubinemia, mas acredita-se que sua
atividade seja prejudicada secundariamente pela falta de atividade do nervo coclear
(58).

A hiperbilirrubinemia e ou a andxia neonatal podem estar associadas ao
espectro da neuropatia auditiva, que é uma desordem auditiva caracterizada pela
funcdo anormal do nervo coclear (representado no PEATE por ondas alteradas ou
ausentes), com funcéo coclear preservada (presenca de sinais de microfonismo no
PEATE ou OEA presentes). O espectro da neuropatia também esta associado com

alteracdes genéticas (59).

Oysu, 2002, verificou que de 30 criangas que apresentavam apenas como
anico fator de risco a hiperbilirrubinemia severa (24.4 + 8.8 mg/dL), todos tinham
algum comprometimento auditivo: 20 casos foram considerados de grau profundo, 6
casos apresentavam grau severo e 4 de grau leve a moderado; 28 eram bilaterais e 2
unilaterais. Como foi realizado OEA e PEATE, o autor encontrou em 4 casos
considerados profundos a presencga de OEA “robustas” e chamou atencao para o fato
de que se houvesse apenas feito como exame diagndéstico as OEA, esses casos nao

seriam diagnosticados (60).
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Um estudo, de 1998, comparando perda auditiva em grupos de fatores de
risco diferentes: hiperbilirrubinemia (maior que 20 mg/dL), prematuros com baixo peso
(menores de 34 semanas), meningite neonatal bacteriana e neonatos com septicemia
demonstrou que o maior nimero de casos de perda auditiva foi encontrado nos
pacientes com hiperbilirrubinemia com 8 casos, seguidos de meningite e septicemia,
cada um com 6 casos e em 3 casos o fator de risco presente era a prematuridade. A
incidéncia de perda auditiva nos casos acometidos pela hiperbilirrubinemia foi de
61,5% (8/13), sendo 50% grau severo e 50% moderado (61).

Wong e colaboradores, em 2006, em um estudo prospectivo, de 1995 a
2000, acompanharam o desenvolvimento da audicdo pelo PEATE em grupos de
pacientes com graus diferentes de hiperbilirrubinemia: grau moderado (bilirrubina
sérica até 20mg/dl); severo (até 25mg/dl) e superbilirrubinemia (acima de 26mg/dl).
Naqueles acima de 15mg/dl o protocolo do servico era fototerapia e acima de 20 mg/dl
o tratamento indicado era exsanguineo transfusdo. Inicialmente encontrou se
alteracdo no PEATE em 10% dos pacientes classificados com grau moderado de
hiperbilirrubinemia ;7,9% no grau severo da doenca e 16,7% no grau considerado
superbilirrubinemia. Porém ndo havia diferenca estatistica significante entre os
grupos. Ao longo de 2 anos, apenas 2% mantiveram se com o PEATE alterado: 2
pacientes do grupo superbilirubinemia continuaram com os limiares acima de 50 dB.
Os autores concluiram que a taxa de hiperbilirrubinemia pode ser transitéria no tronco

cerebral, desde que o diagnéstico e o tratamento sejam precoces (62).
3.3.3. Malformacdes de Orelha Interna

Aproximadamente 20% dos pacientes com perda auditiva congénita
apresentam malformacdo na Tomografia Computadorizada (TC) de ossos temporais
(63).

Chen, em um estudo que avaliou a utilidade do exame de TC para as
malformacgdes de orelha interna em portadores de perda auditiva encontrou 26% de
alteracdes, sendo as mais frequentes: aqueduto vestibular alargado, displasia
vestibulococleares e anomalias do conduto auditivo interno (64). Utilizando também a
técnica da TC em 35 pacientes com perda auditiva unilateral, Bamiou e colaboradores
encontraram 31,4% de malformacdes de orelha interna, sendo 73% de grau profundo.

Neste estudo 5 pacientes evoluiram com perda auditiva progressiva sendo que 4 eram
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portadores de alteracdes nos exames de imagem. Deste modo, os autores concluiram
que a presenca de perda auditiva progressiva pode ser preditor de TC com

anormalidades (65).

A Sindrome do Aqueduto Vestibular Alargado (SAVA) é a malfomacédo de
0sso temporal mais comum, caracterizada por perda auditiva progressiva que pode
ter sintomas vestibulares associados. A fisiopatologia é o alargamento 0sseo as
custas do alargamento do ducto e do saco endolinfatico, 0 que ocasionaria uma
alteracdo na homeostase da circulagdo endolinfatica, com consequente dano ao
neuroepitélio coclear. A SAVA pode estar associada com outras malformacgdes de
orelha interna. O aqueduto vestibular € considerado normal quando néo ultrapassa o
didmetro do canal semicircular adjacente ou quando inferior a 1,5 mm na avaliacéao

tomogréfica (66,67).

Madden e colaboradores estudaram a SAVA na populacdo pediatrica
através de resultados tomograficos e audiolégicos. Encontram nas criangas com
perda auditiva, 13% de alteracdes da SAVA. No acompanhamento de 34 meses, 51%
dos pacientes mantiveram quadro audiologico estavel, 28% apresentaram flutuacéo
nos limiares auditivo e 21% evoluiram com piora audiométrica. Os autores nao
encontraram correlacéo entre as medidas do alargamento do ducto endolinfatico e o

grau de severidade da perda auditiva (67).

O aqueduto vestibular alargado pode fazer parte da Sindrome de
Pendred (SP) caracterizada por disfuncao tiroidiana e perda auditiva. A SP esta
associada com a mutacdo SLC26A4 e € a segunda mutacdo, segundo o autor, mais

verificada em caucasianos ap0s a mutacédo no gene GJB2 (68).

As anormalidades de orelha interna encontradas nos exames
radiologicos fornecem informacgdes para o diagndstico, para orientacdes, prognéstico

e até aconselhamento genético (65,69).
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3.3.4. Causa genética: perda auditiva de origem néo sindrémica

A perda auditiva ndo sindrdmica é responsavel por 80% dos casos de
surdez genética, sendo em 75 a 80% dos casos de origem recessiva, 20%

autossémica dominante, 1 a 5% heranca ligada ao X e 1% mitocondrial (11, 70).
Gene GJB2 e as principais mutacdes neste gene

O gene GJB2, esté localizado no braco longo do cromossomo 13 (13g11-
gl12), no locus DFNB1, ou seja, gene de padrdo de transmissao recessiva, porém na
literatura também é descrito como gene de padrao dominante no locus DFNA3. Porém
poucas manifestacdes da forma dominante parecem ser consequéncia de mutagéo
da Conexina 26 (Cx26) (14).

Os produtos formados por este gene sdo as conexinas, proteinas que
fazem parte das juncdes intercelulares (gap junction) e que tem como funcéo garantir
a homeostase i6nica da endolinfa, essencial para a audicdo normal. As conexinas sao
proteinas formadoras de canais ibnicos que constituem o maior sistema intercelular
de comunicacdo, importante para troca de metabdlicos, segundo mensageiros e
eletrdlitos. A topologia da Cx26 consiste em 4 dominios transmembranas e duas al¢cas
extracelular com término citoplasmatico; 6 subunidades de Cx26 formam um conexon,

dois conexons se alinham e formam um canal intercelular completo (Figura 6) (71,72).
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Na orelha interna a conexina é expressa na estria vascular, na membrana
basilar, no limbo e na proeminéncia espiral da coclea humana. A perda da Cx26 no
complexo de canais rompe a regulagem de potassio das sinapses na base das células
ciliadas através das células sustentadoras e fibroblastos, o potassio volta a ficar em
alta concentragéo na endolinfa do ducto coclear, resultando na intoxicagao local do
Orgéo de Corti pelo potassio, impedindo a deflagracio dos potenciais de ac¢&o para o

mecanismo de transducéo, levando a perda auditiva (71).

Mutacbes no GJB2 seriam responsaveis por 50% das perdas auditivas
recessivas nao sindromicas na populacao europeia. Contudo as mutacdes mesmo
sendo do mesmo gene, diferem em relacéo as populagdes afetadas: nos caucasianos
a mais comum é a mutacdo c.35delG, nos judeus a c.167delT, nas populacdes

indianas e paquistanesa c.W24X e na populacao japonesa c.235delC (73,74).

A mutacédo c.35delG é comum nas populacdes europeias, principalmente
nas de origem mediterranea, sendo responsavel por 85% dos alelos recessivos que
causam perda auditiva na populacdo europeia mediterranea (75). Também é a
mutacdo mais verificada dentro das mutacdes da conexina em familias do Reino

Unido, Franca, Italia, Espanha, Tunisia, Libano, Australia e Nova Zelandia (76).

A mutacéo c.35delG é causada por delecdo de uma guanina de uma série
de seis guaninas que se encontram da posicao 30 a 35 do gene. Esta mutacao € do
tipo frameshift, uma delecdo que altera o quadro de leitura dos amioacidos. Ha
formacdo de um stop cédon na posi¢do do codon 13 e como consequéncia tem-se a

formacao de um polipetideo de 12 aminoacido ao invés de 226 aminoacidos (77).

Em relacdo ao padrdo de perda auditiva causada por essa mutacao,
Denoyelle, 1998, encontrou no seu estudo perda auditiva com acometimento pré-
lingual, porém de graus que variavam de leve a profundo, sempre com acometimento
bilateral. A perda auditiva pela mutacéo c.35delG pode afetar as altas frequéncias ou
afetar todas as frequéncias na mesma extensdo (14). Um estudo com a populagéo
italiana, encontrou 66,6% de mutacéo 35delG, sendo que nos casos de homozigose
0S pacientes apresentaram perdas que variavam entre grau moderado a profundo
(78). Um estudo na Turquia, 2006, com 66 pacientes com mutac¢des no gene GJB2,
44 eram homozigotos para mutagédo c.35delG, destes 88,6% apresentavam perda

severa ou profunda bilateral simétrica (79).



41

Identificada por Denoyelle 1999 e Green, 1999 a mutacdo IVS1+1G>A
ocorre na regido nao codificante do gene GJB2, no intron. Nesta mutacao ha troca da
guanina para a adenina, no sitio de splicing (80,81). Esta mutacao perturba o processo
de splicing (processo de remocao dos introns que ocorre depois da transcricdo do

RNA), deste modo n&do ha fungcédo de mensagem do RNA (82).

Um estudo analisou os gendtipos e fendtipos das mutacbes GJIB2 e
concluiu que os gendtipos com heterozigose complexa, incluindo a mutagéo
IVS1+1G>A apresentam como fenétipo perda auditiva de graus menos severo do que
a mutacdo 35delG em homozigose (83). Shubina-Oleinik, em 2014, encontrou a
mutacdo IVS1+ 1G>A como a terceira mutacdo mais frequente na populacéo
bielorrussa, sendo que o padrdo audiolégico dos pacientes com esta mutacao

apresentou em sua maioria perda de grau severo e profundo (84).
Gene GJB6

O gene GJB6 também esta localizado no locus DFNB1 (assim como o
gene GJB2) no cromossomo 13qg11-q12 e é responsavel por codificar a Conexina 30
(Cx30). O gene GJB2 assim como 0 GJB6 séo expressos na mesma regido da céclea

e 0s seus produtos, Cx26 e Cx30 sdo muito similares quanto a funcéo (85).

Em 2001, Lerer, em um estudo com familias de origem judias Ashkenazi,
descrevou a presenca de uma larga delecao da regido telomérica em direcao ao gene
GJB2, mas que ndo afetaria o0 mesmo, provavelmente se tratando da del(GJB6-
D13S1830) (86). Del Castilo e colaboradores descrevem em 2002 a delegéo
del(GJB6- D13S1830) e em 2005 a del(GJB6-D13S1854) (87,88). Segundo o proprio
autor esta alteracdo seria segunda mais frequente na populacédo espanhola, apés a
mutacéo c.35delG (87).

Na Franca, 2005, um estudo avaliou o gendtipos destas mutacdes e as
caracteristicas audiologicas. A mutacdes mais frequentes foram a 35delG seguida
pela delegéo del(GJB6- D13S1830). Neste estudo ndo houve diferenga estatistica no
grau de severidade das perdas auditiva entre os portadores homozigotos 35delG e os
heterozigotos compostos 35delG/ del(GJB6- D13S1830) (89). Em 2014 um estudo
para determinar as prevaléncias das mutacées GJB2/GJB6 em 140 portadores de
perda auditiva bilateral pré-lingual no México encontrou uma baixa frequéncia tanto

de homozigotos c.35delG, assim como de heterozigotos se comparados com a
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populacdo caucasiana. Um caso da mutacdo 35delG/del(GJB6- D13S1830) foi
encontrado e tratava-se de perda auditiva de grau profundo (90).

Inicialmente os autores sugeriam como possiveis alternativas para
explicar a perda auditiva em individuos duplamente heterozigotos os mecanismos de
efeito de dosagem ou mecanismo regulatério da expresséo do gene GJB2. O primeiro
se trata da interacdo dos genes como um padrao complexo de heranca digénica. O
GJB2 e 0 GJB6 possuem func¢des sobrepostas e um poderia compensar a fungéo do
outro, interagindo entre si. O segundo mecanismo seria a existéncia de uma ou mais
regido regulatoria da expresséo do gene GJB2 que estaria dentro da sequéncia que
foi deletada, deste modo o gene GJB2 estaria inativo e a explicagdo para a perda
auditiva seria esta e ndo a delegéo do segmento do GJB6 (86,87).

Rodrigues-Paris e colaboradores, em um estudo de 2009, também
verificaram que o provavel mecanismo seria a delecdo de areas regulatorias da
expresséo do gene GJB2. Estes mesmos autores em 2011 investigaram a delegao
del(GJB6-D13S1854), uma delecdo menor e menos comum e observaram que a
expressdo da GJB2 permanece com atividade minima. O motivo seria o fato de uma
delecdo menor, manter preservado os elementos regulatérios ou os locus de controle

de expresséo (91,92).
Gene Mitocondrial

A perda auditiva de herangca mitocondrial representa 1% das perdas
auditivas ndo sindrdomicas (11), porém sua disfuncdo também esta implicada em
algumas sindromes que cursam com perda auditiva (93). Perda auditiva sindrémica
causada por mutacdo nos genes mitocondriais estdo associados com acidoses laticas,
encefalopatias, miopatias, diabetes mellitus, oftalmoplegias, ataxia e atrofia do nervo
optico. A heranca mitocondrial € de origem materna (94).

O DNA mitocondrial humano tem 16.569 pares de nucleotideos e
caracteriza-se por ser uma molécula circular localizada no citoplasma da mitocondria.
Aproximadamente, ha centenas de mitocondrias em cada célula do corpo humano.
Cada mitocondria contém de 2 a 10 cromossomos mitocondrial e o DNA mitocondrial

contém 37 genes (95).
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As funcdes da mitocdndria na orelha interna, especificamente nas células
ciliadas sdo de proporcionar ATP para fosforilagdo oxidativa, modulacdo da
concentracao de calcio intracelular e controle da apoptose das células. Alta densidade
mitocondrial, que é relacionada com grande atividade metabdlica, € observada em
grande proporcao, na espira basal da coclea e na regido infra nuclear das células
ciliadas. Locais estes importantes na transformag&o do impulso sonoro em impulso
elétrico para o nervo coclear. Mas para que ocorra apenas injaria nas mitocéndrias
(caracterizando-se como perda auditiva ndo sindrémica) da orelha interna acredita-se
que as mutacdes sejam tecido especifica ou que ocorra expressao fenotipica, até em
decorréncia de fatores ambientais como por exemplo aminoglicosideos (93).

A primeira mutacdo mitocondrial descrita relacionada com perda auditiva
nao sindrémica foi a mutacdo A1555G localizada no gene mitocondrial, MTRNR1(96).
Diversas publicagdes com outras popula¢des também investigaram a mutagéo e sua
relacdo com o uso do aminoglicosideo. Nos asiaticos esta mutacdo parece ser mais
frequente. Usami, 2000, em um estudo com a populacao japonesa encontrou 33% de
perda auditiva induzida por aminoglicosideo e 3% de pacientes com esta mutacéo,
porém com perda auditiva esporadica (97). Na China, Li e colaboradores 2005,
encontraram 13% de perda auditiva induzida por aminoglicosideo enquanto 2,9%
apresentavam de forma esporadica a perda auditiva (98). Zhang, 2007 também na
China observou que a frequéncia para aqueles com a mutagcdo induzida pelo
antibiotico era de 10,9% em relacédo a 5,7% de casos de perda auditiva eventuais (99).
Na Espanha encontrou-se uma frequéncia desta mutacdo associada com perda

auditiva em 20%, sem uso de antibiético (100).

A mutacédo consiste na troca do nucleotideo adenina pela guanina no l6cus
1555 do gene 12S RNA ribossdmico. Esta mutacdo faz com que este gene do RNA
ribossémico se assemelhe ao RNA ribossémico da bactéria. O aminoglicosideo tem
como mecanismo de agdo a interferéncia na sintese de proteinas das bactérias. Desta
maneira o aminoglicosideo causa codificacdo errada ou prematura no sitio do RNA
mitocondrial. Neste caso o antibidtico seria um fator de interacdo com a mutagéo,
causando a perda auditiva. Para aqueles que possuem a mutagéo e a perda auditiva
mas nunca foram expostos ao aminoglicosideo a explicacdo provavelmente se deve

ao comprometimento de alguma das fun¢des das mitocondrias. Estas funcbes sao
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reguladas pelos genes nucleares e mitocondriais, sdo elas: produgéo de energia pela
fosforilacdo oxidativa, regulacdo do estresse oxidativo e apoptose (101).

As caracteristicas audioldgicas, segundo a literatura da perda auditiva pela
mutacdo A1555G seriam: perda auditiva bilateral, simétrica, com acometimento
preferencial das altas frequéncias, com variagdo de graus até mesmo dentro da
mesma familia, associada com zumbido, usualmente apresenta graus mais severos

nos expostos ao uso de antibiotico (102-104).

Uma meta andlise realizada para verificar a prevaléncia global das
mutacBes mitocondriais, com intuito de realizar triagem neonatal para estas mutacoes
antes da terapia com aminoglicosideos demonstrou que ndo € recomendada para a
populacdo geral, porém a triagem pode ser justificada para as populacdes de alto
risco: chinesa e espanhola (105).

A variante A827G foi encontrada em uma familia chinesa com alguns
afetados, na linhagem materna. De 23 portadores da A827G, 10 desenvolveram perda
auditiva, o que sugere que talvez haja uma penetrancia incompleta e que a mutacao
A827G, por si sO ndo seria patologica. Os autores mencionam as hipéteses de que a
essa variante para desencadear perda auditiva necessitaria de fatores moduladores
como aminoglicosideos, diferentes haplétipos mitocondrial ou genes modificadores de
origem nuclear. Justamente por ser encontrada em controles com audicdo normal,

esta alteracéo tem sido considerada polimorfica (104, 106, 107).
3.3.5. Causa genética: perda auditiva de origem nao sindrémica no Brasil

A identificacdo das primeiras mutacdes no gene GJB2 pela comunidade
cientifica internacional ocorreu no final da década de 90 (13). As primeiras publicacdes
brasileiras sobre os genes responsaveis pela perda auditiva ndo sindrémica iniciaram
em 2000: Sartorato e colaboradores em um estudo com 620 neonatos, relatou a
frequéncia de portador da mutacdo m.35delG em 0,97% ou seja 1 em cada 103

neonatos (108).

Oliveira e colaboradores, em 2002, investigou a frequéncia da mutagfes do
gene GJB2 em individuos de dois grupos: portadores de perda auditiva congénita com
historia familiar e portadores de perda auditiva congénita esporadica, sendo 0s
resultados, 22% e 11,5% respectivamente. De onze paciente com mutag¢des no gene,
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seis apresentavam a c.35delG em homozigose, mostrando a necessidade da
investigacdo através dos exames moleculares, principalmente para a mutagéo

c.35delG nos portadores de perda auditiva congénita (109).

Em 2003, o Brasil participa de um estudo multicéntrico na investigagao da
mutacdo no GJB2 associado a delecdo GJB6, del(GJB6-D13S1830) e apresenta a
frequéncia desta mutacdo de 22,2%, uma frequéncia intermediaria, uma vez que
Espanha, Franca, Israel e Reino Unido foram os paises com maiores ocorréncia desta
mutacdo (110). Em 2005 é realizado um novo consorcio para investigacdo da
del(GJB6-D13S1854), o Brasil é o terceiro pais do estudo em frequéncia, com 6,3%
desta mutacdo, depois da Espanha (25,5%) e o Reino Unido (22,2%) que
apresentaram maiores prevaléncia da del(GJB6-D13S1854) (88).

Na tentativa de investigar ndo s6 a presenca da mutacao c.35delG mas
também das mutacdes mitocondriais A1555G e A7445G, um estudo com 75 pacientes
portadores de perda auditiva mas sem causa definida encontrou 2 portadores da
c.35delG em homozigose, 2 portadores em heterozigose, 1 mutacdo nova
(W172X/W172X) e uma mutagdo mitocondrial, A7445G. Com excecao desta ultima
paciente portadora de perda auditiva unilateral profunda, todos os demais eram

portadores de perda auditiva bilateral de grau moderado a profundo (111).

Piato, 2004, investigou a prevaléncia da mutacdo no gene GJB2 e a
delecdo no GJB6, a del(GJB6-D13S1830). Essa delecéo foi inicialmente descrita em
2002, por Castillo (87). Trinta e trés portadores de perda auditiva ndo sindromica foram
investigados para as mutacdes, doze pacientes apresentaram mutacfes no gene
GJB2, sendo cinco portadores da mutacdo homozigose c¢.35delG e 2 pacientes eram
heterozigotos compostos: 35delG/V371 e 35delG/ del(GJB6-D13S1830) (112).

Um estudo com 223 recém nascidos em Sao José do Rio Preto, cidade do
Estado de S&o Paulo, em 2005, encontrou 2,24% de portadores da mutacéo c.35delG
(113). Em 2010 um outro estudo, na cidade de Jundiai, pertencente ao Estado de Sao
Paulo, com 8.974 neonatos da TANU verificou entre os 17 portadores de perda
auditiva, 4 pacientes homozigotos para c.35delG (114). Um estudo de 2011, na cidade
de Campinas com 38 recém-nascidos que permaneceram na UTI e que realizaram
exame molecular para os principais teste da surdez, diagnosticou 8 portadores de

perda auditiva, nenhum apresentou alteracdo molecular (56).
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Pacientes brasileiros implantados também foram estudados com exames
moleculares para perda auditiva. Em um estudo com pacientes implantados ou
candidatos ao implante coclear, portadores de perda auditiva bilateral de grau severo
a profundo, 12% eram homozigotos para c.35delG e 19% heterozigotos. O autor
reforca a importancia do rastreamento de mutacdes no gene da conexina nos
pacientes supostamente com perda auditiva de origem idiopética (115). Outro estudo
com 49 pacientes que se submeteram ao implante coclear, 19 pacientes
apresentaram mutagdes GJB2 e GJB6; 8 eram portadores da mutagéo c.35delG em
homozigose e 1 paciente era homozigoto del(GJB6-D13S1830) (116). Motta, 2012,
também estudou a prevaléncia da mutagéo c.35delG na popula¢do com perda auditiva
de causa indeterminada e que foi submetida ao implante sendo a ocorréncia da
mutacdo de 11% (117).

Também estudou-se a frequéncia da mutacdo c.35delG em diversas
regides do Brasil, uma vez que o pais tem varias origens étnicas na sua composi¢ao
populacional. O resultado encontrado foi que esta mutacao estava presente em todas
as regides sem diferencas significativas (118). Considerando estudos em regides
especificas do Brasil, Cordeiro Silva encontrou no Espirito Santo 3,9% de
homozigotos c¢.35delG, 6,5% de portadores da mutacdo e 1,3% de heterozigoto
composto 35delG/del(GJB6-D13S1830); Castro em estudo na populacdo da regido
Amazonica verificou 1,3% de homozigotos m.35delG, 7,8% de heterozigotos
(119,120).

As mutacdes mitocondriais também sdo estudadas na populacao brasileira:
Maniglia e colaboradores, 2008, realizaram um estudo para rastreio da mutacéo
mitocondrial A1555G em pacientes com perda auditiva de origem idiopéatica e em
recém-nascidos normo ouvintes, usados como controle; em nenhum dos grupos a
mutacédo foi encontrada. O autor relata que a prevaléncia desta mutacdo ndo € comum
nas Américas (121). Outro autor no mesmo ano, descreve um relato desta mutagéo
em uma familia onde 9 individuos realizaram exames otorrinolaringoldgicos,
audiolégicos e genéticos. Nove possuiam a mutagdo e oito tinham perda auditiva
neurossensorial. As caracteristicas mais comumente observada em relagéo ao padréo
audiolégico foi: perda auditiva bilateral, simétrica mas de varios graus de perda com
uma tendéncia maior para as perdas auditivas nas frequéncias agudas (122). Nos dois

estudos citados os autores mencionam a preocupagdao em determinar a real
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frequéncia desta mutacdo na populacao brasileira, principalmente pela relacdo desta
com os antibiéticos aminoglicosideos (121,122).

Os estudos aqui apresentados verificam e confirmam a importancia do
rastreamento das mutacdes no GJB2 e GJB6 na populacéo brasileira. Batissoco e
colaboradores encontraram em 300 pacientes com histéria de perda auditiva,
excluindo apenas os portadores de perda auditiva sindrémica, 7,5% de portadores da
c.35delG em homozigose, 1,7% em heterozigose e 1% de heterozigoto composto para
c.35delG/ del(D13S1830). Quanto ao grau de perda, os homozigotos para a mutagao
c.35delG apresentaram grau de perda entre moderado a profundo, com mais da
metade dos casos com grau profundo. Os trés casos c.35delG/ del(D13S1830)
apresentavam perda auditiva de grau profundo (123). Em 2014, Esteves e
colaboradores analisaram a presenca de mutacédo no gene GJB6 nos pacientes com
heterozigose no gene GJB2. Seus resultados foram 6,93 % de heterozigotos 35delG
e 1% de heterozigoto compostos 35delG/delGJB6 (D13S1830). Os achados
audioldgicos foram de que os heterozigotos para a GJB2 possuiam graus variados
com manifestacBes pré e pos lingual enquanto o heterozigoto composto apresentou
perda de grau profundo (124).

Estudos genético com outros genes relacionados a surdez também foram
realizados no Brasil: de Moraes e colaboradores, 2013, realizaram analise molecular
de 20 exdéns do gene SLC26A4 (gene relacionado com Aqueduto Vestibular Alargado
e Sindrome de Pendred) em 23 individuos previamente investigado para mutacdes
GJB2, GJB6 e mitocondrial A1555G. Este pacientes tinham perda auditiva severa para
profunda e apresentavam o0 aqueduto vestibular alargado (anteriormente
diagnosticado por exame de imagem). Apresentaram mutacdo em 1 ou 2 alelos 3,9%
dos pacientes, demonstrando que essa mutacdo possui uma alta frequéncia na

populacao brasileira (125).

A mutacdo mitocondrial A827G ¢é citada com grande frequéncia nos
estudos brasileiros. Em um estudo com 17 deficientes auditivos, esta mutacéo foi
encontrada em 3 pacientes, porém em 2 pacientes havia outras causas ambientais
que também poderiam justificar a perda auditiva (114). Um estudo de avaliacéo de
possiveis mutacbes mitocondriais relacionadas a perda auditiva induzida por ruido

mostrou que a mutacdo também foi encontrada em individuos normoouvintes (126).
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Os autores acreditam que se trate de um polimorfismo com alta ocorréncia na

populacao do Brasil.

3.3.6.Causa genética: outros genes envolvidos na perda auditiva nao

sindrémica

Gene SLC26A4

A mutacdo no gene SLC26A4 é a segunda causa mais frequente de perda
auditiva ndo sindrébmica, apos as mutacdes no GJB2. O SLC26A4 & um gene
localizado no braco longo do cromossomo 7¢g31.1, no locus DFNB4, que codifica a

proteina pendrina (68).

Esta proteina também é responséavel pela homeostase coclear, uma vez
que atua no transporte de cloretos, iodetos, bicarbonatos e formiatos. E expressa nos
tecidos da orelha interna, rim e tireoide. A falta da acao da Pendrina, na orelha interna
leva a acidificagdo da endolinfa e inibe a atividade dos canais de célcio, resultando no
aumento da concentracdo de calcio na endolinfa, levando a auséncia de potencial
endolinfatico, uma vez que este meio precisa estar em equilibrio de ions para deflagar

um potencial de agéo (68,127).

Quando esta mutacdo causa perda auditiva associada a tiroideopatia
(bécio) que geralmente aparece na segunda década e malfomacao de orelha interna
como Aqueduto Vestibular Alargado e/ou Mondini é chamado de Sindrome de
Pendred. Geralmente a caracteristica da perda auditiva por esta mutacao € bilateral,
frequentemente severa para profunda, pré-lingual ou pés- lingual precoce e de variada

evolucéo (68).
Gene OTOF

Gene localizado no cromossomo 2p23-p22, no locus DFNB9, o gene OTOF
codifica a otoferlina (128). Na coOclea adulta, a otoferlina s6 é expressa nas ceélulas
ciliadas internas aonde estao localizadas as sinapses aferentes, sugerindo que esta

molécula realmente tenha o papel no controle de neurotransmissores (129).

A mutacdo OTOF causa perda auditiva pré-lingual profunda, com
caracteristicas de neuropatia auditiva, ou seja, inicialmente com presenca de OEA e
auséncia de ondas no PEATE (130).



49

Um estudo com 37 pacientes com a mutacdo OTOF observou que 0s
afetados séo fenotipicamente homogéneos: possuem perda auditiva profunda, de
inicio precoce e ndo possuem nenhuma anormalidade de orelha interna aos exames
de imagem. Os autores sugerem investigar o gene OTOF quando ha perda auditiva
profunda com caracteristicas de neuropatia. O autor chama atencdo que a realizagdo
do exame OEA, muitas vezes o Unico exame realizado nos programas de TANU pode

nao diagnosticar a neuropatia (130).
Gene MYO15A

Este gene faz parte da familia dos genes da miosina. As miosinas possuem
muitas funcdes: transporte intracelular de organelas, fagocitose, funcdo secretéria,
contracdo muscular e de movimento celular. O gene MYO15A esta localizado no
cromossomo 17p11.2, locus DFNB3. As miosinas hidrolisam a Adenosina Trifosfato
(ATP) para gerar energia para mover se ao longo dos filamentos de actina (131,132).
O padrédo audiolégico dos pacientes com essa mutacdo costuma ser severa para

profunda, ou perda em altas frequéncias (132).
3.3.7. Causa genética: perda auditiva sindrémica

Representa de 15 a 30% das perdas hereditarias (11). Mais de 400
sindromes relacionadas a perda auditiva ja foram descritas. Na perda auditiva
sindrdmica os padrdes hereditarios podem ser classificados como sindrome genéticas
de anomalias cromossOmicas, sindrome de heranca monogénica ou sindrome
multifatorial, onde o fenétipo é resultado de uma combinacao de fatores genéticos e
ambientais (133). A seguir estdo descritas as principais sindromes que cursam com

perda auditiva associada.
Sindrome de Pendred

Os genes responsaveis sdo SLC26A4 e FOXXII, a sindrome cursa com
perda auditiva, bocio que geralmente inicia na puberdade e alteracbes no exame
radioldégico com aqueduto vestibular alargado ou Mondini. Geralmente a caracteristica
da perda auditiva por esta mutacédo € bilateral, frequentemente severa para profunda,

pré-lingual ou pés-lingual precoce de variada evolugéo (68,133).
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Sindrome de Waanderburg (SW)

Caracterizada por epicanto ocular, anormalidades pigmentares no cabelo,
na iris e na pele e que cursam com perda auditiva. A sindrome ¢é dividida em subtipos,
tipo | € quando ocorre epicanto ocular associado a sindrome, no tipo Il ndo ha este
tipo de apresentacéo, tipo Ill e o tipo | associado com anomalias de membros
superiores e no tipo IV € o tipo Il acrescido da doenca de Hirschsprung. Varios genes

em diferentes cromossomos estédo associados a esta sindrome (133).

Um estudo de revisdo com 417 pacientes correlacionou a perda auditiva
nos diferentes subtipos da Sindrome de Waanderburg; a prevaléncia foi de SW
tipol1:52,3%; SW tipo 2: 91,6%; SW tipo 3: 57,1% e SW tipo 4:83,5%. Em relacéo as
mutacfes, observou-se que: SOX10 (96,5%), MITF (89,6%) e SNAI2 (100%)
possuiam mais pacientes com perda auditiva associada. Em 71% a perda auditiva foi
neurossensorial e bilateral. Os autores sugerem a importancia do diagndstico
molecular na possibilidade de orientar os pacientes sobre os riscos de perda auditiva
(134).

Sindrome de Usher

Caracterizada por perda auditiva e retinose pigmentar. Nesta sindrome,
varios genes estao envolvidos no mesmo subtipo. O tipo | da sindrome de Usher € a
mais severa, 0s pacientes ja nascem com perda auditiva congénita de grau profundo,
com inicio pré- pubere da retinose pigmentar e com sintomas vestibulares. No tipo
€ caracterizado por perda auditiva de grau moderado para severo e a retinose
pigmentar comeca na primeira ou segunda década. No tipo Ill, que € a menos comum,
com prevaléncia de 2 a 4%, os pacientes podem ter perda auditiva progressiva e 0s

sintomas em relacao a vertigem e a retinose pigmentar podem ser variaveis (133,135).
Sindrome de Alport

E caracterizada pela associagdo disfuncdo renal, perda auditiva e
anormalidades oculares. Inicialmente o sinal clinico é a hematuria, mas pode progredir
para faléncia renal. A perda auditiva é progressiva, simétrica e de intensidade variavel.
Os genes envolvidos nessa sindrome séo responsaveis pelo colageno, em especial o

tipo 1V, que é o principal constituinte da membrana basal. As cadeias a3, a4 e a5
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expressam-se nas membranas basais seletivamente do rim, coclea e nos olhos.

Mutacdes nestes genes produzem defeitos nessas cadeias (133,136).
Sindrome Oto-Branquio- Renal

Sindrome autossémica dominante com anomalias branquiais, otolégicas e
malformacéao renal. Esta presente em 2% das criancas com perda auditiva profunda.
As manifestagdes mais frequentes s&o: perda auditiva, anomalias renais,

deformidades no pavilhdo auditivo e estenose de conduto auditivo externo (133).
Sindrome Jervell- Lange- Nielsen

Caracterizada por sincopes, causadas por alteracdes cardiacas (intervalo
QT longo no eletrocardiograma) e perda auditiva neurossensorial profunda. Ocorre

em 0,25% das perdas auditivas profundas bilaterais (133).
Sindrome de Treacher Collins

O gene envolvido é o TCOF1 que codifica a proteina chamada de treacle,
e acredita-se que atue no transporte de outras proteinas do citoplasma para o nucleo.
A mutacdo provavelmente ocorre pela introdu¢édo de um stop cédon, com terminacéo
prematura do produto formado. A expressdo fenotipica resulta em malformacdes
congénitas envolvendo o primeiro e segundo arco branquial. As manifestagcdes mais
comuns sdo: hipoplasia da regido malar, hipoplasia de mandibula, coloboma de
palpebra inferior, malformacé&o dos pavilhdes auriculares, atresia do conduto auditivo

externo e surdez de conducéo (133,137).
Sindrome CHARGE

Caracterizada por coloboma ocular, defeitos cardiacos, atresia de coanas,
retardo de crescimento e/ou desenvolvimento, anomalias genitais e/ou urinarias e
anormalidades das orelhas e surdez, além de outros defeitos. Em dois tercos dos
casos diagnosticados como CHARGE, em dois tercos sao verificados mutacdo no
gene CHD7 no cromossomo 8. O paciente pode apresentar perda auditiva condutiva,
mista ou neurossensorial. Um pequeno numero de casos evolui para perda auditiva
profunda (138).

Em um estudo com implantes cocleares nos pacientes com esta sindrome

e perda auditiva profunda, verificou que o procedimento € muito dificultoso uma vez



52

que a anatomia de orelha média € anormal e o nervo coclear muitas vezes é
hipoplasico. Os autores concluiram que a TANU é mais ainda importante nestes
casos, para intervencédo precoce, e mesmo com dificuldade para o procedimento em
virtude da anatomia anormal, os autores orientam implante coclear. Também orientam

nestes casos o trabalho de aprendizagem de linguagem de sinais e oral (138).
3.4. Espectro da Neuropatia Auditiva

Inicialmente chamada de Neuropatia Auditiva, descrita em 1996, foi
caracterizada em pacientes que apresentavam OEA e auséncia de respostas no
exame de PEATE (139).

Os autores perceberam alguns padrbes associados a neuropatia como
presenca de microfonismo coclear, perda auditiva permanente ou flutuante, exames
radiolégicos sem anormalidades, auséncia de reflexo estapediano, audiograma com

incompatibilidade entre os limiares tonais e o indice de reconhecimento de fala (59).

A partir de 2008, o termo neuropatia auditiva passou para espectro da
neuropatia auditiva, uma vez que ha varias manifestacdes clinicas da neuropatia
(140).

Kaga, 2015, descreve uma classificacdo para os tipos clinicos da
neuropatia, Tipo I: desenvolvimento auditivo € normal, com dois subtipos, IA ao
nascimento OEA estédo presentes e PEATE sem respostas, apds um tempo as OEA
se mantém e aparece ondas no PEATE. No tipo IB ao nascimento as OEA estédo
presentes e PEATE tem apenas onda | e lll, apdés um tempo, ho acompanhamento,

as OEA se mantém e aparece todas ondas no PEATE.

O tipo Il sédo neuropatias que vao progredir para a perda auditiva: as OEA
somem e mantém se a auséncia no PEATE. O tipo Il é a verdadeira neuropatia
auditiva, as OEA se mantém presentes e o PEATE € sem resposta. No tipo Illl A
mesmo com estas alteracdes, o paciente tem comportamento de deficiente auditivo e
no tipo Il B o comportamento € de ouvinte. O tipo Ill € o que ocorre com menos
frequéncia entre os trés tipos. Os melhores tipos para o implante coclear, segundo o

autor, seria os tipos Il e Ill A (141).

A causa exata na neuropatia ndo esta esclarecida, mas ja existem

hipbteses para sua ocorréncia. Sao citados desordens de origem pré ou pds-sinaptica
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entre as células ciliadas e o nervo coclear; dessincronizacdo do nervo auditivo por
desmielinizacdo ou por atrofia axonal. Algumas mutacées em genes também j& foram
identificados no espectro da neuropatia auditiva como o OTOF e o OPA1, mas existe
a possibilidade de haver mais mutacdes relacionadas com a neuropatia em outros
genes (59,131).

Alguns fatores de risco para a perda auditiva como a hiperbilirrubinemia e

anoOxia neonatal podem causar neuropatia auditiva (59,141).

Bielecki e colaboradores, em 2012, por meio de um estudo com neonatos
da triagem auditiva em um periodo de 9 anos, verificaram que de 352 neonatos, 5,1%
(n=18) possuiam espectro de neuropatia auditiva, sendo que em 78% destes tinham
historia de complicagdes neonatais e 0s outros 22% com espectro de neuropatia ndo
tinham nenhum fator de risco. Os autores chamam atencéo para o fato de que a
neuropatia ndo é uma condicdo rara e que para o melhor screening da neuropatia é

importante considerar as OEA, reflexo do estapédio e o PEATE (142).
3.5. Fatores de riscos histéria familiar e consanguinidade

O fator de risco histéria familiar de perda auditiva é controverso, no JCIH
ele € mencionado (5). Por outro lado, mencionam que este fator também esta presente
em pacientes sem perda auditiva como no estudo de Cone- Welsson, onde encontrou
26,7% de histéria familiar em neonatos com deficiéncia auditiva, mas também

encontrou 6,8% deste fator em neonatos ouvintes (5,143).

Em um estudo retrospectivo com prontuarios de 301 criancas, em 1999,
encontrou 11% (33 casos) de causa atribuida a historia familiar, sendo em 26 casos
perda auditiva bilateral severa profunda (144). Em outro estudo, de 2000, o indice de
perda auditiva como causa a historia familiar foi verificada em 18% da casuistica de
106 criangas (145).

Na Austrdlia, um estudo avaliou a validade do risco histéria familiar
(avaliado como fator de risco Unico) em um Programa de TANU. A prevaléncia de
criangas com historia familiar e perda auditiva congénita foi de 7,29%, porém aquelas
gue tinham este fator de risco e que desenvolveram perda pés-natal foi de 36,84%.
Nos casos congénitos os familiares com histéria familiar eram mae e irmaos, enquanto

nos casos poOs-natal esta relacionado com histdria familiar dos pais. Os autores
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chamam a atencéo para importancia de acompanhar as criangas com estes fatores

de risco pelo fato de desenvolverem perda auditiva ap6s a TANU (146).

A consanguinidade é a unido entre casais que descendem de um ou mais
ancestral em comum. O efeito da consanguinidade € proporcional ao grau de
parentesco dos familiares. Consanguinidade apdés o segundo grau de parentesco

apresenta risco na prole proximo ao da populacéo geral (147).

Os indices para consanguinidade s&o baixos em paises da Europa
Ocidental, América do Norte e Oceania. Na Europa Oriental, América do Sul e Japao,
de 1 a 5% dos casamentos sdo consanguineos dependendo da localizagc&do geografica
e 0s costumes sociais. A prevaléncia é mais alta na Asia, Norte da Africa e Oriente
Médio, com casamentos de primos de segundo grau representando mais de 50% dos
casamentos. A prole de um casamento consanguineo pode aumentar o risco das
desordens genéticas por causa da expressao de genes recessivos mutados herdados

de um ancestral em comum (148).

Em estudo de 2004, com criancas judias com perda auditiva, a frequéncia
para consanguinidade foi de 7%, frequéncia esta considerada alta para os autores,
indicando que a heranca recessiva nesta populacdo continua sendo uma causa

importante de perda auditiva neurossensorial (149).

Bener, 2005, verificou em recém-nascidos da triagem neonatal, no Quatar,
gue a consanguinidade era mais comum nos portadores de perda auditiva (60,5%) do
que naqueles que eram ouvintes (25,3%). Também identificou e relacionou com
grande significancia a consanguinidade com pais e maes com menor grau de
escolaridade (150). Outro estudo, no mesmo pais, em 2013, demonstrou qgue mesmo
em um grupo homogéneo e com grande habito de casamentos consanguineos, ha

uma heterogenicidade genética (151).



55

3.6. Triagem auditiva neonatal

Os esforgos para criar a triagem auditiva neonatal iniciam-se em 1969, nos
Estados Unidos, com a criacdo do Joint Committe on Infant Hearing (JCIH), comité
este formado por representantes da Academia Americana de Pediatria, Academia
Americana de Oftalmologia e Otorrinolaringologia e da Associacdo Americana de
Linguagem e Audicao, cujo objetivo inicial era fazer recomendacdes sobre as criangas
com risco de perda auditiva e orientacdes sobre a triagem para os profissionais (152).

Em 1972/73 o JCIH determinou os primeiros fatores de risco para a perda
auditiva e recomendou o monitoramento da audi¢cdo nas criangas portadoras dos
fatores de risco: histéria familiar de perda auditiva na infancia, anomalia craniofacial,
peso ao nascer menor que 1500 gramas, hiperbilirrubinemia com nivel maior que 20
mg/dl e infec¢cdo congénita ou perinatal. Dez anos depois, em um nNnovo consenso 0S
fatores de risco meningite bacteriana e asfixia severa foram acrescentados como
indicadores de risco para perda auditiva (153,154). O posicionamento do comité até
1990 era do uso das medidas comportamentais para monitorizacdo audiolégica,
sendo que em alguns casos orientava-se a associacdo com o potencial auditivo de
tronco encefalico (PEATE). Nas recomendag6es de 1990 foram acrescentados os
fatores de risco ototéxicos, ventilagdo mecanica prolongada e trauma craniano (155).

David Kemp, no final da década de 80 desenvolveu a técnica de captacao
das OEA, que sao sons registrados no conduto auditivo externo, gerados pela
atividade fisiol6gica dentro da coclea, especificamente pelas células ciliadas externas
(156,157). O exame da OEA é um teste rapido e n&o invasivo e por iSSo passou a ser

utilizado para a triagem da perda auditiva neonatal.

No ano de 1993 o National Institute of Health concluiu e orientou que a
triagem auditiva neonatal deve ser para todos os recém-nascidos e antes do trés
meses de idade (158). O JCIH, 1994, se posiciona da mesma maneira e orienta o
uso das OEA e PEATE como medidas eletrofisiolégicas para a perda auditiva. O JCIH
incentiva as pesquisas de metodologias de diagnostico e intervencdo da perda

auditiva com intuito de otimiza-las (159).

No ano de 2000, o novo consenso do JCIH protocola o uso combinado das
OEA e PEATE para o diagnéstico da perda auditiva, orienta a triagem auditiva

preferencialmente antes da alta e até os trés meses de idade assim como intervengao
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até os seis meses de idade com acompanhamento de equipe multidisciplinar.
Também fazem parte deste consenso alguns outros principios como monitoramento
auditivo com mencao as patologias que possam afetar as vias auditivas ou disturbios
de conducéo neural, garantia a familia e a crianca triada o respeito na escolha das
decisbes, a garantia de sigilo das informagfes individuais, monitoramento dos
programas, avaliagdo das informacdes (sem exposicdo do paciente) para medir a

eficacia dos servicos de triagem neonatal (160).

No ano de 2007 o JCIH publica seu ultimo consenso até o momento. Este
consenso, por ser o mais atual, sera descrito com mais detalhes (5).

Principios gerais do Programa de Diagndstico de Intervencdo da Perda
Auditiva Precoce, JCIH, 2007:

1-Todas as criancas devem ter acesso a triagem auditiva através de uma

medida eletrofisiol6gica antes de 1 més de idade;

2- Todas as criancas que falharem na triagem auditiva e no reteste devem
ter avaliagdo médica e fonoaudiologica até os trés meses de idade para confirmar a

presenca da perda auditiva;

3-Todas as criancas com perda auditiva confirmada devem receber

intervencao audioldgica antes dos 6 meses de idade;

4- O programa deve garantir a crianca e a familia privacidade garantida
através da escolha das informacdes, tomada de decisdes compartilhadas e
consentimentos dos pais. As familias devem ter acesso as informacdes sobre todas

as intervencdes, opcoes de tratamento e aconselhamentos sobre a perda auditiva;

5- A crianca e a familia devem ter acesso imediato a tecnologia de alta
qualidade, incluindo aparelho auditivos, implantes cocleares e outros dispositivos de

apoio, quando apropriado;

6- Todos os recém nascidos devem ser monitorizados para a perda auditiva
no atendimento meédico domiciliar. A avaliagdo continua do desenvolvimento da
comunicacao deve ser realizada por profissionais qualificados para todas as criancas,

independente de apresentarem fatores de risco para a perda auditiva;
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7- Programas de intervencao interdisciplinares apropriados para as
criancas com perda auditiva e sua familia devem ser oferecidos e acompanhados de
profissionais com conhecimentos em perda auditiva na infancia. Os programas de
intervencdo devem reconhecer e respeitar as escolhas informadas, tradicbes e

crengas culturais da familia;

8- Os sistemas de informacbes devem ser projetados para interagir com
registros de saude eletrbnicos e devem ser usados para medir e relatar resultados da
eficAcia dos servicos de Programa de Deteccdo e Intervencdo da Perda Auditiva
Precoce na comunidade, nivel estadual e federal.

As principais mudancas entre o JCIH de 2000 e 2007 foram:

A incluséo da neuropatia auditiva como um tipo de perda auditiva infantil.
O comité passa a considerar perda auditiva, as perdas sensoriais congénita uni ou

bilaterais, a perda condutiva permanente e a perda auditiva do tipo neuronal.

O comité também recomenda alguns protocolos audiolégicos especificos:
1- criancas com mais de 5 dias de UTI devem realizar o PEATE- A para a possibilidade
de diagnéstico de perda auditiva neuronal, guando falham devem ser reencaminhados
para nova avaliacdo em servico de audiologia e se necessario nova avaliacdo por
PEATE; 2- crianca (oriundas anteriormente de UTI neonatal ou enfermaria) readmitida
no hospital por condicbes associadas a perda auditiva como hiperbilirrubinemia,

cultura positiva para sepse e outras infec¢des, deverao repetir a triagem antes da alta.

Na avaliacdo audioldgica toda crianca deve ter um exame PEATE como
parte do diagndstico audioldgico até os trés anos de idade. As avaliacdes audiolégicas
devem ser personalizadas e avaliadas individualmente. As criangas com fatores de

risco devem ser avaliadas com 24 e 30 meses.

AvaliacGes mais precoces e frequentes podem ser indicadas nas criancas
com infeccdo pelo citomegalovirus, sindromes associadas com perda auditiva
progressiva, desordens neurodegenerativas, traumas, culturas positivas para
infeccbes associadas a perda auditiva, criangcas que receberam oxigenacdo por
membrana extracorpérea (ECMO) ou quimioterapia e quando existe a preocupagao

de um cuidador ou historia familiar. Na avaliacdo médica o paciente portador de perda
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auditiva deve ser avaliado por oftalmologista e deve ser oferecido a familia consulta
genética.

Triagem auditiva no Brasil

As primeiras agoes em relagéo a triagem auditiva neonatal iniciam-se a
partir de 1987, com um programa implantado pela fonoaudidloga Dra. Marisa Frason
de Azevedo na cidade de S&o Paulo, que realizava triagem auditiva em recém
nascidos oriundos de UTI. Neste mesmo ano, a fonoaudiéloga Dra. Tania Tochetto,
em Santa Maria, no estado do Rio Grande do Sul, conduzia um projeto de detecgao
precoce da perda auditiva infantil (161). Ambos os projetos consistiam em avaliacao
audiolégica por meio de respostas comportamentais. As observacfes sobre as
respostas comportamentais para 0s sons ndo sao um teste objetivo e sdo Uteis para
0 acompanhamento audiolégico (e ndo para o diagndéstico) ou para complementar os

procedimentos objetivos da avaliacdo da audicao.

Em 1988 a fonoaudiéloga Monica Jubran Chap Chap iniciou a triagem
auditiva, em um hospital particular, inicialmente utilizando o PEATE, em RN com
indicadores de risco para a surdez, ampliando posteriormente para RN de UTI. Em
1996 a triagem passou a ter carater universal. A partir de 1998 iniciou-se varias acoes:
a triagem auditiva passou a ser realizada pelo exame das OEA, os programas de
TANU no Brasil comecaram a se expandir e surgia no pais a necessidade de
divulgacdo da TANU. O grupo de Apoio a Triagem Auditiva Neonatal- GATANU é
criado, com obijetivos iniciais de divulgar os beneficios do diagndstico precoce assim

como estimular a TANU de qualidade no Brasil (161).

O Comité Brasileiro sobre Perda Auditiva na Infancia, formado pelos
Conselhos de Fonoaudiologia, Sociedades de Otorrinolaringologia e Pediatria emite a
primeira resolucédo (01/99) a qual orienta triagem auditiva em todos os recém-nascidos
ao nascimento, de preferéncia antes da alta da maternidade, visando o diagndstico e

a intervencdo o mais precoce possivel (162).

Considerando a magnitude do impacto da perda auditiva na populacéo
brasileira assim como suas consequéncias, em 2004, o Ministério da Saude criou a
Politica Nacional de Atencdo a Saude Auditiva. Esta politica consiste em propor uma
rede hierarquizada e integrada em diferentes niveis de ateng¢do procurando desta

maneira otimizar ndo so o diagnostico da perda auditiva mas também a reabilitacdo
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auditiva (163). A triagem auditiva neste contexto é umas das principais agdes porque
envolve subsequentemente o diagnostico, o tratamento e a reabilitagdo (4).

Criado em 2007, o Comité Multiprofissional em Saude Auditiva (COMUSA)
€ composto de integrantes das areas de Otorrinolaringologia, Fonoaudiologia e
Pediatria que visam discutir e referendar acbes voltadas para salude auditiva. Esta
mesma comissao no ano de 2010 elabora um parecer sobre a triagem auditiva
neonatal. As diretrizes sdo semelhantes ao JCIH de 2007, porém com algumas

adaptacdes para a condi¢do socio econdémica brasileira (6).

A lei Federal namero 12.303 sancionada em agosto de 2010 torna
obrigatorio o teste das OEA em todos os hospitais e maternidades para a criancas

nascidas em suas dependéncias (164).

No ano de 2012 o ministério da saude aprova as Diretrizes de Atencado a
Triagem Auditiva Neonatal no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) com intuito
de orientar as equipes multidisciplinares para os cuidados com a saude auditiva
infantil, ampliar a integracédo e articulacdo dos servicos de reabilitacdo com a rede de

atencao basica e outros servi¢cos de atencéo especializada (165).

Os indicadores de qualidades para um programa de triagem auditiva sdo
utilizados para avaliar a eficacia de um programa de triagem. No Brasil a COMUSA

orienta as mesmas recomendacdes do JCIH 2007, as principais séo (6):

e Porcentagem de recém-nascidos triados com até 1 més de idade deve ser mais
que 95% (aceitavel correcdo da idade para os prematuros);

e Porcentagem de recém nascidos que falharam na triagem e nas avaliacdes
subsequentes antes da avaliagcdo audiol6gica global ou seja o indice de
neonatos encaminhados para o diagndstico deve ser inferior a 4%;

e Das criancas que falharam na triagem e nas avaliagdes subsequentes, 90%
devem ter a concluséo diagnostica até os 3 meses de vida,

e Recomenda-se que 95% das criangas com perda auditiva bilaterais
permanentes iniciem o uso de amplificacdo sonora no prazo de um més apos

o diagnastico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Tipo de estudo

Estudo retrospectivo por meio da analise de 31 prontuarios de pacientes
que falharam na TANU, com diagndstico de perda auditiva concluido na Instituicdo

ATEAL- Associacdo Terapéutica de Estimulacéo Auditiva e de Linguagem.

Iniciou-se uma investigacdo etiolégica com pacientes que falharam na
TANU e que também concluiram o diagnéstico de perda auditiva na Instituicdo ATEAL.
Os exames laboratoriais e de imagem ja séo rotineiramente solicitados na Institui¢ao.
Para a avaliacdo genética realizou-se o0 convite para 0s responsaveis pelos menores
para participar da pesquisa. Apds o consentimento dos responsaveis, através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi realizada a coleta de
sangue na Maternidade da Faculdade de Medicina de Jundiai (FMJ) e na ATEAL
(Figura 7).

4.2.Casuistica

De janeiro de 2003 a dezembro de 2014, foram triados 43.230 recém-
nascidos, no Hospital e Maternidade da Faculdade de Medicina de Jundiai, S&o Paulo.
Destes, 85 recém-nascidos falharam na triagem auditiva neonatal e foram
encaminhados para o processo diagndstico na ATEAL. O processo diagnostico foi

constituido de avaliacdo médica otorrinolaringolégica e procedimentos audiol6gicos.

Apbés o processo diagnéstico, ja na Instituicdo, a perda auditiva
neurossensorial se manteve presente em 56 pacientes, em 22 pacientes a perda
auditiva era do tipo condutiva e em 4 a perda era do tipo mista. Trés pacientes ap0s
0s exames diagnosticos apresentaram exames audiolégicos normais. Foi possivel
investigar a etiologia em 31 pacientes que seguiram o critério de inclusdo. Os demais
pacientes nao participaram do estudo por ndo completarem a realizacdo dos exames
ou por ndo aceitarem participar da pesquisa. Considerou-se como critério de inclusao:
recém-nascidos que falharam na triagem auditiva e que no processo diagndstico
apresentaram perda auditiva, do tipo neurossensorial, que tenham realizado

entrevistas médicas, exames laboratoriais, de imagem e teste genético. Foram
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excluidos pacientes que apresentavam perda auditiva do tipo condutiva, ou mista, e

pacientes que nao realizaram todos os exames.

A casuistica para o estudo compreende 19 pacientes do sexo masculino e
12 do sexo feminino. Vinte e dois pacientes eram portadores de perda auditiva bilateral
e 9 de perda unilateral.

Figura 7- Fluxograma resumo da constituicdo da casuistica.
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4.3.Métodos

4.3.1.Procedimentos audiolégicos na triagem auditiva

Janeiro de 2003 a setembro de 2009

A TANU foi realizada na maternidade do Hospital da Faculdade de
Medicina de Jundiai através das OEA por estimulo transientes e pesquisa do reflexo
cocleo-palpebral (RCP). O equipamento utilizado para a realizacdo das OEA foi o
modelo Echocheck Hand Held ILo OAE Screener da marca Otodynamics. Para a
pesquisa do RCP foi utilizado o instrumento musical agogd, percutido em forte
intensidade.

Outubro de 2009 a dezembro de 2014

Foi inserido ao processo da TANU, o PEATE-A que é€ realizado em todos
0s recém-nascidos da maternidade. O equipamento utilizado foi o Accuscreen da

marca GNOtometrics, utilizado na intensidade de 35 dBNA.
4.3.2.Procedimento ap0s atriagem auditiva

As criangas com fatores de risco, determinados pelo JCIH 2000 e 2007 que
passaram na triagem seguiram em acompanhamento no Programa de
Acompanhamento Auditivo da ATEAL e as criancas que falhavam seguiam para o
processo diagnéstico na mesma Instituicdo (5,160). Apesar de ndo ser considerado
um fator pelo JCIH, RN com histéria de consanguinidade também foram
acompanhados.

4.3.3.Processo diagndéstico da perda auditiva

As criangas encaminhadas por falha na TANU, foram submetidas a
avaliacao otorrinolaringolégica a ao exame de PEATE por via aérea e via 0ssea
(equipamento Navigator Pro da marca Biologic Systems Corp e Eclipse EP 25 da
Interacoustics). Complementou-se avaliacdo diagnostica com medidas de
imitanciometria acustica (modelo AZ-7, Interacustics) e OEA por estimulos transientes
e por produto de distor¢ao (ILO 292 DP Echoport, Otodynamics). A partir de janeiro
de 2014 o Exame de Estado Estavel (EE) foi adicionado ao processo diagnéstico. O

modelo utilizado foi o Eclipse EP 25 da Interacoustics.
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4.3.4.Classificacéo do grau de perda auditiva

Nos RN que foram reabilitados na Instituicdo foi possivel obter limiares
psicoacusticos quando estas criancas realizaram audiometria. O grau de perda
auditiva segue a classificacdo de Northern and Downs, 1984 (166). Nesta
classificacdo considera-se a média das frequéncias em 500,1000 e 2000Hz.
Considerou-se grau normal limiares menores ou iguais a 25 dBNA; grau leve de 26-
40 dBNA; grau moderado de 41-55 dBNA; moderadamente severo de 56-70 dBNA;
severo de 71-90 dBNA e grau profundo limiares auditivos maiores ou iguais a 91
dBNA. Quando ndo foi possivel obter respostas através dos limiares auditivos

acusticos, considerou-se o menor valor do exame eletrofisiolégico do PEATE.
4.3.5.Avaliacéo Otorrinolaringolégica

Na avaliacdo otorrinolaringoldgica foi realizada anamnese detalhada,
investigando dados relacionados aos indicadores de risco para a perda auditiva

segundo o JCIH 2000 e 2007, acrescido do fator de risco consanguinidade (5,6,160).
Fatores de risco considerados no JCIH 2000 (160):
- condicdo que exija admissao por 48 horas ou mais na UTI neonatal;

- sinais ou achados associados a sindrome gue incluam perdas auditivas

neurossensoriais e/ou condutivas;
- histéria familiar de perda auditiva neurossensorial na infancia;

- anormalidades cranio-faciais incluindo anormalidades morfolégicas do

pavilhdo e canal auditivo;

- infeccdo intraltero como rubéola, toxoplasmose, citomegalovirose ou

herpes;

-queixa dos pais ou tutores sobre atraso no desenvolvimento de fala,

linguagem e audicéo;

- infecgbes poOs natais associadas a perda auditiva neurossensorial,

incluindo a meningite bacteriana
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- indicadores neonatais como: hiperbilirrubinemia que requer exsanguineo
transfuséo, hipertensdo pulmonar persistente do RN associada a ventilagdo mecéanica

OuU que requeira oxigenacao extra corporea;

- sindromes associadas a perda auditiva progressiva como

neurofibromatose, osteopetrose e sindrome de Usher;

- desordens neurodegenerativas como Sindrome de Hunter, neuropatia
sensorio motora como ataxia de Friedreich e Sindrome de Charcot-Marie- Thooth;

- otite média secretora persistente ou recorrente por pelo menos 3 meses.
Fatores de risco considerados no JCIH 2007 (5):

- observacéo dos cuidadores a respeito da audicdo, fala, linguagem e/ou

atraso no desenvolvimento;
- histéria familiar de perda auditiva neurossensorial na infancia;

- permanéncia na UTI por mais de cinco dias, ou ventilagdo mecanica, uso
de medicacdes ototoxicas como antibioticos (gentamicina, tobramicina) e diuréticos
de alca (furosemida), hiperbilirrubinemia com exsanguineo transfuséo; ventilacéo

extracorpérea,
- infeccdes intrautero como CMV, herpes, rubéola, sifilis e toxoplasmose;
- anomalias craniofaciais

- achados fisicos associados a sindromes com perda auditiva

neurossensorial ou condutivas permanentes;

- sindromes associadas a perda auditiva progressiva ou de inicio tardio

como Usher, Waardenburg, Alport, Pendred;

- desordens neurodegenerativas; como Sindrome de Hunter, neuropatia

sensorio motora como ataxia de Friedreich e Sindrome de Charcot-Marie- Thooth;
- infec¢des pos natais confirmadas de meningite bacteriana ou viral;
- traumatismo craniano;

- quimioterapia.
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Também foram registrados dados referentes ao cartdo pré-natal da mae e
0 cartdo da crianca ao nascimento e quaisquer outros documentos relacionados a
saude do RN, como por exemplo, carta de alta da UTI Neonatal. Foi realizado o exame
fisico e otoscopia, com grande atencdo em alteracBes craniofaciais, anomalias de
orelhas e sinais dismérficos que poderiam sugerir perda auditiva associada a

sindromes. Nesse caso, o paciente foi encaminhado ao atendimento com geneticistas.

Foram solicitados exames laboratoriais (sorologias para Toxoplasmose,
Rubéola, Citomegalovirus e Sifilis), tomografia de ossos temporais e mastoide e coleta
de sangue para o teste genéticos da surdez.

4.3.6.Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais foram realizados no pré-natal da gestante e no
momento do parto através do exame de sangue conforme recomendacfes do
Ministério da Saude do Brasil (34,38,42,47,167,168).

Quando havia suspeita de infeccBes também era realizado exames no RN.
Sifilis congénita

Na sifilis congénita recomenda-se inicialmente o VDRL no primeiro
trimestre (geralmente ja na primeira consulta pré natal) e no inicio do terceiro trimestre,

sendo repetido na admissao para parto ou aborto.

A mae com sorologia VDRL positiva devera realizar os testes mais
especificos: FTA-Abs ou TPHA.

Se mae for positiva para sorologia FTA-Abs ou TPHA e tratada

adequadamente, mas o recém-nascido for sintomatico, 0 mesmo devera ser tratado.

Se o RN for assintomatico, 0 mesmo deverd realizar novo VDRL, se
negativo pouco provavel que haja infeccédo. Se o VDRL for positivo o RN sera tratado

para sifilis (Penicilina Benzatina) e/ou neurosifilis (Penicilina Cristalina).

Se mae nao tiver sido tratada ou tratada de forma inadequada o RN seja

sintomatico ou ndo, devera ser tratado.

Se FTA-Abs ou TPHA negativos, provavelmente trata-se de falso positivo

e nao sera necessario reavaliar o RN.
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Toxoplasmose Congénita

Os testes sorologicos de pesquisa de anticorpos IgM e IgG sédo os mais
utilizados, porém a interpretacdo dos resultados € um tanto complexa e exige a

necessidade de repeticdo dos exames ao longo da gestacéo.

Na presenca de IgG positivo na gestante a sorologia deve ser repetida
em um intervalo de 3 semanas e se houver um aumento de titulos significa que a
gestante foi infectada recentemente. O teste de avidez de IgG pode ser utilizado para
estimar o momento que ocorreu a infec¢do aguda. Um indice de avidez elevado (maior
gue 60%) indica que a infeccdo aguda ocorreu ha mais de 3 a 4 meses. Porém indices

entre 31 a 59% s&o inconclusivos e devem ser repetidos ao longo da gestacéo.

O anticorpo IgM pode ser detectado também na primeira ou segunda
semana apos a infeccdo aguda e permanecer com titulos elevados por 2 a 3 meses.
Desta forma sorologia positiva para IgM durante a gravidez ndo necessariamente

significa que a infecgéo foi adquirida na gestacao.

O diagnéstico sorologico no RN precisa também ser interpretado
adequadamente pelo fato de que o anticorpos maternos da classe IgG atravessam a
barreira placentaria. Titulos deste anticorpos, nos RN quatro vezes ou mais que 0s

titulos materno podem sugerir infeccdo congénita.

Por sua vez a presenca de IgM nos RN sugerem infec¢cdo congénita, uma
vez que estes anticorpos ndo ultrapassam a barreira placentaria. A pesquisa do
anticorpo, via puncao de sangue periférico, devera ocorrer de 2 a 5 dias de vida e
mesmo assim a chance de deteccdo da doenca € de 75% dos nascidos com a

infeccdo, mesmo naqueles sintoméaticos.

Deste modo recomenda-se que as criancas sejam acompanhada ao longo
de um ano de vida por titulacdes de anticorpos, principalmente IgG, para saber se
tratava-se de infeccdo congénita ou anticorpos maternos que ultrapassaram a barreira

placentaria.
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Citomegalovirus

Para o diagnostico materno considerou-se a soro conversao durante a
gestacado, ou seja a gestante era ndo reagente e adquiriu o anticorpo IgM e IgG na
sequéncia. J4 na infeccdo recorrente (reativacdo da infeccao latente ou a reinfeccéo
com nova cepa) considerou-se a elevacao de titulos e /ou detecgéo de IgM.

Os testes soroldgicos nos recém nascidos também sdo mais utilizados na
pratica médica, porém estes apresentam baixa sensibilidade e especificidade. O
padréo ouro € a cultura de fibroblastos utilizando como material a urina ou a saliva do
RN. Outra alternativa € a deteccdo do DNA viral através do PCR. Neste estudo apenas

a sorologia foi realizada.
Rubéola

A presenca de anticorpos IgM para a rubéola significa que o paciente
estava na vigéncia de infeccao aguda, enquanto a presenca de anticorpos do tipo IgG
corresponderia a imunidade adquirida pelo paciente para tal doenca, fosse de forma
ativa (paciente teve contato com a infeccdo, mas a doenca ndo é mais ativa) ou de

forma passiva (como as vacinas).

A auséncia dos anticorpos no exame de sorologia significa que o paciente
nao foi exposto a doenca, nem foi imunizado passivamente contra ela ou que o

paciente ainda ndo adquiriu anticorpos por se encontrar na “janela imunolégica”.
4.3.7.Exames de imagem

Foram solicitados tomografia de ouvido e mastoide para todos os pacientes
e para aqueles com perda unilateral, assimétrica ou candidato a implante coclear
também foi realizado o exame ressonancia magnética de cranio com énfase no angulo

ponto cerebelar.

Os exames de imagem foram realizados em hospital conveniado aos
servi¢co de saude do municipio e foram realizados sob sedacgé&o, na grande maioria

das vezes.
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4.3.8.Teste Genético: Estudo molecular dos principais genes da surdez

Nos pacientes do estudo retrospectivo foram colhidos amostra de sangue

em papel FTA no mesmo periodo da coleta de sangue para o teste do pezinho.

Nos pacientes do estudo prospectivo foram colhidas amostras de sangue

periférico, armazenadas em tubos Vacutainer contendo ETDA 10%.

Todas as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Genética
Molecular Humana, do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética

(CBMEG), da Universidade Estadual de Campinas, Unicamp.

Inicialmente foram pesquisadas alteracbes genéticas por meio: do
rastreamento da mutacdo c.35delG no gene GJB2, da identificagcdo das dele¢cbes
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6- D13S1854) no gene GJB6 e da investigacédo da
presenca das mutagbes m.827A>G e m.1555A>G no gene mitocondrial MT-RNRL1.
Também foi realizada a pesquisa de mutacdes no gene da Cx 26 mediante

sequenciamento direto de Sanger da regido codificante do gene.

A pesquisa da mutacdo m.827A>G, no segundo periodo do estudo, o

prospectivo, nao foi realizado por ser verificado que se tratava de um polimorfismo.
Descrigcdo dos procedimentos moleculares
Extracdo do DNA gendmico de sangue periférico

A extracdo do DNA gendmico ocorre a partir dos leucdcitos, provenientes
do sangue periférico coletado. O sangue periférico, logo ap0s a coleta € armazenado
em tubos Vacutainer contendo 10% do anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino
tetracético dissddico). Foi empregado o método de extracdo com fenol e cloroférmio,

padronizado no Laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG.

Para a lise das hemacias utilizou-se a Solucdo A (Triton-X 100 a 1%;
MgCl25 mM; Sacarose 0,32 M; Tris- HCI 10 mM pH 8,0) no sangue coletado, até atingir
o volume de 50 mL. ApGs ser homogeneizado, o material foi mantido no gelo por 30
minutos. Posteriormente o material foi centrifugado a 2.000 rpm por 15 minutos a 4°
C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi novamente acrescentado 35 ml
da solugdo A. Novamente foi realizado os processos no gelo e centrifugacéo, até

obtencéo de um precipitado branco, livre de hemacias.
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Foi adicionado ao precipitado 1ml da solugéo B 1 X(Na2EDTA 20 mM; NacCl
20 mM; Tris HCI 20 mM pH 8,0) e 250 pL de solucéo C (para cada 1 mL de solucao
C:0,5 mL de solucdo B 1X, 1 mg de proteinase K [Boerhinger ManheimGmbH,
Mannhein, Alemanha] e 0,5 ml de SDS 10%). O material foi incubado em banho maria

a 56° por aproximadamente 2 horas, ou em alguns casos, a 37° por 18 horas.

ApoOs o periodo de incubacéo, a etapa de purificagdo do DNA genémico é
realizado com fenolcloroférmio. E adicionado ao material 1 ml de TE 1X (Tris-HCI 10
mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e quantidade suficiente de fenol saturado com Tris-HCI 10
mM pH 8,0 até dobrar o volume da amostra. Foi feita a homogeneizacao por inversdo
lentas dos tubos durante 5 minutos, e para a separacdo e recuperacdo do
sobrenadante do precipitado, o tubo foi centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos a

temperatura ambiente.

O procedimento € repetido mais duas vezes, na primeira o fenol é
substituido por uma solucéo de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1; v:v:v) e

na segunda vez por uma solugéo cloroférmio: alcool isoamilico (24;1; v:v).

Para a precipitacdo do DNA, foi acrescentado 0,1 do volume da amostra de
acetato de sodio 3 M pH 55 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O DNA
precipitado foi recuperado com o auxilio de uma haste plastica esterilizada e lavado
com etanol 70%, para a retirada do excesso de sal, antes de ser ressuspendido em
um volume de 200 uL de TE 1X.

Procedimento para triagem dos principais genes envolvidos na surdez
Rastreamento da mutacéo c.35delG no gene GJB2

A mutacao c.35delG no gene GJB2 foi rastreada pela técnica de PCR alelo
especifico (AS-PCR), utilizando ARMS primers (do inglés Amplification Refractory
Mutations System) para a deteccdo de mutaces de ponto (169). Esta técnica foi
desenvolvida no Laboratorio de Genética Molecular Humana do CBMEG, a qual se
encontra patenteada (Patente N° P10005340-6; Método de teste para surdez de
origem genética — UNICAMP, 2002).
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Amplificagdo no gene GJB2

Por se tratar de um éxon de tamanho muito grande — 681 pb,0 éxon
codificante do gene GJB2 foi dividido para amplificac@o pela técnica de PCR em dois
pares, de acordo com condi¢cdes previamente descritas na literatura (13,76). As
sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo do gene GJB2 e tamanho dos

fragmentos gerados sdo mostrados na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1- Sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos utilizados para
amplificacdo do gene GJB2.

Par Primers 5’ —3’ Tamanho (pb)
1 Cx1F - CTC CCT GTT CTG TCC TAG 284
Cx1R — GAC ACG AAG ATC AGC TGC
2 Cx2F — GCT ACG ATC ACT ACTTCC C 520
Cx2R - GGT TGC CTC ATCCCTC

Para um volume de 50 pL de reacéo, foram utilizados: 200 a 500 ng de
DNA gendmico, 200 pL de cada desoxinucléotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 20 pmol de cada primer (direto e reverso), 2.5 U da enzima Taqg DNA
polimerase em tampao de PCR 10X (Tris-HCI 10 mM pH 8,8), 25 mM de MgCI2,

completando com agua até o volume final.

As amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Condi¢des de amplificacdo: 30 ciclos de aquecimento a 94° C para a
desnaturacao do DNA, seguido da temperatura de 60° C para anelamento dos primers

e entdo 72°C para a extensao de novas fitas.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1%,
apos coloracdo com brometo de etidio (Sigma) (Figura 8). Os fragmentos amplificados

serdo sequenciados para a verificagdo de mutacgdes.
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Figura 8- llustracdes do processo de eletroforese em gel de agarose (A) e dos

produtos da amplificacdo visualizados apés coloracdo com brometo de etidio (B).
Reacdo para o sequenciamento

As reacdes para o sequenciamento foram realizadas no sequenciador
automéatico ABI PRISM ® 3700 DNA Analyzer utilizando-se o BigDye ™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, EUA), de acordo com o protocolo

recomendado pelo fabricante.

Foram utilizados: 40 a 80ng de DNA gendmico,2uL do mix BigDye, 1 pL do

primer direto ou reverso, agua deionizada para completar 10 L.

Condicoes de amplificacdo: 30 ciclos de aquecimento a 96° C para a
desnaturacao do DNA, seguido da temperatura de 60° C para anelamento dos primers

e entdo 72° C para a extensao de novas fitas.

Apos a amplificacdo as reacdes de sequenciamento foram purificadas.
Inicialmente foi acrescentados 2,5uL de EDTA 125 mM e 25uL de etanol (100%), apos

15 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a placa foi centrifugada por 45
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minutos a 3.700 rpm (4°C). O etanol foi descartado e foi acrescentado o 30 uL de
etanol 70%. Foi realizada uma nova centrifugagédo por 10 minutos a 3.700 rpm e 0
etanol foi novamente descartado. Antes da colocacdo da placa no sequenciador,
foram adicionados 10uL de formamida seguida de homogeneizacéo e centrifugacéo
rapida. A amostra foi desnaturada (5 minutos a 95 °C) e em seguida colocada no gelo

por 10 minutos.
Andlise das sequéncias obtidas

As andlises das sequéncias obtidas foram analisadas no programa
Chromas Lite® (http:// www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) e também foram
comparadas com sequéncias normais dos genes através do programa CLC Sequence
Viewer 6.5.2 (CLC bio A/S).

Rastreamento da mutacédo IVS1+ 1G>A no gene GJB2

Para o rastreamento da mutacédo foi utilizada a técnica de RFLP-PCR
(Restriction Fragment Length Polymorfism). Para a amplificacdo foram utilizadas as
condicBes descritas na literatura e utilizado o par de primers descritos na tabela abaixo
(Tabela 2) (80).

Tabela 2- Sequéncia do par de primers utilizados no rastreamento da mutacao
IVS1+1G>A.

Par Primers 5" —3’
1 Cx26 EX1 F-TCC GTAACT TTC CCA GTC TCC GAG GGA AGA GG
Cx26 EX1 R - CCC AAG GAC GTG TGT TGG TCC AGC CCC

Para um volume final de 50 pL foram utilizados: 200 a 500 ng de DNA
gendmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP),
20 pmol de cada primer (direto e reverso), 2,5 U de enzimas Tagq DNA polimerase
(Invitrogen, Brasil) em tampéo de PCR 10 X(Tris- HCI 10 mM pH 8,8), 1,5 mM de
MgClz, 2,5 pL de DMSO completando com agua até o volume final. As amplificacdes
foram realizadas em aparelho termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied

Biosystems).
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Condigcdes de amplificacdo: 30 ciclos de aquecimento a 94° C para a
desnaturacdo do DNA, seguido da temperatura de 72° C para anelamento dos primers

e entdo 72°C para a extensao de novas fitas.

Apéds a amplificacao pela técnica de PCR, foram gerados fragmentos de
361 pb. Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram submetidos a analise de
restricdo utilizando a enzima HpH | (Invitrogen) por 3 horas a 37°C. Para o preparo da
reacao de digestao foram utilizados: 17,5 yL do produto de PCR, 2,0 yuLdo tampéo da
enzima e 0,5 pL da enzima HpH | (5000U/puL). Para a andlise dos produtos gerados,
os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados e

visualizados sob luz ultravioleta.
Dessa forma:

1. Individuos ndo portadores desta mutacdo apresentardo dois fragmentos de
peso molecular diferente: um de 117 pb e outro de 244 pb.

2. Os portadores da mutacdo possuem o sitio de restricdo abolido, gerando
apenas um fragmento de 361 pb. Para confirmar esta mutacao realiza-se ainda

0 sequenciamento no produto da PCR.

Rastreamento das dele¢bes del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6- D13S1854) no
gene GJB6

O rastreamento destas mutacfes foi realizado através de uma PCR
multiplex, que investiga a presenca de ambas as delecdes em apenas uma reacéo. O
protocolo realizado para este rastreamento foi descrito por Del Castillo, 2005 (88). As
sequéncias dos primers e tamanhos estdo demonstrados na tabela abaixo (Tabela 3).
Os fragmentos de DNA resultantes da PCR contém os pontos de quebra de ambas as
dele¢cBes e um segmento do éxon 1 do gene GJB6, que é usado como controle para
verificar a eficiéncia da reacao assim como para diferenciar os alelos heterozigotos e

homozigotos para qualquer uma das duas delecoes.
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Tabela 3- Sequéncia dos pares de primers e tamanhos dos fragmentos utilizados no
rastreamento das delecbes del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6- D13S1854) no gene
GJB6.

Par Posicéo Primers 5’ —3’ Tamanho
(pb)
1 Ponto de quebra GJB6- TTT AGG GCATGATTG 460

del(GJB6-D13S1830) | GGG TGATTT

BKR1- CAC CAT GCG TAG CCT
TAACCATTTT

2 Ponto de quebra DelBK1-TCA TAG TGA AGAACT 564
del(GJB6- D13S1854) | CGATGC TGT TT

DelBK2-CAG CGG CTA CCC TAG
TTGTGG T

3 | Exon 1 do gene GJB6 | Ex1A- CGT CTT TGG GGG TGT 333
TGCTT

EX1B- CAT GAA GAG GGC GTA
CAAGTT AGAA

Para um volume de 30 pL de reacéo, foram utilizados: 200 a 500 ng de
DNA genbmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 20 pmol de cada primer (direto e reverso), 2.5 U da enzima Taqg DNA
polimerase em tampéo de PCR 10X (Tris-HCI 10 mM pH 8,8), 25 mM de MgCI2,
completando com agua até o volume final. As amplificacdes foram realizadas em

aparelho termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Condicdes de amplificacao: 35 ciclos de aquecimento a 95° C para a
desnaturacdo do DNA, seguidos de temperatura de 62° C para o anelamento dos

primers e 72° C para a extensao de novas fitas.

Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%

apos coloracdo com brometo de etidio (Sigma).



75

Dessa forma:

1. Paciente sem dele¢Bes apresentam a banda controle — o exdn 1 do gene GJB6
de 333 pb.

2. Pacientes portadores da del (GJB6-D13S1830) em heterozigose apresentam a
banda de controle e a banda de 460 pb.

3. Pacientes portadores da del (GJB6- D13S1854) em heterozigose apresentam

a banda de controle e a banda com um fragmento de peso 564 pb.

Rastreamento da mutagdo m.1555A>G no gene mitocondrial MTRNR1

Para rastreamento desta mutacdo também foi utilizado protocolo ja
descrito na literatura (170,171). O par de primers utilizados encontra-se na tabela

abaixo (Tabela 4).

Tabela 4- Par de primers utilizados no rastreamento da mutacdo m.1555A>G no gene
mitocondrial MTRNRL1.

Primers 5 -3’
MIT F —-GTC GAA GGT GGA TTT AGC AGT
MIT R- CAG AAG GTA TAG GGG TTA GTC

Para um volume de 50 pL de reacéo, foram utilizados: 200 a 500 ng de
DNA gendémico, 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 20 pmol de cada primer (direto e reverso), 2.5 U da enzima Taqg DNA
polimerase em tampao de PCR 10X (Tris-HCI 10 mM pH 8,8), 25 mM de MgCI2,
completando com agua até o volume final.As amplificagcbes foram realizadas em

aparelho termocicladorVeriti® 96-Well ThermalCycler (AppliedBiosystems).

Condi¢cdes de amplificacdo: 30 ciclos de aquecimento a 94°C para a
desnaturacao do DNA, seguido da temperatura de 54°C para anelamento dos primers

e entdo 65°C para a extensao das novas fitas.

Apds a amplificagédo foram gerados fragmentos de DNA mitocondrial de
2060 pb. Estes produtos foram submetidos a enzima de restricdo (enzima BsmAl da

Invitrogen) por duas horas a 55°C. Para o preparo da reagdo de digestdo foram
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utilizados: 17,5 pL do produto da PCR, 2,0 uL do tampéo da enzima e 0,5 puL da enzima
BsmAl (5000 U/uL). A analise dos produtos gerados foi realizado em gel de agarose

1,5% com posterior coloracdo com brometo de etidio (Sigma).
Dessa forma:

1. Nao portadores desta mutacdo apresentardo no resultado da eletroforese em
gel de agarose 3 fragmentos de diferentes peso molecular: 1100,516, e 444 pb.

2. Portadores da mutacao terdo um dos sitios de restricdo abolido e por isso
apresentardo no resultado 2 fragmentos: 1616 e 444 pb.

4.3.9. Classificacéo dos resultados

Apés andlise dos dados, as causas para a perda auditiva foram
classificadas em cinco grupos: causa desconhecida, causa de origem ambiental,
causa genética, causa ndo esclarecida e causa de multiplos fatores, esta ultima assim
chamada por apresentar fatores de risco de origem ambiental e ndo ambiental (com
componentes hereditario), independentes entre si.

A causa de origem desconhecida foi definida no presente estudo para
aqueles pacientes que nao possuiam nenhum fator de risco para perda auditiva, sem
nenhuma alteracéo na histoéria clinica, exame fisico assim como exames laboratoriais,
de imagem e testes moleculares e sem evidéncia de doencas, mal formacdes e

mutacdes respectivamente que sugerissem a causa da perda auditiva.

A causa ambiental € aquela em que ha presenca de fatores de risco e/ou a
presenca na historia clinica de dados que indique que a perda auditiva é de origem
ambiental, como por exemplo doencas infecciosas adquiridas no periodo gestacional
e/ou intercorréncias neonatais e pds-natais. Nos exames laboratoriais as sorologias
podem ser positiva. Pode haver alteracao radiologica: malformacfes por doencas
infecciosas, teratogénicos ou qualquer outras injurias de origem ambiental com
prejuizo para a formacgéo do sistema auditivo nas criancas. No teste molecular para a

pesquisa de alteracbes nos genes da surdez ndo ha mutacoes.

No caso da etiologia de origem genética pode haver fatores de risco ou ndo
para a perda auditiva, alteracbes laboratoriais ou mesmo malformacéao radiologica (e

em alguns casos associado), porém no teste molecular ha presenca de mutacéo
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conhecida como a responsavel pela perda auditiva, como por exemplo, nas mutacfes

em homozigose c.35delG no gene GJB2.

No grupo chamado causa de mdultiplos fatores os pacientes possuem
fatores de risco ambientais e ndo ambientais (como historia de perda auditiva na
familia e/ou consanguinidade), estes fatores sdo independentes entre si. Neste grupo
0s exames laboratoriais ou radiolégico podem apresentar alteracdes e nos testes

moleculares dos principais genes para a surdez ndo ha indicios de mutacdes.

O grupo de causa ndo esclarecida é constituido de pacientes que possuem
fatores de risco ndo ambientais como consanguinidade e historia familiar de perda
auditiva mas que ndo apresentaram alteracfes laboratoriais, radioldgicas ou
mutacdes. Neste grupo foi considerado relagcéo de parentesco até segundo grau. Este
grupo difere do “causa desconhecida” pela presencga do fator de risco historia familiar,

uma vez que no JCHI este fator € motivo de monitoramento da perda auditiva.
4.3.10. Analise das perdas auditivas

Como j& descrito, foi classificada de acordo com a classificacdo
classificacdo de Northern and Downs, 1984, porém as perdas auditivas bilaterais
assimétricas, quando possivel, para efeito de analise, foi classificada de acordo com

o grau de perda auditiva e sua funcionalidade (166).

Exemplo: perda auditiva moderada em uma orelha e em outra
moderadamente severa, para efeito de analise foi classificada como grau moderado.

Neste estudo dois pacientes precisaram ser reclassificados para analise.

4.3.11.Metodologia Estatistica

A avaliacdo estatistica foi feita por estatistico e compreendeu os testes:
Teste de Igualdade de Duas Proporc¢bes

O Teste de Igualdade de duas Propor¢des é um teste ndo paramétrico que
compara se a proporcao de respostas de duas determinadas variaveis e/ou seus

niveis € estatisticamente significantes.

Intervalo de Confianca para Média
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O intervalo de confianga para a Média é uma técnica utilizada quando
queremos ver o0 quanto a média pode variar numa determinada probabilidade de
confianca. Neste estudo os intervalos de confianca foram de 95% de confianca

estatistica.

Teste de Qui-Quadrado
O Teste Qui-Quadrado é um teste utilizado para se verificar se duas

variaveis e seus niveis possuem ou ndo uma dependéncia (associacdo) estatistica.

Correcao de Yates

Ao aplicar o teste dey? (Qui- quadrado) supbe-se que o tamanho das
amostras seja "grande". Mas em situacdes praticas, o valor de y?calculado é
aproximado, pois utiliza-se amostras de tamanho finito e o valor da frequéncia
observada sé assume os valores de numeros inteiros, ou seja nunca havera por

exemplo 2,73 individuos observados.

Quando se obtém um valor de y?significativo mas nota-se que a amostra é
pequena e/ou que a frequéncia esperada em uma das classes é pequena
(tipicamente, quando for menor que 5) a férmula de obtencéo de y? podera produzir

um valor maior que o real.

Alguns autores, entre eles Ronald Fisher, recomendam que se observe a

seguinte restricao:

O teste de y? pode ser usado se 0 nimero de observacdes em cada casela
da tabela for maior ou igual a 5 e a menor frequéncia esperada for maior ou igual a 5.

Em caso contrario, em cada classe deve ser utilizada a correcédo de Yates:

, (lo—e|—0,5) %2
=y

Evidentemente, ndo é preciso usar a correcdo de Yates se o valor de y?
obtido for menor que x?, pois o0 novo valor sera menor que o primeiro, continuando a
nao ser significativo. Apesar do assunto ser controverso, de modo geral, usa-se a

correcdo de Yates quando:
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e 0 valor de Qui Quadrado obtido é maior que o critico

e ha pelo menos uma classe com numero de esperados menor que 5

P-valor

E o resultado estatistico de cada comparag&o. Caso esse valor seja maior
que o nivel de significancia adotado conclui-se que a hipétese é nula (H, ), ou seja as
variaveis sao independentes ou ndo estdo associadas. Caso o p- valor seja menor
que o nivel de significancia adotado a hipotese alternativa (H,) € a hipotese

verdadeira, ou seja as variadveis sdo dependentes ou estao associadas entre si. Neste
estudo o nivel de significancia foi de 0,05% (5%). Nesta andlise foram utilizados os
softwares: SPSS V17, Minitab 16 e Excel Office 2010.

4.4. Aspecto Etico

Este estudo teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Estadual de Campinas, na linha de pesquisa do Estudo Molecular da

Perda Auditiva que se encontra sob o numero de parecer: 396/2006.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas gerais da populacéo do estudo

De 43.230 RNs, entre janeiro de 2003 e dezembro de 2014, foram triados
85 bebés com perda auditiva na TANU. Foi confirmada a perda auditiva de origem
neurossensorial (uni ou bilateralmente) em 56 RNs. Vinte dois pacientes
apresentaram perda auditiva condutiva, 4 apresentavam perda auditiva do tipo mista
e trés pacientes tiveram seus exames audioldgicos normais. Participam deste estudo
31 criangcas que possuiam todos os critérios de inclusdo. A quantidade de falso
positivos no primeiro exame da TANU se deve principalmente as perdas de origem
condutivas, que no processo diagnostico na Instituicdo sdo diagnosticadas e
posteriormente tratadas (Figura 9).

Dos 31 pacientes do estudo, 61,3% (n= 19) eram do sexo masculino e a
maioria apresentavam perda auditiva neurossensorial bilateral, 71% (n=22). Nao ha
diferenca estatistica significante entre os sexo (61,3% masculino e 38,7% feminino- p
valor 0,075), porém a recorréncia da perda auditiva bilateral mostrou-se com um
percentual significativo em relacdo a perda unilateral (71% bilateral e 29% unilateral,
p valor <0,001).

16
14

14
12
12
10 9 9
8 8 8
7 7
6 6 6
555 5 5 5
4 4
33 3 33 3
2 2 222 2
I Ewillmi

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

o N b~ OO

m Diagndstico de perda auditiva na triagem (n= 85)
m Diagndstico confirmado com perda auditiva neurossensorial (n= 56)

Participantes do estudo (n=31)

Figura 9- Grafico com a distribuicdo das criancas diagnosticadas na TANU, criancas
com perda auditiva neurossensorial confirmada e criangas participantes do estudo

conforme o ano.
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A média de idade atual da amostra (uma vez que o estudo iniciou-se em
2003) é de 7,5 anos (intervalo de confianca de + 1,4; desvio padrédo de 4 e mediana

9) variando entre 1 ano e 12 anos.

A idade para o diagndstico audiolégico confirmado, ou seja da TANU até o
diagndstico na Instituicdo mais precoce foi de 2 meses e o tardio de 60 meses, com
meédia de 13,3 meses de idade (com intervalo de confianca de + 4,3 meses; desvio
padrao de 12,1 e mediana de 10) (Figura 10).
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m Paciente 7 (2004)
m Paciente 12 (2005)
® Paciente 17 (2007)
® Paciente 22 (2010)
Paciente 27 (2013)

Paciente 3 (2003)
m Paciente 8 (2004)
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Paciente 18 (2007)
m Paciente 23 (2011)
Paciente 28 (2013)

Paciente 4 (2003)
m Paciente 9 (2004)

Paciente 14 (2006)
m Paciente 19 (2008)
m Paciente 24 (2012)

Paciente 29 (2014)

m Paciente 5 (2003)

m Paciente 10 (2004)
Paciente 15 (2006)

m Paciente 20 (2009)
Paciente 25 (2012)
Paciente 30 (2014)

Figura 10- Grafico com demonstracao da idade do diagndstico audiol6gico em meses

nos pacientes conforme ordem cronoldgica de nascimento dos pacientes.

A menor idade para qual o diagnostico etioldgico foi realizado foi aos 6
meses de idade (paciente 12) e o mais tardio aos 84 meses (paciente 18) com média
de 37,4 meses de idade (intervalo de confianca de + 7,7 meses; desvio padréo de
21,8 e mediana de 36) (Figura 11).
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Figura 11 Grafico demonstrando a idade do diagndstico etiologico em meses nos

pacientes conforme ordem cronoldgica de nascimento dos pacientes.

Nao h& mais informacdes sobre 2 criancas (6,5%) em relacédo ao fato de
realizar reabilitacdo auditiva, uso de dispositivos auditivos e a forma de comunicacéo.
Os demais 29 pacientes seguem em acompanhamento otorrinolaringoldgico,

audiologico e/ou de reabilitacdo auditiva com equipe multidisciplinar (Figura 12).

Onze pacientes (35,5%) utilizam AASI e realizam terapia de reabilitacdo
auditiva na Instituicdo, 5 pacientes (16,1%) possuem implante coclear unilateral e
AASI no ouvido ndo implantando e fazem reabilitacdo na ATEAL. Onze pacientes
(35,5%) estdo em uso de aparelho auditivo e mantem apenas o0 acompanhamento na

Instituicéo (Figura 12).

O motivo para apenas acompanhar na Instituicdo incluem desde alta do
setor de reabilitacéo da Instituicéo, realizacédo de terapias nas cidades de origem dos

pacientes e impossibilidade de frequentar as terapias na Instituicdo que consistem de
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1 a 2 vezes na semana, com Varios atendimentos nas areas de fonoaudiologia,

psicopedagogia, psicologia e se necessarios fisioterapia e de terapia ocupacional.

No acompanhamento na ATEAL sédo realizados: avaliagdo da audicéo,
verificagéo do aparelho auditivo e dos moldes, assim como a situagéo do paciente em
relacdo as terapias realizadas nos seus municipios. As consultas de
acompanhamento podem ocorrer de 2 a 6 meses, de acordo com a necessidade do

caso do paciente.

Dois pacientes (6,5%) s6 fazem acompanhamento sem uso de AASI; o
primeiro por apresentar perda auditiva unilateral com linguagem oral e ndo obter
nenhum ganho com uso do AASI e o segundo caso € um paciente portador de
autismo, com terapia em outra Instituicdo, mas que ndo se adaptou com AASI e que

ndo desenvolveu nenhum tipo de comunicacéo até o momento.

6,50% 6,50%

16,10%
Acompanhamento

= AAS| e Acompanhamento
= AASI e Reabilitagéo
IC e Reabilitagéo

Sem informagao

Figura 12- Grafico representando a situacdo do paciente em relacdo ao

acompanhamento, uso de dispositivo auditivo (AASI ou IC) e reabilitacéo.
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O tempo em que as criangas se encontram em reabilitacdo (na Instituicéo
ou em outro municipio) e/ou acompanhamento é em média de 61 meses (intervalo de
confianca £ 15,9; desvio padrao de 43,6 e mediana 63). O maior tempo de reabilitacdo

é de 132 meses.

Em relacdo a forma de comunicacdo dos pacientes, a grande maioria, 22
pacientes (71%) apresentam ou estdo em trabalho fonoaudiolégico (no caso dos
menores de 2 anos) para a comunicagcao na forma oral. Quatro pacientes (12,9%) se
comunicam por Libras, a lingua brasileira de sinais. Dois pacientes (6,5%) ndo se tem
informagdes e 1 paciente (3,2%) nao apresenta nenhum tipo de comunicagao,

possivelmente pelo autismo (Figura 13).

Dois pacientes (6,5%) utilizam a abordagem oral e libras ao mesmo tempo.
O paciente 19 é portador de Implante Coclear, mas apresentou muitas faltas nas
terapias, dificultando o trabalho de reabilitacdo, assim como também ndo houve
participacdo importante da familia no processo de reabilitacdo na Instituicdo. Ja o
paciente 26, portador de perda auditiva profunda, aguarda o Implante Coclear e na
terapia é realizada abordagem oral, mas como sua mae é portadora de perda auditiva
profunda (com oralidade e libras), a crianca também utiliza libras para se comunicar
(Figura 13) (Quadro 1).

3,20%
6,50%

12,90%

Libras
Oral
= Libras/Oral
Sem informagéo

= Sem comunicaGao

71%

Figura 13- Grafico com a distribuicdo da forma de comunicacdo dos pacientes

portadores de perda auditiva do estudo.
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5.2. Fatores de risco presentes na amostra estudada

Foram verificados fatores de risco em 19 pacientes (61,3%) do estudo. Os
fatores de risco mais encontrados, de acordo com o JCIH 2007, foram permanéncia
na UTI neonatal em 10 pacientes (32,2%), historia familiar em 9 pacientes (29%),
prematuridade em 6 pacientes (19,4%) e andxia ou hipdxia neonatal em 3 pacientes
(9,7%). Hiperbilirrubinemia, ototoxicos e infecgdo congénita apresentaram dois casos
(6,5%) cada fator de risco (Figura 14).

Os dois casos de infec¢des congénitas no estudo sao por sifilis e outro por
CMV, ambos casos confirmados por sorologias durante o pré-natal da gestante e
depois no proprio neonato.

Doze casos (38,7%) do estudo ndo possuiam nenhum fator de risco para a
perda auditiva. No estudo foi acrescido o fator consanguinidade, encontrado em 3
casos (9,67%) da amostra (Figura 14).
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Figura 14- Grafico dos fatores de risco para perda auditiva encontrado em 19
pacientes do estudo. Obs: 0 paciente pode ter associado mais de um fator de risco.

Legenda: * significancia no teste de igualdade de proporcoes.
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Quando realizado o teste Qui Quadrado para avaliagdo do fato de ter ou
nao cada fator de risco constata-se que a auséncia de cada fator de risco na
populacao é estatisticamente significativa em relagéo ao fato de ter o fator de risco,
com excecao do fator de risco UTI neonatal (tabela 5). Ou seja a presenca deste fator
UTI neonatal quando comparado ao fato de ndo apresenta-lo ndo apresenta diferenca

estatistica como nos demais fatores.

Tabela 5- Distribuicdo da presenca de fator de risco.

Nao Sim
Fator Ri P-valor
atores de Risco N ” 7 alo

N

Anoxia 28 90,3% 3 9,7% <0,001
Consanguinidade 28 90,3% 3 9,7% <0,001
Hiperbilirrubinemia 29 935% 2 6,5% <0,001
9
2
2
6

Histéria Familiar 22 71,0% 29,0% <0,001
Infecgdo Congénita 29 93,5% 6,5% <0,001
Ototéxicos 29 93,5% 6,5% <0,001
Prematuridade 25 80,6% 19,4%  <0,001
UTI neonatal 21 67,7% 10 32,3% 0,005

Por outro lado quando é realizado o teste de Igualdade de Duas
Proporc¢des, tomando o fator de risco mais prevalente que € UTI neonatal, 0 mesmo
se mostra estatisticamente significativo, com diferenca estatistica entre UTI neonatal
e demais fatores (p<0,05), com excec¢do de histdria familiar e prematuridade (tabela
6).
Tabela 6- Distribuicédo dos P valores no teste de igualdade de duas proporcdes

para os fatores de risco do estudo.

Fatores de Risco
Anodxia 0,029
Consanguinidade 0,029
Hiperbilirrubinemia 0,010
Historia Familiar 0,783
Infecgdo Congénita 0,010
Ototéxicos 0,010
Prematuridade 0,246
UTI neonatal Ref.
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5.3. Resultados do estudo molecular dos principais genes da surdez

Encontrou-se em 5 pacientes (16,1%) a presenca da mutacéo c.35delG
em homozigose. Em 4 pacientes (12,9%), encontrou-se altera¢cdes consideradas ndo
patogénicas: 3 (9,7%) pacientes apresentaram alteracbes A827G no gene
mitocondrial e 1 (3,2%) V271 no gene GJB2.

5.4. Resultados dos exames de imagem

Ndo houve nenhuma alteracdo nos exames radiolégicos: tomografia de

0Ss0s temporais e ressonancia magnética de ouvidos nos 31 pacientes do estudo.

ApOs analise dos fatores de risco, exames laboratoriais, radiologicos e
genético foi possivel determinar uma etiologia (Quadro 1).

Quadro 1- Apresentacdo dos fatores de risco, exames laboratoriais, radiolégicos,

genéticos e etiologia.
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Paciente

10

11

12

13

Sexo

Lateralidade

Grau da perda Fator de risco

auditiva pré-natal

Profundo -

Moderadamente Infecgdo congénita: sifilis

severo

Severo -

Severo

Profundo -

Moderado -

Profundo -

Leve

Profundo -

Moderado

Severo

Profundo

Profundo

Fator de risco

neonatal

UTI neonatal-8 d
Prematuridade- 32 s
*andxia/hipoxia- 3/6

UTI neonatal- 17 d
Prematuridade-34 s
UTI neonatal- 6 d

UTI neonatal- 13 d
prematuridade- 34 s
*andxia/hipoxia-2/6

UTI neonatal-18 d

UTI neonatal-9 d
ototéxicos- amicacina
*anoxia/hipéxia-4/5

UTI neonatal- 6 d
Prematuridade - 32 s
Hiperbilirrubinemia

Fator de risco
nédo ambiental

Histéria Familiar
Tio paterno

Consanguinidade
Primos de primeiro
grau

Histéria Familiar
Irméa
Consanguinidade
Primos de primeiro

grau

Sorologia positiva sifilis

Exame molecular:

¢.35delG/35delG

Exame molecular:

¢.35delG/35delG

Exame molecular:

¢.35delG/35delG

Etiologia

N&o esclarecida

Ambiental

N&o esclarecida

Ambiental

Ambiental

Ambiental

Genético

Ambiental

Multiplos fatores

Multiplos fatores

Ambiental

Genético

Genético
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14

15

16
17

18

19
20

21

22

23
24

25
26

27
28

29

Profundo

Profundo

Profundo

Profundo

Moderado

Profundo

Moderado

Profundo

Moderadamente
severo
Profundo

Moderado

Moderado

Profundo

Moderado

Moderado

Moderadamente

severo

Infecgéo
Congénita:

Citomegalovirus

UTI neonatal-15 d

Prematuridade- 31 s

UTI neonatal-32 d

prematuridade-33 s

hiperbilirrubinemia

Consanguinidade
Primos de primeiro

grau

Historia familiar
pai
Historia familiar
Primos de primeiro
grau e tios (familia
paterna)
Historia Familiar
pai

Histéria Familiar
Tia paterna
Historia Familiar
Tio paterno
Histéria Familiar
mae

Sorologia positiva

citomegalovirus

Exame molecular:
¢.35delG/35delG

Exame molecular:
m.35delG/35delG

Miultiplos fatores

Genético
Desconhecida

N&o esclarecida

Na&o esclarecida

Desconhecida

N&o esclarecida

Genético

N&o Esclarecida

Desconhecida

Multiplos fatores

Desconhecida

N&o esclarecida

Desconhecida

Ambiental

Desconhecida
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30
31

Moderado

Profundo

UTI neonatal-20 d
Ototoxicos-

Furosemida

Historia Familiar
Primos de primeiro
grau e tios (origem

materna)

Desconhecida

Miultiplos fatores

Legenda: M- Masculino, F- Feminino, U- Unilateral, B- Bilateral, d- dias, s- semana
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5.5. Etiologia da perda auditiva

A causa ambiental foi responsavel por 22,6% (n=7) dos casos de perda
auditiva da populagéo do estudo. A causa genética confirmada através das alteracfes
nos exames moleculares dos principais genes da surdez foi responsavel por 16,1%
(n=5) dos casos. Em 22,6% (n=7) dos casos atribui-se causa ndo esclarecida, pelo
fato dos pacientes possuirem como unicos fatores de risco; histéria familiar e/ou
consanguinidade, porém sem alteracao nos exames moleculares dos principais genes

da surdez (Figura 15).

Em 16,1% (n=5) da casuistica a causa da perda auditiva se compde tanto
de fatores ambientais como de fatores que presumem origem genética (sem alteracao
no exame molecular), aqui chamado de grupo de fatores mudiltiplos. A causa
desconhecida, em que os pacientes ndo apresentam nenhum fator de risco, auséncia
de alteragGes genéticas nos testes moleculares, laboratorial e de imagem representa
22,6% (n=7) das criancas dos estudo (Figura 15). Ndo ha diferenca estatistica entre

0s grupos (teste de Igualdade de Duas Proporc¢des).

16,10%
22,60%

Desconhecidas
Ambiental

= Genética
N&o esclarecida

22,60% B
= Mdltiplos fatores

22,60%

16,10%

Figura 15- Gréfico da distribuicdo das etiologias da perda auditiva nas criancas
(n=31) do estudo.



92

5.6. Caracterizacao audioldgica da perda auditiva

Apenas as perdas auditivas neurossensoriais foram incluidas neste estudo.
Considerando a lateralidade da deficiéncia auditiva, perda auditiva bilateral esteve
presente em 22 pacientes (71%) e unilateral foi verificado em 9 pacientes (29%).

Dois pacientes (casos 8 e 20, 9%) apresentaram perda auditiva bilateral
assimétrica; o paciente de identificacdo numero 8 tem perda auditiva leve na orelha
direita e perda auditiva nas frequéncias agudas (grau normal) e o paciente 20
apresenta grau moderado na orelha direita e grau moderadamente severo na orelha
esquerda. Para efeito de andlise o paciente 8 foi reclassificado como perda auditiva
leve e paciente 20 como perda auditiva moderada (Quadro 1). Esta classificacao foi
realizada apoés discussédo dos casos com as fonoaudidélogas dos pacientes em relacao

a funcionalidade da perda auditiva.

Deste modo, o0s pacientes com acometimento bilateral (n=22)
apresentaram perda auditiva de graus: leve em 4,5% (n=1), moderado em 27,3%
(n=6); moderadamente severo em 4,5% (n=1); severo em 13,6%(n=3) e de grau
profundo em 50% (n=11) dos casos (Figura 16). Em relacdo a perda auditiva
unilateral: 22,5% (n=2) dos pacientes apresentaram grau moderado, a mesma
proporc¢ao, 22,5% (n=2) foi encontrada para o grau moderadamente severo e 55,6%

(n=11) grau profundo (Figura 17).
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Bilateral £450% Unilateral

22,20%
27,30%

22,20%

4,50%

Leve *
Moderado * Moderado
Moderadamente Severo Moderadamente Severo
= Severo
= Profundo = Profundo

Figuras 16 e 17- Grafico da caracterizacdo da perda auditiva da populacdo do estudo
quanto a lateralidade bilateral e unilateral e o grau. * Casos de perda auditiva

assimétricas reconsideradas para efeito de analise.

No teste de igualdade de proporc¢des o grau profundo para a perda bilateral
é significativo em relacéo aos outros graus (p<0,05) com excec¢ao do grau moderado
(p=0,122), no unilateral nenhum grau foi mais significativo que outro (p=0,147).
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5.7. Correlacéo etiologia da Perda Auditiva e o0 Género

A grande maioria das criangas deste estudo sao do sexo masculino, 61,3%
(n=19). No grafico abaixo encontra-se a distribuicdo por género e etiologia (Figura 18).
N&o houve nenhuma associacdo estatistica significativa entre algum tipo de causa e
0 género (p valor=0,718).

90%
80%

80%
71%

70%

60%

60% 57% 57% ’
50%

43% 43%
° ’ 40%
40%
30% 29%
0
20%

20%
10%
0%

Desconhecida Ambiental Genética N&o esclarecida Mdltiplos Fatores

® Feminino m® Masculino

Figura 18 — Grafico com distribuicdo do género em relacdo a etiologia da perda
auditiva na populacao do estudo.
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5.8. Correlacéo etiologia da Perda Auditiva e Lateralidade

Apesar da bilateralidade ser significativa em relacéo a unilateralidade neste
estudo, quando a lateralidade € comparada com alguma causa especifica de perda

auditiva ndo se verifica nenhuma associacao estatistica (p=0,471) (Figura 19).

120%

100%
100%

80%

0
80% 71%

57% 57%

43%
29%
20%

Desconhecida Ambiental Genética N&o Esclarecida Midiltiplos Fatores

60%

43%
40%

20%

0%
m Unilateral = Bilateral

Figura 19- Grafico da distribuicdo da lateralidade das perdas auditivas da populacéo

do estudo quanto as etiologias das perdas auditivas.
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5.9. Correlacéo etiologia da Perda Auditiva, Lateralidade e Grau de perda

Correlacionando as etiologias com a lateralidade e grau nas perdas
auditivas unilaterais, ndo ha diferenca significativa (p=0,490), pelo teste de Igualdade

de Proporcoes (Figura 20).

120,00%
100%
100,00%
80,00%
66,60%
60,00% Eont
0
33,30% 50%
33130
40,00% 33,30% ¢ 33,30%
20,00% I
0,00%
Desconhecida Ambiental Multiplos Fatores Nao Esclarecida

Moderado Moderadamente Severo ® Profundo

Figura 20- Grafico da distribuicdo do grau de perda auditiva unilateral conforme a

etiologia.
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Para as perdas bilaterais, no teste de igualdade de proporcbes o grau
profundo se mostrou significativo para a causa genética em relacdo as causas
ambiental (p=0,001) e desconhecida (p=0,007), mas ndo para as causas de multiplos
fatores (p=0,210) ou néo esclarecida (p=0,052). O grau leve da perda auditiva é
significativo para a etiologia ambiental em relacdo as outras causas para este mesmo
grau (p=0,046) (Figura 21).

120%
100%
100%
80% 75%
0
60% 50% 50%
40% 40%
40% E0a
25% 25% 25% 25%
209
20% I
0%
Desconhecida  Ambiental Genético Multiplos N&ao
Fatores Esclarecida

Leve Moderado Moderadamente Severo mSevero ®Profundo

Figura 21- Gréfico da distribuicdo do grau de perda auditiva bilateral conforme a
etiologia.
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5.10. Avaliacdo dos meios diagnosticos utilizados na investigacao etioldgica

Neste estudo a histdria clinica possibilitaria o diagnostico de 54,8% dos
casos (n=17); o exame molecular para investigagdo dos principais genes da surdez
favoreceria o diagnostico em 16,1% dos casos (n=5); o exame laboratorial por si s
favoreceria o diagnéstico em 3,2% dos casos (n=1) e este exame associado a histoéria

clinica também possibilitaria o diagnéstico em 3,2% dos casos (n=1) (Figura 22).

Os exames de imagem utilizados neste estudo tiveram rendimento de 0%,
uma vez que nao foi encontrado alteracdes nos exames. Os casos desconhecidos

(n=7) representam 22,6% da casuistica (Figura 22).

Sem diagnostico [ 7
Histéria clinica + Exame laboratorial [l 1
Exame molecular dos principais genes da surdez [N 5
Exame de Imagem 0
Exame Laboratorial [ 1

Histéria clinica [ 17

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18

= Numero de pacientes

Figura 22-Grafico relacéo pacientes do estudo e o meio utilizado para o diagnostico

da etiologia da perda auditiva.
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5.11. Correlacado meios diagnosticos para investigacao etioldgica e fator de
risco

Para os pacientes com fator de risco (n=19) somente a histdria clinica seria
suficiente para o diagnéstico em 89% dos casos (n=17), o exame laboratorial
apresentaria um rendimento de 5% (n=1) e ambos em conjunto definiriam 5% dos

casos (n=1) (Figura 23).

Ao considerar os pacientes sem fatores de risco (n=12), 42% (n=5)
apresentariam diagnostico com o exame molecular para os genes da surdez (Figura
23).

Através do teste de Qui-Quadrado foi possivel medir o grau de relacdo meio
diagnostico e o fato de ter ou ndo o fator de risco. A histéria clinica foi o meio
significativo para aqueles que tinham fator de risco para perda auditiva.

100% -
90% - m desconhecido
80% -
m Historia clinica+
70% - exame laboratorial
0, i
60% = Exames de
50% - imagem
40% - m Teste Molecular
30% -
o | = Exame
20% Laboratorial
10% - . .
m Historia Clinica
0% -
Paciente com fator de Paciente sem fator de
risco risco

Figura 23- Grafico correlacdo meios diagnésticos e pacientes com ou sem fator de

risco.
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia da perda auditiva neurossensorial, durante os 12 anos deste
estudo, foi de 1,2 a cada mil recém-nascidos. No Brasil, em 2007, Tiensoli e
colaboradores encontraram 1,8% de perda auditiva neurossensorial em 798 neonatos;
Bevilacqua e colaboradores, em 2010, 0,98 a cada mil neonatos (4,172). Em um
estudo de reviséo sobre triagem auditiva no Brasil, a prevaléncia da perda auditiva foi
mencionada de 0 a 1,09% (173). A incidéncia da perda auditiva varia de acordo com
as amostras e regides estudadas.

Os fatores de risco mais encontrados neste estudo foram: permanéncia na
UTI neonatal (32,2%), historia familiar (29%) e prematuridade (19,4%).

No presente estudo as frequéncias destes fatores de risco sdo altos,
provavelmente pelo fato da maternidade onde € realizada a triagem ser considerada
um servigo de saude de alta complexidade, com UTI neonatal e que é referéncia para
0Ss casos graves da regido. A historia familiar foi o segundo fator de risco mais
verificado, 29% dos pacientes. Nos estudos brasileiros com neonatos encontram-se
indices de 12,5% a 20% de historia familiar entre os portadores de perda auditiva
(172,174). Nos estudos internacionais 5,5% a 18% (144,145,175,176). Uma hipétese
para esta alta incidéncia neste estudo talvez se deva a uma maior investigacdo do

histérico familiar.

A causa desconhecida foi verificada em 22,6% dos casos. Na literatura
encontra-se uma prevaléncia de 15% a 52% (7,15,28,144,149,177-181). Acredita-se
a incidéncia menor da causa desconhecida neste estudo se deva ao fato da
possibilidade da realizacdo de todos os exames, mas principalmente os teste

moleculares para os principais genes da surdez.

A causa ambiental neste estudo representou 22,5% dos pacientes.
Considerou-se neste grupo pacientes com fatores de risco pré e perinatais que nao
tenham historico familiar de perda auditiva e consanguinidade. Os estudos mostram
valores entre 21 a 39,6% (15,149,178,179). Menciona-se um estudo brasileiro com 8
neonatos de UTI portadores de perda auditiva que realizaram exame molecular para
0s principais genes da surdez. Todos 0s neonatos da pesquisa apresentaram causa

exclusivamente ambiental, sem nenhum fator genético associado (55).
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O grupo causa ambiental é constituido de seis pacientes portadores de
causas perinatais e um paciente com histéria de sifilis congénita, cuja perda é
unilateral de grau moderadamente severo. Os demais apresentam perda uni ou
bilateral em varios graus. Os pacientes com causas perinatais podem apresentar
graus diferentes de perda auditiva pelo fato de serem submetidos aos diferentes tipos
de injurias, como hipéxia e anoxia, desordens metabdlicas, prematuridade,
hiperbilirrubinemia, infec¢cdes, medicamentos ototoxicos, ruidos da UTI neonatal

acrescido de susceptibilidade individual (50).

A causa genética foi encontrada em 16,1% dos individuos deste estudo e
estes ndo apresentavam fatores de risco prévios para a perda auditiva. Todos
possuiam perda auditiva bilateral de grau profundo. A alteracdo genética encontrada

foi a mutacao c.35delG no gene GJB2.

O gene GJB2 é o principal gene envolvido nas perdas auditivas hereditarias
nao sindrdbmicas, sendo a mutacdo c.35delG a mais frequente em diferentes

populacdes (73,74).

Pacientes homozigotos para c.35delG geralmente apresentam perda
auditiva pré-lingual, de grau severo a profundo, ndo progressiva (80,183). Tendo em
vista a importancia e o envolvimento desse gene na deficiéncia auditiva, mutacdes no
gene GJB2 constituem o primeiro passo ha triagem de mutacdes relacionadas a perda

auditiva.

A perda chamada de néo esclarecida neste estudo € constituida de 22,6%
de pacientes (n=7) com fatores para perda auditiva como histéria familiar e/ ou
consanguidade, fatores estes de origem ndo ambiental, mas que ndo podem ser
totalmente comprovados. Dos sete pacientes, apenas um (3,2%) tinha como Unico
fator de risco consanguinidade (primos de primeiro grau) como provavel explicacédo
para perda auditiva. Outros dois pacientes com histéria de consanguinidade
apresentavam outros fatores ambientais que poderiam também justificar a perda

auditiva.

No Oriente Médio, onde 0s casamentos consanguineos sao muito comuns,
menciona-se prevaléncia entre 20 a 25% (150). Nos estudos brasileiros encontram-se
indices de 1,3 a 5,84% (8,9,28). Nao ha um padrao audioldgico especifico na literatura

para a consanguinidade, mas os casamentos consanguineos predispdem a doencas
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de origem recessiva, que no caso da surdez, geralmente apresenta um padréo de
perda severa a profunda, bilateral e pré-lingual (148). No presente estudo, historia
familiar como Unico fator de risco foi verificada em 19,3% dos pacientes, na literatura
sua frequéncia é relatada entre 5,55% e 18% (144,145,175,176,178).

Um estudo, avaliando somente o fator de risco histéria familiar com recém-
nascidos com perda auditiva ja diagnosticados na triagem auditiva neonatal
demonstrou que os graus de perda estavam distribuidos igualmente entre os graus de
leve a profundo. Por outro lado as criangas que possuiam esse fator, mas que
desenvolveram a perda auditiva pos-natal, os casos eram predominantemente de grau
leve (146). O JCIH, em suas recomendac0es, orienta o acompanhamento audiologico

dos pacientes que possuem o fator de risco historia familiar.

O grupo constituido de fatores multiplos (ambiental e ndo ambiental) para
a perda auditiva representou 16,1% neste estudo, quatro pacientes tinham perda
auditiva bilateral e um unilateral, 80% sédo grau profundo. Um estudo também
presumiu que 17% das causas das perdas auditivas tratavam-se de causa constituida
de vérios fatores etiologicos (177).

Em relacdo aos meios diagnosticos, em 55% dos casos seria possivel o
diagndstico etioldgico avaliando a histéria clinica e fatores de risco. Billings e Ohims
consideram primordial para inicio da investigacdo etioldégica a historia clinica e o

exame fisico completos (144,183).

O exame molecular contribuiu em 16,1% da populacédo deste estudo para
o diagnéstico etioldgico; os cinco pacientes com mutacdo GJB2 ndo possuiam
nenhum fator de risco para a perda auditiva. Deste modo dos 12 pacientes sem fatores
de risco, 0 exame contribuiu para o diagnéstico de 41,6%. O exame genético,
principalmente em relacdo as mutacfes no gene GJB2, apresenta um alto rendimento
de diagnostico e muitas vezes possuem indicacao de investigacao etiolégica em casos
de perda auditiva isolada (184,185).

Quanto aos testes laboratoriais para investigacdo das TORCHS
(Toxoplasmose, Rubéola, CMV, Herpes e Sifilis) € recomendado a realizagdo destes
exames uma vez que pode se perder a possibilidade de tratar os pacientes, como por
exemplo a sifilis e 0 CMV (144,183). Neste estudo o exame laboratorial diagnosticou

0 paciente portador da sifilis e de citomegalovirus. O paciente portador de sifilis teve
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o tratamento intradtero e também apds o nascimento. O paciente portador da CMV

nao fez tratamento.

Em relacdo ao exame de imagem, Billings considerou a TC em seu estudo
como o0 exame com maior rendimento, 26%, para o diagndstico. Ohlms encontrou 25%
de anormalidade na sua casuistica, e Mafong 39% (144,183,186). No presente estudo,

o0 exame de imagem nao colaborou para o diagnéstico.

Este estudo apresenta algumas limitagcées como o numero de participantes
uma vez que nem todos participaram do estudo por ndo comparecerem com 0S

pedidos solicitados ou na coleta do sangue para o exame genético.

Outro fato € que tendo em vista o grande niumero de genes envolvidos na
perda auditiva, é possivel que nos grupos das causas desconhecidas e néao
esclarecidas existam pacientes com etiologia genética, que poderiam ser identificados
com um rastreamento molecular mais abrangente. Contudo os testes moleculares
ainda apresentam alto custo e ndo séo realizados rotineiramente na pratica clinica

médica.
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7. CONCLUSAO

No programa de TANU de uma cidade do estado de Sao Paulo foi possivel
encontrar apos a identificac@o dos fatores de risco e exames realizados neste estudo
as etiologias: ambiental em 22,6% dos casos, genético em 16,1%, causa de multiplos
fatores em 16,1%, causa nao esclarecida, onde ha presenca de fatores hereditarios,

em 22,6% e causa desconhecida em 22,6%.

Os fatores de risco mais verificados nestes pacientes foram: permanéncia

em UTI, historia familiar de perda auditiva e prematuridade.

Para a etiologia genética a caracterizacdo audiolédgica (lateralidade e grau)
da perda auditiva pela mutacdo c.35delG foi de acordo com o esperado, ou seja,
bilateral de grau profundo, mas nas demais categorias nao foi possivel observar um

padrdo caracteristico.

Ao longo deste 12 anos do Programa de TANU da cidade de Jundiai a
frequéncia de perda auditiva neurossensorial encontrada foi de 1,2 a cada mil recém-

nascidos.

A histéria clinica possibilitaria o diagndstico em mais da metade da
casuistica, com significancia para aqueles que possuem fatores de risco, porém ao
considerar os pacientes sem fatores de risco o exame molecular identificou 42% a
causa da perda auditiva. O rastreamento molecular dos demais genes responsaveis

pela surdez ndo sindrémica podem contribuir para o diagnostico etioldgico.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DA ETIOLOGIA DA PERDA AUDITIVA EM LACTENTES
Responsavel: Katia Cristina Costa
Numero do CAAE:

Vocé, responsavel legal do menor de idade, estd sendo convidado a permitir a participa¢do do
menor como voluntdrio de um estudo. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, visa assegurar os direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera
ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assind-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.
Se vocé nao permitir a participacdo do menor podera retirar sua autorizagado, a qualquer momento e
nado haverd nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo.

Justificativa e objetivos:

Existem poucos estudos no Brasil sobre as causas das perdas auditivas nos recém nascidos. A
identificacdo destas causas precocemente pode favorecer o tratamento do paciente. Esta pesquisa
tem por objetivo o conhecimento das causas das perdas auditivas nos bebés.

Os exames utilizados nesta pesquisa para identificacdo da perda de audicdo consiste em
exames de sangue e de imagem: tomografia ou ressonancia magnética, de acordo com a necessidade.
Os exames de sangue solicitados serdo aqueles que avaliam se o bebé se contaminou com alguma
infeccdo durante a gravidez da mae ou durante o parto- chamado de exames soroldgicos.

No exame de sangue também serd avaliado se o paciente possui algum gene que possa estar
envolvido na surdez, chamado de exame genético. Serd investigado a pesquisa no gene GJB2 da
mutac¢do c 35del G.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a realizar : coleta de sangue e realizagdo de
exames de imagem.

Sera colhido 5 ml de sangue por pungao venosa, geralmente na veia do antebrago, em uma
Unica vez, ndo sendo necessario hospitalizacdo. Também serdo realizadas as medidas de protecdo:
limpeza do local a ser coletado o sangue e o uso de material descartavel.

Os exames de imagem realizados serdao tomografia de ouvidos e dependendo da necessidade
a ressonancia magnética. Nestes exames pode ser necessaria uma sedacdo venosa ou inalatéria, pois
as criangas ndo podem se movimentar durante o exame.

Este exame geralmente é feito em meio hospitalar com a presenca de um médico radiologista
e de equipamentos de seguranga necessarios

Desconfortos e riscos:

As amostras de sangue periférico serdo obtidas por punc¢do venosa, ou pung¢do na polpa digital,
que é um procedimento médico comum, com riscos muito baixos. O risco da coleta de sangue pode
incluir vermelhidao local transitéria, hematoma, celulite ou flebite. O desconforto serd minimo, pois
em geral, esta coleta sera realizada pela veia intermédia do cotovelo, por profissional treinado ou pelo
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responsavel pelo projeto, devidamente habilitados para este procedimento. Serdo realizadas as
medidas de protecao: limpeza do local a ser coletado o sangue e o uso de material descartavel.

A tomografia computadorizada e ressonancia magnética ndo apresentam risco ao paciente,
exceto as criangas que necessitarem de sedacdo para realizacdo do exame. Os medicamentos
utilizados na sedacdo para exames radioldgicos costumar ser de rdpido efeito, mas podem trazer riscos
como alergias na pele, tremores, febre, falta de ar, convulsGes e até o risco para parada
cardiorrespiratéria. Contudo, a sedacdo para tomografia e ou ressonancia é realizada em meio
hospitalar, na presenca de médico radiologista (ou anestesista) e de equipamento de seguranca
necessarios.

Beneficios:

O esclarecimento da causa perda auditiva ndo é tarefa facil, em especial em nosso meio. Esse
projeto objetiva, ndo so investigar a causa das perdas auditivas como propor um processo para a
realizacdo de exames, visando o diagndstico correto e reducdo de custos.

Existe também a necessidade de se associar os testes genéticos, aos ja existentes programas
de prevencdo e diagndstico precoce da perda auditiva, a fim de se conhecer a magnitude deste
problema e dar um passo de alerta a populacdo, aos profissionais da saude e as autoridades locais. Isto
ndo gera apenas beneficios a populacdo surda e a seus familiares, pois a precocidade do diagnéstico e
reabilitacdo gera grandes reducdes no orcamento publico.

Acompanhamento e assisténcia:

Nos casos em que forem detectadas alteracdes auditivas sera instituida a reabilitacdo auditiva,
através da colocagdo de aparelhos auditivos e do atendimento de equipe multidisciplinar na prépria
instituicdo. Diante da necessidade de implante coclear ou de procedimentos ndo contemplados no
servigo, os individuos serdo encaminhados para servigos de referéncia.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que a identidade do menor em questdo serd mantida em sigilo e
nenhuma informagdo serd dada a outras pessoas que ndo fagam parte da equipe de pesquisadores.
Na divulgacdo dos resultados desse estudo, o nome do participante ndo sera citado. Os resultados dos
exames serdao anexados ao prontuario.

Ressarcimento:

Ndo havera nenhum gasto para a pesquisa uma vez que a grande maioria dos exames sdo
realizados na rotina para os bebes com deficiéncia auditiva pela Instituicdo que pertence ao SISTEMA
UNICO DE SAUDE (SUS).

Em relacdo ao exame genético, o mesmo é realizado dentro do projeto de pesquisa do Projeto
Estudo Molecular da Perda Auditiva (nimero de consentimento- 396/2006) do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG).
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Aconselhamento genético:

Vocé, responsavel pelo menor podera optar se gostaria ou ndo de ser informado sobre o
resultado genético.

O resultado do exame genético sera informado pela pesquisadora, individualmente.  Aos
pacientes que apresentarem alteracdes genéticas e a perda auditiva sera oferecido todo o tipo de
tratamento (aparelho auditivo, implante coclear) assim como o acompanhamento da equipe médica,
fonoaudidlogica e de psicélogos.

Aos pacientes portadores da condicdao de perda auditiva, mas que ndo a possuem serd
oferecido o acompanhamento médico e audioldgico.

Sendo o sujeito da pesquisa deficiente auditivo de origem genética ou portador, seus
familiares, genitores ou irmaos poderao, se interessados, em fazer o exame genético.

( ) Gostaria de ser informado do resultado genético
( ) Nao gostaria de ser informado do resultado genético

Armazenamento de material:

Novas mutagdes para a perda auditiva podem ser encontradas, assim como novos métodos de
testagem para a identificacdo dessas mutacdes. Deste modo o material genético poderia ser
novamente avaliado, se houver sua permissao.

Neste caso, um novo projeto de pesquisa serd realizado e submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

( ) concordo em permitir o menor sob minha responsabilidade participar do presente estudo,

porém NAO AUTORIZO o armazenamento do material bioldgico, devendo o mesmo ser

descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em permitir o menor sob minha responsabilidade participar do presente estudo

e AUTORIZO o armazenamento do material biolégico, sendo necessdrio meu consentimento

a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela

CONEP.

( ) concordo em permitir o menor sob minha responsabilidade participar do presente estudo

e AUTORIZO o armazenamento do material bioldgico, dispensando meu consentimento a cada

nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

O descarte do material armazenado sera autorizado nas seguintes situacées:

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material armazenado
deverdo ser dados a:
( nome de uma pessoa a ser contatada).

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé poderd entrar em contato com o pesquisadora: Katia
Cristina Costa

Enderecos: ATEAL- R Frederico Ozanan, 6561, Vila Sdo Rafael — Jundiai — F: 11- 4523 4110 ou
CBMEG- UNICAMP- Av. Candido Rondon - Cidade Universitaria- Campinas- F: 19- 3521 1147.

E mail: k.cristinacosta@bol.com.br

Em caso de denlncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do estudo,
vocé pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNICAMP:
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19)
3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Consentimento livre e esclarecido:

Apods ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios
previstos, potenciais riscos e o incOmodo que esta possa acarretar, aceito permitir a participacao do
menor que se encontra sob minha responsabilidade legal:

Nome do (a) participante:

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracdo do protocolo e na obtenc¢do deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter explicado e fornecido uma cépia deste documento ao responsavel pelo participante.
Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP,
qguando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado
pelo responsavel do participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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Campinas, 06 de janeiro de 2016

Ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas

Como pesquisadora responsdvel venho através desta solicitar a troca do Titulo da
Pesquisa: * Estudo da Etiologia da Perda Auditiva em Lactentes” pelo titulo “Etiologia da
Perda Auditiva em Neonatos de um programa de Triagem Neonatal”.

Este estudo é um subprojeto aprovado como adendo (CEP/PRP/N * 690/2014) da linha
de pesquisa da Prof. Dra. Edi Licia Sartorato (CEP N ° 396/2006), orientadora da pesquisa
citada acima.

Desde ja grata pela atengido

Pesquisadora responsavel

RECEBIDO
EM

21 JAN 2016
im ge Elica em Pesquisd
PRP | UNICAMP |




