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1. INTRODUÇÃO          


		 De acordo com o Centers for Disease Control (CDC) até 25% da população 

americana adulta pode desenvolver Perda Auditiva Induzida pelo Ruído (PAIR) no 

decorrer de sua vida (1). Além do problema humano, caracterizado pela perda auditiva, 

zumbido, perturbação do sono, etc., o impacto econômico gerado pela PAIR é 

considerável. A American Tinnitus Association (ATA) estima custos anuais de US$ 1,2 

bilhão relacionados à PAIR (2).


		 Nas últimas décadas, diversos estudos forneceram evidências da contribuição 

genética na PAIR em humanos. Estudos que avaliaram o componente genético da PAIR 

em gêmeos demostraram cerca de 36% de herdabilidade (3). Elucidar os efeitos 

genéticos específicos é fundamental para a compreensão de doenças complexas como a 

PAIR, pois permitirá no futuro abordagens específicas em indivíduos suscetíveis. Em 

humanos, as interações gene-ambiente (G × A) estão sendo consideradas, mas poucos 

estudos foram replicados até o momento (4).


 	 Uma grande dificuldade em estudos da PAIR em humanos é a incapacidade de 

controlar e quantificar as exposições ambientais de forma consistente, o que leva à falta 

de populações bem caracterizadas e monitoradas para estudo (4). Atualmente vários 

estudos tem avaliado a genética da PAIR, principalmente após o início da utilização de 

modelos animais nas pesquisas da área.


		 No passado, estudos com modelos animais já demonstraram que camundongos 

de diferentes linhagens apresentaram suscetibilidades variadas ao ruído, utilizando 

diferentes métodos eletrofisiológicos para estimar o limiar auditivo dos animais (5). Um 
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exemplo foi o estudo de Erway et al, em que camundongos da raça C57BL/6J foram 

mais suscetíveis ao ruído do que as demais. Outros trabalhos também demonstraram que 

camundongos knockout testados por Auditory Brainsteam Response (ABR) SOD1 - / - 

(6), GPX1 - / - (7), PMCA2 - / - (8) foram mais sensíveis ao ruído do que seus 

companheiros de ninhada do tipo selvagem. Além disso, camundongos CDH23 + / - 

também foram mais suscetíveis ao ruído que os demais, com seus limiares testados 

através de potencial de ação composto (CAP - Limiares de potencial de ação composto)

(9).


		 Lavinsky et al., por meio de um Genome Wide Association Study (GWAS) 

mapearam vários loci para suscetibilidade a PAIR em linhagens consanguíneas de 

camundongos usando ABR. Um pico estatisticamente significativo no cromossomo 17 

foi evidenciado dentro de um bloco de haplótipos contendo NADPH oxidase-3 (Nox3), 

fornecendo evidências para apoiar seu papel na suscetibilidade à PAIR (4).


 	 O uso de animais, como camundongos, pode ser um método válido para o 

estudo da perda auditiva devido à semelhança de sua orelha interna com o humano. 

Existe a possibilidade de criação de um ambiente controlado em laboratório, com 

exposição idêntica das cobaias ao ruído, evitando fatores de confusão. Isso permite, com 

a análise dos limiares auditivos pré e pós exposição ao ruído, em diferentes linhagens de 

camundongos, quantificando o exato papel da genética na PAIR. Atualmente os estudos 

do tipo GWAS proporcionam o cruzamento de dados genotípicos e fenotípicos de 

camundongos híbridos de variadas linhagens que formam uma coleção previamente 

genotipada e catalogada, o Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP). 
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		 Com base nessas evidências, nosso estudo tem como objetivo buscar outros 

fenótipos auditivos baseados nas Emissões Otoacústicas por Produto de Distorção 

(EOAPD). Este método avalia os limiares auditivos através da função das células 

ciliadas externas da cóclea, que podem ser afetadas precocemente na exposição ao 

ruído. Essa é uma abordagem potencialmente promissora, pois avalia através de um 

método eletrofisiológico inédito, camundongos do HMDP através de um GWAS antes e 

após exposição ao ruído. 


1.1. REFERÊNCIAS DA INTRODUÇÃO


1. 	Kujawa SG, Liberman MC. Adding insult to injury: cochlear nerve degeneration after 

"temporary" noise-induced hearing loss. J Neurosci. 2009;29(45):14077-85. doi:10.1523/

JNEUROSCI.2845-09.2009. 


2. 	Yankaskas K. Prelude: noise-induced tinnitus and hearing loss in the military. Hear 

Res. 2013Jan;295:3-8. doi: 10.1016/j.heares.2012.04.016.


3. 	Heinonen-Guzejev M, Vuorinen HS, Mussalo-Rauhamaa H, Heikkilä K, Koskenvuo M, 

Kaprio J. Somatic and psychological characteristics of noise-sensitive adults in Finland. 

Arch Environ Health. 2004;59(8):410-417. doi:10.3200/AEOH.59.8.410-417.


4. 	Lavinsky J, Crow AL, Pan C, et al. Genome-wide association study identifies nox3 as a 

critical gene for susceptibility to noise-induced hearing loss [published correction appears 

in PLoS Genet. 2015 Jun;11(6):e1005293]. PLoS Genet. 2015;11(4):e1005094. Published 

2015 Apr 16. doi:10.1371/journal.pgen.1005094
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5. 	M. Sliwinska-Kowalska, M. Pawelczyk. Contribution of genetic factors to noise-

induced hearing loss: a human studies review Mutat. Res., 752 (2013), pp. 61-65. 

doi:10.1016/j.mrrev.2012.11.001


6. 	Ohlemiller KK, McFadden SL, Ding DL, et al. Targeted deletion of the cytosolic Cu/

Zn-superoxide dismutase gene (Sod1) increases susceptibility to noise-induced hearing 

loss. Audiol Neurootol. 1999;4(5):237-246. doi:10.1159/000013847


7. 	Ohlemiller KK, McFadden SL, Ding DL, Lear PM, Ho YS. Assoc Res Otolaryngol. 

2000;1(3):243-254. doi:10.1007/s101620010043 


8. 	Kozel PJ, Davis RR, Krieg EF, Shull GE, Erway LC (2002) Deficiency in plasma 

membrane calcium ATPase isoform 2 increases susceptibility to noise-induced hearing loss 

in mice. Hear Res 164: 231 –239. doi:10.1016/s0378-5955(01)00420-8 


9. 	Holme RH, Steel KP. Progressive hearing loss and increased susceptibility to noise-

induced hearing loss in mice carrying a Cdh23 but not a Myo7a mutation. J Assoc Res 

Otolaryngol. 2004;5(1):66-79. doi:10.1007/s10162-003-4021-2
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2. REVISÃO DE LITERATURA


2.1 PERDA AUDITIVA INDUZIDA POR RUÍDO


	 2.1.1 E	pidemiologia


	 A Perda Auditiva Induzida por Ruído (PAIR) é uma das principais causas de 

perda auditiva na população mundial. Estima-se que um terço de todos os casos de 

perda auditiva sejam causados pela PAIR, sendo a segunda causa mais frequente de 

perda auditiva, após a presbiacusia (1) (2). De todas as etiologias envolvidas nas perdas 

auditivas, a mais comumente evitável é a PAIR. Estima-se que até 12% da população 

mundial esteja suscetível a PAIR, o que corresponde a aproximadamente 600 milhões 

de pessoas (3).


		 2.1.2 Fisiopatologia


		 A exposição danosa ao ruído acomete a audição lesando estruturas da orelha 

interna e causando dano neurossensorial, tanto à cóclea quanto aos neurônios auditivos 

primários (4) (5). Os efeitos deletérios do ruído ocorrem tanto na exposição laboral 

quanto recreacional a níveis elevados de energia acústica. O trauma acústico 

responsável pela lesão das estruturas da orelha interna está associado a dois padrões de 

dano, dependendo da intensidade e da duração da exposição. 


		 No caso de alteração temporária do limiar auditivo (chamado TTS - Temporary 

Threshold Shift), geralmente ocasionado por lesões agudas e de alta intensidade sonora, 

a lesão auditiva ocorre, porém após algum tempo, os limiares auditivos voltam ao valor 

basal, pela recuperação da função coclear. Em situações específicas essa recuperação 

não acontecerá, ocasionando mudança permanente do limiar auditivo (chamado PTS - 
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Permanent Thresholds Shift). Na ocorrência de traumas repetidos do tipo TTS, ocorrerá  

PTS, tipicamente notado na PAIR (6).


		 A recuperação dos limiares auditivos basais pós TTS é provavelmente o 

resultado do desacoplamento reversível entre os estereocílios das células ciliadas 

externas e a membrana tectorial (7) e/ou aumento reversível do ganho central/

hiperacusia e zumbido associados (8). No entanto, mesmo quando há recuperação dos 

limiares tonais auditivos basais, pode haver dano considerável ​​nas sinapses cocleares, 

denominada sinaptopatia coclear (4) (9). A sinaptopatia resulta na perda de conexões 

entre as células ciliadas internas e seus neurônios aferentes na fase aguda do trauma 

coclear induzido por ruído (4) (10), sendo provavelmente o resultado da 

excitotoxicidade do neurotransmissor glutamato, causando danos às terminações 

nervosas pós-sinápticas (11). Isso também é chamado de perda auditiva oculta induzida 

por ruído, pois não é acompanhada por uma mudança de limiar auditivo (9). 


		 Embora seja desconhecida a extensão em que a sinaptopatia contribui para a 

PAIR, argumenta-se que esses mecanismos semelhantes à sinaptopatia que ocorrem em 

certos tipos de neuropatia auditiva, estão envolvidos na PAIR (11). Isso também é 

apoiado por pesquisas em animais que mostram células ciliadas intactas, mas extensa 

perda de  neurônios do gânglio espiral da cóclea, induzida por ruído (4).


		 A perda de células ciliadas externas, degeneração das fibras nervosas cocleares e 

formação de tecido cicatricial (zonas mortas) no órgão de Corti são responsáveis pela 

perda auditiva irreversível na PTS (12). Uma característica crucial da perda de células 

ciliadas por qualquer causa (ruído, medicamentos ototóxicos, idade) é a incapacidade 

das células sensoriais de mamíferos se regenerarem (13). 
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		 Dependendo da intensidade e duração do ruído, todo o órgão de Corti pode ser 

rompido (12). A destruição do órgão de Corti pode ser o resultado de dois mecanismos: 

destruição mecânica por exposição curta a intensidades extremas de ruído ou 

descompensação metabólica após exposição a ruído por um longo período de tempo 

(14). 


		 A destruição mecânica é adquirida pela exposição a intensidades de ruído acima 

do nível de pressão sonora de 130 dB (NPS), levando à desassociação do órgão de Corti 

da membrana basilar, interrupção das junções celulares e mistura de endolinfa e 

perilinfa (15). 


		 A descompensação metabólica gera interrupção dos estereocílios, núcleos e 

mitocôndrias aumentadas, vesiculação citoplasmática e vacuolização (16) (17). 

Acredita-se que sua causa seja tanto a formação de radicais livres ou espécies reativas 

de oxigênio (ERO) quanto a excitotoxicidade do glutamato, evocadas pela estimulação 

excessiva do ruído, seguidas pela ativação de vias de sinalização que levam à morte 

celular (18). As EROs emergem imediatamente após a exposição ao ruído e persistem 

por 7 a 10 dias depois, espalhando-se apicalmente da extremidade basal do órgão de 

Corti, ampliando assim a área de necrose e apoptose (18) (19). O glutamato é o 

neurotransmissor excitatório que em altos níveis de podem superestimular as células 

pós-sinápticas e causar edema dos corpos celulares e dendritos (20).


		 Outra conseqüência metabólica da exposição ao ruído é o aumento de cálcio 

livre (Ca2 +) nas células ciliadas externas imediatamente após a superestimulação 

acústica, contribuído tanto pela entrada pelos canais iônicos quanto pela liberação das 

reservas intracelulares (21). A sobrecarga de Ca2 + também pode desencadear vias de 
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morte celular apoptótica e necrótica, independentemente da formação de ERO (22). 

Existe um risco significativo de desenvolver PAIR após exposição crônica a ruído acima 

de 85 dB por pelo menos 8 horas ao dia.  Quanto maior a intensidade do ruído, menor o 

período suficiente para desenvolver PAIR. A Norma Regulamentadora n.º 15 (NR-15), 

da Portaria do Ministério do Trabalho (MTb) n.º 3.214/1978 (BRASIL, 1978), 

estabelece os limites de exposição a ruído contínuo (tabela 1).


		 No caso de trauma acústico, o ruído pode gerar dano físico imediato à orelha 

interna, proporcional à intensidade sonora. Impulsos sonoros de alta intensidade podem 

comprometer fisicamente a membrana timpânica, a cadeia ossicular, as membranas da 

orelha interna e o órgão de Corti. A ruptura da membrana timpânica pode atuar como 

mecanismo protetor e absorver parte da energia que seria transferida para a orelha 

interna.


		 2.1.3 Quadro Clínico


		 O sintoma mais evidente da PAIR é a perda auditiva, a qual pode estar 

acompanhada do zumbido. Esses sintomas podem variar em função de período de 

exposição, nível de pressão sonora e susceptibilidade individual. A hipoacusia costuma 

ser bilateral e simétrica, sendo dificilmente de caráter profundo. Os valores de 

discriminação auditiva estão dentro dos níveis normais ou levemente alterados.  Assim 

como na perda auditiva, o zumbido tem intensidade variável, frequentemente é bilateral 

e pode estar presente em pelo menos metade dos pacientes com PAIR (23). Algiacusia e 

plenitude aural podem estar presentes no quadro clínico. Em fases iniciais de exposição 

ao ruído, antes mesmo da hipoacusia, podem ocorrer sintomas temporários de zumbido,
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Tabela 1: Limites de tolerância para ruído contínuo ou intermitente. Fonte: NR-95 -  
Ministério do Trabalho (MTb) n. 3214/1978 (BRASIL, 1978). 


Nível de ruído dB (A) Máxima exposição diária permissível

85 8 horas

86 7 horas

87 6 horas

88 5 horas

89 4 horas e 30 minutos

90 4 horas

91 3 horas e 30 minutos

92 3 horas

93 2 horas e 40 minutos

94 2 horas e 15 minutos

95 2 horas

96 1 hora e 45 minutos

98 1 hora e 15 minutos

100 1 hora

102 45 minutos

104 35 minutos

105 30 minutos

106 25 minutos

108 20 minutos

110 15 minutos

112 10 minutos

114 8 minutos

115 7 minutos
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cefaléia e tontura, e posteriormente, após meses a anos de exposição há uma 

intensificação do zumbido e uma leve redução da discriminação auditiva, especialmente 

no ruído. A progressão da perda auditiva é interrompida na medida em que o indivíduo 

se afasta da exposição ao ruído, porém a lesão coclear é irreversível e as sequelas são 

permanentes.	 	 


		 Manifestações extra-auditivas podem ocorrer no decorrer da doença, como: 

comportamentais (isolamento social, irritabilidade, dificuldade de concentração), 

neurológicas (sono, tremores, cefaleia e náusea), digestivas (dor abdominal e gastrites) e 

alterações vestibulares. O exame clínico pode demonstrar alterações cardiovasculares 

(aumento da pressão arterial e taquicardia) e metabólicas (aumento do cortisol, glicemia 

e adrenalina) (24).


	 2.1.4 Diagnóstico


 	 A avaliação diagnóstica dos casos suspeitos de PAIR deve incluir tanto a 

anamnese clínica convencional quanto a anamnese ocupacional.  Além da anamnese, o 

exame físico otorrinolaringológico e exames complementares fazem parte da 

investigação clínica da PAIR. 


 	 A anamnese convencional deve obedecer os passos de investigação das perdas 

auditivas neurossensoriais, incluindo os seguintes aspectos: período de evolução dos 

sintomas, histórico de intercorrências neonatais, infecções (sarampo, caxumba, 

meningite), uso de drogas ototóxicas, otites, trauma, doenças metabólicas (diabetes, 

hipotireoidismo, dislipidemias), histórico familiar de perda auditiva e hábitos de vida 

(tabagismo, alcoolismo). Além disso, os pacientes devem ser questionados sobre o uso 
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de arma de fogo e instrumentos musicais, além de exposição ao ruído em atividades 

recreativas (danceterias, shows). 


	 Um passo importante na avaliação diagnóstica da PAIR é a anamnese 

ocupacional.  Deve-se questionar sobre todas as atividades profissionais realizadas, 

tipos de máquinas usadas, tempo de exposição diária ao ruído, exposição a produtos 

químicos, histórico de acidentes e utilização de proteção auditiva individual (24).


	 O exame físico otorrinolaringológico completo deverá ser realizado na 

investigação da PAIR com especial atenção para a otoscopia e a acumetria com testes de 

Rinne e Weber. O principal exame complementar para o diagnóstico da PAIR é a 

audiometria tonal aéreo-óssea. Além da audiometria tonal, é importante investigar o 

limiar do reconhecimento de fala (LRF), o índice de reconhecimento de fala (IRF) e a 

pesquisa de recrutamento auditivo. 


	 Em determinadas situações, como na suspeita de simulação, podem ser 

solicitados os potenciais evocados auditivos de tronco cerebral (PEATE) e as emissões 

otoacústicas (EOA). A audiometria ocupacional (somente via aérea) pode ser utilizada 

no acompanhamento e no controle de perda auditiva; porém, não fornece diagnóstico da 

PAIR, pois a falta da via óssea não permite a identificação de lesão neurossensorial. 

Independentemente do tipo de exame audiométrico, é importante o repouso auditivo de 

pelo menos 14 horas antes da realização do exame, para afastamento de possibilidade de 

se tratar de TTS.


	 O primeiro sinal audiométrico da PAIR é o aparecimento da gota acústica com 

comprometimento dos limiares nas frequências de 3.000, 4.000 ou 6.000 Hz, sendo 
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restaurado em 8.000 Hz. O fato de frequências em torno de 4 kHz serem mais afetadas 

pelo ruído é provavelmente devido à frequência de ressonância da orelha externa / canal 

auditivo, bem como às propriedades mecânicas da orelha média (25). Nos estágios 

iniciais da PAIR, a média dos limiares em 500, 1.000 e 2.000 Hz são melhores que a 

média em 3.000, 4.000 e 6.000 Hz, e os limiares em 8.000 Hz são melhores que o ponto 

mais profundo da gota acústica.


 	 A PAIR dificilmente produz uma perda auditiva superior a 75 dB nas altas 

frequências e 40 dB nas baixas frequências. Porém quando os dados individuais são 

revisados, a perda auditiva neurossensorial severa à profunda é documentada em 

indivíduos expostos ao ruído, com uma prevalência variando de 1 a 15%,  bem acima da 

prevalência na população em geral nos Estados Unidos (0,5% ) e Reino Unido (0,7%) 

(26) (27) (28). 


	 A ampla faixa de prevalência de perda auditiva severa à profunda encontrada em 

estudos de populações expostas ao ruído pode ser influenciada por fatores genéticos 

subjacentes ou diferenças na intensidade, tipo e duração da exposição ao ruído. Por 

exemplo, a perda neurossensorial pode progredir para severa ou profunda com durações 

prolongadas de exposição ao ruído (29) (30), especialmente no ruído de impacto (31). A 

velocidade de perda auditiva em função da PAIR é maior nos primeiros 10-15 anos de 

exposição, reduzindo essa velocidade à medida em que há um agravamento da perda 

auditiva (30).


	



23

	 2.1.5 Tratamento


		 Sendo a PAIR uma doença irreversível, atualmente não dispomos de tratamentos 

medicamentos ou cirúrgicos que possam modificar sua história natural. A reabilitação 

auditiva continua sendo o tratamento de escolha, quando as perdas são mais severas e 

sintomáticas. 


	 O enfoque atual na PAIR deve ser realizado na prevenção da doença no âmbito 

do ambiente de trabalho. Campanhas que possam orientar a população geral quanto aos 

malefícios do ruído intenso em seu dia-a-dia também são métodos possíveis de 

prevenção. Profissionais de saúde devem ser treinados em reconhecer os sinais  

precoces da PAIR e realizar práticas de orientação quanto à saúde auditiva 

principalmente em populações de maior risco.


	 Programas de prevenção são fundamentais e devem ser incentivados. Órgãos 

governamentais instituíram o Programa de Conservação Auditiva (PCA) (32). Esse 

programa envolve o reconhecimento e a avaliação dos riscos para a audição, 

gerenciamento audiométrico, medidas de proteção coletiva, medidas de proteção 

individual (EPI), educação e motivação, gerenciamento de dados e avaliação do 

programa.


2.2 A GENÉTICA DA PERDA AUDITIVA INDUZIDA POR RUÍDO


		 2.2.1 Descoberta de Genes da PAIR em Humanos


		 A descoberta de fatores genéticos que predispõem à PAIR em humanos tem 

encontrado muitas dificuldades. Até hoje, não existem estudos de hereditariedade 
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realizados, já que é impossível coletar dados em famílias em que todos os indivíduos 

são expostos a condições idênticas de exposição ao ruído. Existem algumas técnicas 

alternativas em que as variantes causais podem ser estudadas através de genes 

candidatos, sendo cuidadosamente selecionados com base na informação relacionada à 

sua função biológica. Isso abriu oportunidades para uma análise da possibilidade de 

esses genes aumentarem a susceptibilidade à PAIR numa base populacional através de 

estudos de associação. 


		 Os estudos genéticos de susceptibilidade à PAIR em humanos são limitados 

pelas dificuldades em avaliar de forma precisa o efeito cumulativo do ruído nos 

indivíduos. Os trabalhadores da indústria que atuam por muitos anos na mesma 

atividade são os indivíduos ideais para estudos de associação do genoma inteiro, 

especialmente em função de que, nessas indústrias, o grau de exposição ao ruído é 

cuidadosamente monitorado. Entretanto, o uso de protetores auditivos e a consistência 

da sua utilização pode diferir entre os trabalhadores numa mesma indústria. Além disso, 

a variação entre os tipos, dose, padrões e duração da exposição ao ruído em diferentes 

indústrias, dificulta a avaliação do efeito cumulativo da exposição ao ruído, 

especialmente entre os trabalhadores que mudam frequentemente de emprego.  


	 Além da PAIR relacionada ao trabalho, a exposição ao ruído recreacional (como 

caçadas, música por fones de ouvido, uso de ferramentas) é mais difícil de ser medida. 

Os estudos sobre PAIR, em indivíduos afastados de atividades industriais, devem 

confiar somente no relato individual através de questionários padronizados, o que pode 

gerar um viés de aferição. O envelhecimento e fatores ambientais (drogas, poluentes) 

podem também ser considerados fatores de confusão nos estudos genéticos de PAIR em 

	



25

humanos. Muitas vezes, é difícil distinguir a presbiacusia da PAIR. A PAIR pode ser 

distinguida da presbiacusia através de um pico negativo na frequência específica de 4 

kHz da audiometria. Entretanto, com a progressão da PAIR, esse pico negativo se 

espalha e dificulta a diferenciação com a presbiacusia. 


	 Finalmente, em relação aos questionários, frequentemente os indivíduos não 

conhecem ou não se lembram se foram expostos a drogas ototóxicas durante a sua vida. 

Além dos trabalhadores da indústria, a população de militares é passível de investigação 

sobre a suscetibilidade à PAIR. Entretanto, os resultados provavelmente serão diferentes 

entre essas duas populações. Enquanto os trabalhadores da indústria estão tipicamente 

expostos a ruídos contínuos em intervalos de frequência específica, os militares são 

expostos a um ruído descontínuo e explosivo.  


		 2.2.1.1 Estudos de associação do genoma inteiro


		 Os estudos de associação do genoma inteiro (GWAS - genome wide association 

study) têm sido utilizados de forma bem-sucedida nos últimos 10 anos para identificar 

múltiplos genes que interagem e contribuem para o fenótipo da doença. Em estudos de 

associação do genoma inteiro de larga escala, o DNA de milhares de indivíduos 

diagnosticados com uma doença específica e o DNA de indivíduos não afetados 

(controles) são rastreados e pareados, utilizando chips de DNA que contém entre 3.000 

e 5.000 dos polimorfismos mais informativos no genoma humano. Isso possibilita ao 

pesquisador identificar polimorfismos associados a doenças específicas. Essas novas 

ferramentas facilitam a identificação de genes para doenças complexas, já que pequenas 

alterações em diversos genes podem contribuir para o fenótipo final (33). 
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 	 A confiabilidade desses achados pode ser verificada através da replicação dessa 

descoberta em uma segunda população, não relacionada (34). Os controles envolvem 

uma análise semelhante através de diferentes grupos étnicos (Europa Oriental, África e 

Ásia), já que alguns polimorfismos apresentam maiores frequências em alguns grupos 

étnicos específicos e são menos informativos em estudos de associação. Em função da 

grande quantidade de amostras de DNA e polimorfismos, os GWAS têm sido muito 

caros. Entretanto, o desenvolvimento de banco de dados com a já conhecida frequência 

de alelos de polimorfismos (www.hapmap.org) e a disponibilidade de métodos de 

genotipagem massiva (como os chips de DNA) tornam os GWAS mais factíveis.   


 	 Nos últimos 15 anos, tem sido observado um grande aumento no número de 

GWAS com o objetivo de identificar genes relacionados a susceptibilidade à PAIR. 

Centenas de polimorfismos foram rastreados em genes envolvidos em diferentes 

mecanismos e estruturas da orelha interna. Nesse sentido, foram classificados em genes 

de estresse oxidativo, rotas de reentrada de potássio, genes monogênicos de surdez , 

genes das proteínas heat shock e outros genes.


	 2.2.1.2 Genes de Estresse Oxidativo


 	 A cóclea é um órgão metabolicamente ativo. O estresse oxidativo apresenta um 

papel central na patogênese da PAIR. As células ciliadas demandam uma grande 

quantidade de energia durante e após a exposição ao ruído. Por isso, subsequentemente, 

existe uma prolongada liberação de radicais livres (espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio), gerando dano ao epitélio coclear, especialmente se o sistema de defesa 

antioxidante não for suficiente para neutralizar essa agressão. Existem dois grupos de 

enzimas antioxidantes que são ativas na cóclea. 


	

http://www.hapmap.org
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 	 O primeiro grupo compreende enzimas envolvidas no metabolismo da 

glutationa, incluindo a glutationa S-tranferase (GST), glutationa peroxidase (GPX1) e a 

glutationa redutase (GSR). As classes GST compreendem os genes GSTM1 e GSTT1, 

que demonstram uma grande variabilidade genética em humanos. Até 50% da 

população caucasiana não apresenta o genótipo para o gene GSTT1 (35).


 	 O segundo grupo de enzimas antioxidantes inclui as enzimas envolvidas na 

quebra dos ânions superóxido e peróxido de hidrogênio (catalase-CAT, superóxido 

dismutase 1 – Cu/Zn SOD1, superóxido dismutase 2 – SOD2 mitocondrial e 

paraxonase/arilesterase 2 sérica –PON2). Os resultados dos estudos de associação entre 

as variações nos genes de estresse oxidativo e a susceptibilidade à PAIR são ambíguos. 


	 Wang et al. avaliaram através de uma metanálise a associação entre o 

polimorfismo C47T do gene SOD2 com a PAIR. Três estudos elegíveis compondo 1094 

indivíduos chineses foram incluídos. Não foi encontrada associação significativa entre 

esse polimorfismo e PAIR na população estudada (36). 


	 Em um estudo com trabalhadores suecos (103 susceptíveis e 114 resistentes ao 

ruído selecionados de um banco de dados com mais 1.200 trabalhadores), nenhum dos 

sete genes relacionados ao estresse oxidativo (GSTM1, GSST1, CAT, SOD, GPX, GSR 

e GSTP1) foram associados à PAIR. Entretanto, os mesmos autores demonstraram que o 

efeito do tabagismo na susceptibilidade à PAIR é dependente da presença da deleção do 

gene GSTM1. Essa relação sugere uma interação entre os genes e fatores ambiental na 

susceptibilidade à PAIR (37). 
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	 Em função da evidência de que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo 

subjacente à PAIR, a associação entre a CAT e a PAIR foi novamente analisada em duas 

grandes populações independentes (Suécia, Polônia). Além dos três polimorfismos 

originais, nove variantes adicionais foram genotipadas a fim de ampliar a cobertura do 

gene em estudo. Além disso, foi realizada uma análise estatística mais detalhada, 

levando em consideração as interações entre os genótipos com os níveis de exposição ao 

ruído. Os autores identificaram associações significativas para os dois polimorfismos 

em ambas as amostras populacionais. Essa análise sugeriu que o genótipo pode 

apresentar efeito diferencial na susceptibilidade ao ruído, considerando os níveis de 

exposição ao ruído (38).  


	 Um estudo duplo-cego com 53 trabalhadores tratados com n-acetilcisteína 

apoiou a hipótese de que indivíduos portadores dos genótipos nulos nos genes GSTT1, 

GSTM1 e GSTP1 são mais susceptíveis à PAIR (39). Porém um estudo caso-controle 

recente publicado por Loukzadeh et al. avaliou polimorfismos dos genes GSTT1 e 

GSTM1 e não encontrou diferença estatisticamente significante entre os grupos (40).	 


	 Outro estudo recente realizado em população Chinesa, avaliou por regressão 

logística a interação entre o nível de exposição ao ruído e os genótipos do CAT. Entre os 

6 SNPs estudados, dois foram associados ao nível de exposição ao ruído. Um SNP 

(rs208679) foi associado ao risco de PAIR em nível de exposição sonora mais baixo 

(<85dB), e outro genótipo (rs769217) foi associado à exposição mais elevadas 

(85-92dB) (41). 
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	 2.2.1.3 Genes do Ciclo do Potássio


	 As células sensoriais da orelha interna são banhadas por endolinfa, que é o 

líquido extracelular enriquecido por íons de potássio que preenche a escala média da 

cóclea. O potássio é a principal carga que atua na transdução sensorial, sendo esse ciclo 

do potássio fundamental para o processo de audição. Esses íons são secretados na 

endolinfa pela estria vascular, entram nas células ciliadas através de canais apicais 

mecanossensíveis ao potássio e saem dessas células através da membrana basolateral. 

Finalmente, migram por meio das células de suporte e de fibrócitos em direção a estria 

vascular através das junções gap (42). 


	 Os genes envolvidos no ciclo do potássio são essenciais para o processo de 

audição. Isso está evidenciado através de múltiplas mutações desses genes (GJB2, 

GJB3, GJB6, KCNE1, KCNQ1 e KCNQ4), as quais podem gerar formas de perda 

auditiva sindrômica e não sindrômica (43)(44). Além disso, camundongos deficientes 

para os genes SLC12A2 e KCNJ10 desenvolvem perda auditiva em função do colapso 

dos espaços endolinfáticos e incapacidade de gerar potencial endococlear, 

respectivamente (45)(46). As variantes dos genes do ciclo do potássio têm sido 

analisadas para explicar a variabilidade individual à susceptibilidade ao ruído.   


	 O primeiro estudo de associação sobre os genes que atuam no ciclo do potássio 

foi realizado numa população finlandesa. Esse estudo separou os 10% de indivíduos 

mais resistentes (classificados como resistentes ao ruído) e os 10% de indivíduos menos 

resistentes ao ruído (classificados como susceptíveis ao ruído) numa amostra de 1.200 

trabalhadores expostos ao ruído de acordo com a regulamentação ISSO 1999 (37). Esse 

grupo estudou se os portadores da mutação 35delG no gene GJB2 são mais sensíveis ao 
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desenvolvimento da PAIR. Entretanto, não foi verificada diferença entre os indivíduos 

resistentes e susceptíveis à PAIR.  A ausência de significância em relação à incidência 

dos portadores foi confirmada em uma população polonesa. Foi realizado um estudo 

com 3.000 trabalhadores expostos ao ruído com graus de susceptibilidade ao ruído 

semelhante entre os dois extremos do espectro fenotípico (47).


	 O estudo de associação seguinte foi realizado em uma amostra sueca e envolveu 

35 SNPs em 10 genes que controlam o ciclo do potássio na orelha interna. Foram cinco 

genes da família da conexina, como Cx26 (GJB2), Cx30 (GJB6), Cx30.3 (GJB4), Cx31 

(GJB3) Cx32 (GJB1); quatro genes de canais ou subunidades de potássio como 

KCNJ10, KCNQ4, KCNE1, KCNQ1; e um gene do cotransporte da bomba de sódio e 

potássio, como o SLC12A2. Associações significativas com PAIR foram observadas 

para três polimorfismos no KCNE1, um polimorfismo no KCNQ1 e um polimorfismo 

no KCNQ4. Isso sugere que esses são os primeiros genes envolvidos com a 

susceptibilidade à PAIR. Um dos polimorfismos do gene KCNE1 (D85N) tem sido 

testado em células ovarianas de hamsters chineses. Existe a hipótese de que a variante 

85N possa levar a uma maior concentração de potássio e, como consequência, possa 

determinar um aumento da susceptibilidade ao ruído no órgão de Corti (48).


	 Uma análise semelhante, porém com maior número de polimorfismos (total de 

99), foi realizada numa população polonesa (49). Nesse estudo, associações 

significativas foram encontradas em sete de um total de 10 genes (KCNE1, KCNQ4, 

GJB1, GJB2, GJB4, KCNJ10, KCNQ1). Os resultados mais interessantes foram obtidos 

nos genes KCNE1 e KCNQ4. Esses achados foram replicados pelos autores nos 

mesmos polimorfismos que foram previamente publicados na amostra sueca (rs2070358 
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e Q455H, respectivamente). A direção dessa tendência genética para o KCNE1 foi a 

mesma em ambas as populações, mas oposta para o KCNQ4. Isso pode ser explicado, 

teoricamente, por diferenças nas frequências dos alelos ou nos padrões de desequilíbrio 

de ligação em ambas as populações. Houve uma discreta diferença nos procedimentos 

de seleção entre os estudos, influência de diversos fatores ambientais ou associações 

falso-positivas com a PAIR.  


	 Recentemente um estudo avaliou a associação da variação genética no KCNQ4 e 

PAIR numa população Chinesa. Foram comparados três polimorfismos - rs709688, 

rs2769256 e rs4660468 - em indivíduos expostos ao ruído com e sem PAIR. Diferença 

significativa foi observada no SNP rs4660468 do KCNQ4, sugerindo como possível 

marcador de susceptibilidade para PAIR nessa população (50). 


	 Uma análise estendida de 644 polimorfismos em 53 genes candidatos foi 

realizada em duas populações independentes (sueca e polonesa). As associações 

positivas foram demonstradas para dois genes, um que codifica a  protocaderina 15 

(PCDH15) e outra que codifica a miosina 14 (MYH14) (51). Um polimorfismo na 

PCDH15 resultou em associações significativas em ambas as populações. Dois 

polimorfismos no gene MYH14 resultaram numa associação positiva na amostra 

polonesa e em uma interação significativa com exposição ao ruído na amostra sueca. 


	 As caderinas, conhecidas por caderina 23 e protocaderina 15, são moléculas que 

formam as ligações entre as células ciliadas sensoriais da cóclea e são essenciais para a 

transdução mecanoelétrica (52). Foi demonstrado que a mutação da CDH23 quebra a 

organização dos esterocílios, gerando perda auditiva e disfunção vestibular em 

camundongos waltzer. A variante 753ª desse gene foi correlacionada com a 
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susceptibilidade à PAIR (53). Um estudo caso-controle recente realizado por Zhang et 

al. na China encontrou o CDH23 como gene candidato na PAIR em humanos (54). 


	 A MYH14 codifica uma das proteínas da superfamília miosina. São proteínas 

motoras actina-dependentes que regulam a motilidade e a polaridade das células ciliadas 

da cóclea. A mutação na MYH14 resulta em deficiência auditiva autossômica 

dominante em humanos (DFNA4).


	 O gene EYA4 é fundamental para a o desenvolvimento estrutural da orelha 

interna, que inclui vesícula ótica, membrana de Reissner e epitélio sensorial do sistema 

vestibular. Além disso acreditava-se que o gene EYA4 regulando a bomba Na+/K+ 

ATPase seria a chave para o desenvolvimento da células mecanosenssoriais da cóclea. 

Em humanos a deleção desse gene é responsável por uma perda auditiva 

neurossensorial não sindrômica. (55) (56). Um estudo caso-controle avaliou mutações 

no gene Eya4 em metalúrgicos, encontrando evidências de associação do seu 

polimorfismo rs3813346 com a PAIR (57).


	 Outros dois trabalhos realizados por Zhang et al. (2015) e Zhang et al. (2019) 

também encontraram correlações positivas do gene EYA4 com PAIR em população 

chinesa (58) (54).


	 2.2.1.4 Formas Monogênicas de Surdez


	 As heat-shock proteins (HSPs) formam um grupo de proteínas que atuam na 

síntese, construção e transporte celular de diversas outras proteínas, sendo expressas em 

condições fisiológicas e patológicas. O HSP70 é distribuído na orelha interna e tem o 

potencial de proteger a audição contra ruídos, drogas ototóxicas ou lesões (59). A 
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superexpressão do HSP70 pode proteger significativamente as células ciliadas da orelha 

interna da morte celular causada por aminoglicosídeos (60). Em situações como 

exposição a níveis sonoros moderados, podem proteger o ouvido da exposição 

excessiva ao ruído (61) (62). Um total de três genes são responsáveis pelas HSPs, 

especialmente o HSP70-1, HSP70-2 e o HSP70-hom. Esses genes são induzidos pelo 

calor, exceto o HSP70-hom.


	 Uma meta-análise recente avaliou a associação entre os polimorfismos do 

HSP70 (rs1043618, rs1061581, rs2075800, rs2227956 e rs2763979) e risco de PAIR em 

populações chinesa e caucasiana. Um total de cinco estudos foram incluídos nessa 

revisão e após análise de subgrupos por etnia, foram observadas associações 

significativas entre os polimorfismos rs1061581 e rs2227956 do HSP70 e 

susceptibilidade à PAIR em indivíduos caucasianos do sexo masculino (63).


	 2.2.1.5 Outros genes


		 Os genes DNMT1 e DNMT3A atuam primariamente mantendo padrões de 

metilação do DNA e preservando as informações epigenéticas através das gerações 

celulares subsequentes além de estabilizar novos padrões de metilação. Um estudo  

caso-controle avaliou polimorfismos dos genes DNMT1 e DNMT3A e sua associação 

com a PAIR.  Foram avaliados quatro polimorfismos dos genes em população chinesa 

exposta ao ruído. Três polimorfismos: rs749131, rs1550117 e rs2228611  foram 

associados com aumento significativo do risco de PAIR (64).


	 Outro gene  candidato, o GRM7, atua codificando o receptor 7 metabotrófico do 

glutamato (mGlutR7). Esse receptor mantém a fenda sináptica entre as células ciliadas 

	



34

internas e gânglios do neurônio espiral tipo I depurada do glutamato. O glutamato é um 

neurotransmissor excitatório que em excesso é responsável pelo envenenamento por 

superestimulação dos neurônios pós sinápticos, que ocorre no dano metabólico após a 

exposição ao ruído. Um trabalho realizado em metalúrgicos chineses avaliou o 

polimorfismo do gene GRM7 no desenvolvimento de PAIR. Foi demonstrado pela 

primeira vez que a mutação do alelo C no rs1485175 do GMR7 reduziu a 

susceptibilidade à PAIR na população estudada (65).


	 Em 2017 Guo et al avaliaram outro gene candidato, o FOXO3 e  associação das 

suas variações genéticas com susceptibilidade à PAIR (66). O Forkhead Box 3 

(FOXO3) é um fator de transcrição conhecido por regular a longevidade de várias 

espécies, incluindo humanos e camundongos (67). O FOXO3 regula a expressão de 

proteínas de resposta ao estresse (68) e os efetores do FOXO3 podem melhorar o 

estresse oxidativo, bloquear a mitose, induzir apoptose ou promover inflamação (69). O 

estudo demonstrou que os polimorfismos genéticos rs2802292, rs10457180 e 

rs12206094 do gene FOXO3 estão associados a um risco aumentado de PAIR em uma 

população chinesa e têm potencial para serem biomarcadores para trabalhadores 

expostos ao ruído (66). 


	 Além disso, acredita-se que mutações no FOXO3 estejam relacionadas a perdas 

auditivas por neuropatia auditiva. Camundongos adultos com mutações no gene 

FOXO3 foram suscetíveis à perda auditiva com as características típicas da neuropatia 

auditiva, a saber, limiares auditivos elevados combinados à função normal das células 

ciliadas externas (70).
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	 A apoptose é uma das causas de perdas de células ciliadas da cóclea na PAIR, 

sendo a ativação de caspases um evento central na morte celular programada. Foram 

avaliadas associações das variações genéticas dos genes das Caspases com a PAIR 

através de estudo caso-controle em trabalhadores Chineses. Foram investigados 15 

polimorfismos dos genes das Caspases (CASP1, CASP3, CASP4, CASP5, CASP6, 

CASP8, CASP10 e CASP14) e sua relação com PAIR. Dois SNPs dos gene CASP3 

foram associados com PAIR (71).


	 Em 2019 um estudo caso-controle para screening de genes candidatos à PAIR 

em trabalhadores Chineses expostos ao ruído avaliou 83 SNPs. Foram encontrados sete 

SNPs nos genes CDH23, PCDH15, EYA4, MYO1A, KCNMA1 e OTOG  associados à 

PAIR (54).


		 2.2.2 Descoberta dos Genes da PAIR em Camundongos


		 Os camundongos geraram a primeira evidência da influência genética da PAIR. 

Isso ocorreu em função da identificação de genes que aumentam a susceptibilidade ao 

trauma sonoro (72). A base genética da PAIR tem sido claramente demonstrada em 

modelos animais. As linhagens de camundongos (C57BL/6J), que apresentam perda 

auditiva relacionada ao envelhecimento, foram também associadas a uma maior 

susceptibilidade ao ruído em comparação com outras linhagens (73)(74)(75). Além 

disso, diversos camundongos knockout, como SOD1-/- (75), GPX1-/- (76), PMCA2-/- 

(77) e CDH23+/- (78), demonstraram ser mais sensíveis ao ruído que o tipo selvagem. 

Esses estudos em camundongos knockout indicam que existem certos déficits que 

quebram diferentes ciclos e estruturas dentro da cóclea e geram um aumento da 

susceptibilidade da orelha interna ao ruído.  
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	 A principal vantagem para estudos de PAIR em modelos animais é a capacidade 

de fornecer e monitorar, de forma precisa, a exposição ao ruído. Por exemplo, uma 

exposição contínua ao ruído num espectro de frequência e energia durante 1-2 horas. 

Dada a homogeneidade genética das linhagens de camundongos consanguíneas, os 

camundongos apresentam menor variabilidade nas medidas de desfecho quando 

comparados a outros modelos experimentais. Entretanto, é frequentemente difícil 

comparar os estudos com animais de diferentes laboratórios devido a diferentes 

protocolos de exposição ao ruído e configurações diversas. 


	 A outra vantagem dos estudos animais, como PAIR, é a de que os pesquisadores 

têm acesso aos tecidos cocleares em diferentes momentos após a exposição ao ruído 

para estudos histológicos de morfologia e patologia, assim como análises moleculares 

de alterações na expressão gênica. Já em humanos, os pesquisadores somente têm 

acesso às estruturas cocleares de ossos temporais extraídos durante autópsias. As 

alterações das estruturas cocleares em ossos temporais podem refletir o impacto 

cumulativo da exposição ao ruído ao longo dos anos, os efeitos dos danos ambientais 

(como drogas ototóxicas e/ou exposição química) e qualquer degeneração celular 

patológica relacionada à idade. Embora as coleções de ossos temporais sejam 

extremamente úteis e tenham gerado conhecimento sobre os padrões de dano coclear, o 

tempo entre a exposição ao ruído e a análise de ossos temporais pode ser extremamente 

longo. 


	 Os geneticistas continuam a excluir ou a introduzir mutações humanas 

conhecidas em genes de camundongos que codificam proteínas cocleares para avaliação 

do efeito funcional. Além de analisar o quanto a mutação afeta os limiares auditivos, 
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será também importante investigar a susceptibilidade ao ruído, a qual é uma área ainda 

pouco explorada. A ampliação da coleção de camundongos mutantes gera oportunidade 

de avaliar se a eliminação ou a modificação de uma proteína em especial faz com que o 

camundongo seja mais susceptível à PAIR.


	 A principal limitação dos estudos com ruído é o efeito da base genética do 

camundongo mutante em relação à degeneração coclear fisiológica e à PAIR. Enquanto 

algumas sublinhagens da linhagem 129 são completamente resistentes ao ruído, o 

C57BL/6J, BALB/c e algumas sublinhagens da linhagem 129 comumente utilizados 

para gerar knockouts ou camundongos transgênicos são portadoras do alelo Cdh23ahl1, 

o qual é responsável pela perda auditiva de início precoce e pela PAIR (76). Os 

investigadores são estimulados a realizar uma cruza do tipo retrocruzamento com o 

C57BL/6J para que os mutantes apresentem uma base genética semelhante. A presença 

do alelo Cdh23ahl1 pode complicar a avaliação da função auditiva nesses mutantes, 

especialmente após os 4 meses de vida. Nesse momento, o camundongo da linhagem 

CBA mostrou adquirir resistência ao ruído (79). Portanto, a seleção da linhagem para 

estudos de PAIR deve ser realizada com precaução. Quando trabalhar com o tipo 

selvagem, deve ser recomendado a utilização de híbridos F1 das duas linhagens 

consanguíneas para se utilizar da força do híbrido, o que reduz a variabilidade das 

medidas de desfecho (80).


	 As mutações nulas nos camundongos CDH23 e PCDH15 geram uma 

desorganização dos feixes de cílios e uma deterioração precoce do epitélio sensorial 

auditivo e vestibular no camundongo waltzer (v; Cdh23834–835insG) e Ames waltzer, 

respectivamente (81) (82). Uma mutação missense da mutação Cdh23A2210T no 
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camundongo salsa gera um fenótipo mais leve com desenvolvimento normal, mas perda 

progressiva da ligação na ponta dos estereocílios, resultando em perda auditiva que se 

assemelha aos pacientes com DFNB12 (83).


	 A evidência de que os genes CDH23 e PCDH15 participam da PAIR advém das 

linhagens de camundongos consanguíneos que apresentam diferenças sutis na sequência 

de genes. Estudos auditivos em camundongos comuns e consanguíneos demonstraram 

que, na idade de 23 meses, o camundongo da linhagem CBA apresenta a melhor 

audição e a pior resposta nos limiares auditivos de tronco cerebral. Por outro lado, os 

camundongos das linhagens DBA/2J e C57BL/6J apresentam perda auditiva precoce e 

acelerada com a idade (84). Diversos grupos têm comparado o camundongo CBA com o 

C57BL/6J e têm demonstrado que a linhagem C57BL/6J apresenta perda auditiva 

precoce e acelerada. Além disso, esses camundongos são mais susceptíveis ao ruído e 

exibem maiores alterações dos limiares após a exposição ao ruído na maioria das 

frequências testadas (85)(86)(87). O camundongo CBA também apresenta rápida 

recuperação da função auditiva nos primeiros 3 dias após a exposição ao ruído, 

enquanto o C57BL/6J apresenta uma recuperação limitada com o passar do tempo (74)

(75)(53). 


	 Em estudo publicado em 2009 (88) foram realizados diversos experimentos com 

modelos transgênicos para estudo da PAIR. Os camundongos da linhagem consanguínea 

Castaneous (CAST/Ei) são resistentes ao ruído, enquanto a linhagem C57BL/6J é 

susceptível. Foi utilizado a biblioteca genome-tagged mice (GTM) para linhagens 

congênitas. Portadores de segmentos definidos do genoma do CAST/Ei foram inseridos 

numa base genética de um C57BL/6J, a fim de procurar loci que modificassem o dano 
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auditivo gerado pelo ruído na linhagem C57BL/6J. A PAIR foi gerada através da 

exposição de camundongos (6 a 8 semanas de vida) a uma intensidade sonora de 108 

dB. Foram testadas a audição de cada camundongo até 23 dias após a exposição ao 

ruído através de PEATEs. Esse estudo identificou loci que modificam a resposta inicial 

ao dano gerado pelo ruído, assim como a recuperação a longo prazo. Os dados sugerem 

que múltiplos alelos no genoma do CAST/Ei modificam a patogênese da PAIR e que o 

rastreamento através de bibliotecas de linhagens congênitas para determinados loci e 

traços de interesse pode ser facilmente realizado.


	 Os estudos de mapeamento identificaram um locus no cromossomo 10 de 

camundongos, sendo responsável pela perda auditiva de início precoce no C57BL/6J e 

também em nove outras linhagens consanguíneas comuns (74)(89). Esse locus foi 

originalmente conhecido por Ahl, e posteriormente renomeado como Ahl1, sendo o 

primeiro locus relacionado à perda auditiva pela idade. Testes de complementação 

genética mostraram que o Ahl e o Nihl são alélicos, ou seja, estão localizados na mesma 

posição do cromossomo e são indistinguíveis entre si (90). Os camundongos que 

herdaram duas cópias do alelo mutante Ahl (homozigotos) apresentam perda auditiva 

precoce, assim como maior alteração dos limiares auditivos após a exposição ao ruído 

quando comparados aos camundongos com uma ou duas cópias do alelo Ahl selvagem. 

Assim, a sensibilidade ao ruído do camundongo C57BL/6J apresenta um traço recessivo 

que é cossegregado juntamente com o Ahl. A base genética desses fenótipos é um 

polimorfismo A753G no exon 7 da CDH23 (91)(53). A alteração na adesão ou redução 

da estabilidade da CDH23 pode conferir susceptibilidade à perda auditiva pela idade e à 

PAIR. 
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	 O cálcio intracelular é uma importante molécula sinalizadora que regula a 

liberação de neurotransmissores pela célula ciliada interna. O cálcio também é 

importante para manter as integrações entre a CDH23 e a PCDH15, as quais são 

sensíveis ao cálcio. A bomba de Ca-ATPase tipo 2 na membrana plasmática (PMCA2, 

ATP2B2) é um importante regulador dos níveis de cálcio entre os estereocílios. Na 

orelha interna do camundongo, a PMCA2 está localizada nos estereocílios e na parede 

basolateral tanto nas células ciliadas cocleares como vestibulares. Considerando a sua 

importância em manter a homeostase do cálcio, essa bomba de cálcio é claramente 

importante no desenvolvimento da PAIR. Os defeitos na PMCA2 afetam diretamente as 

interações entre CDH23 e PCDH15, a subsequente transdução mecânica e sensorial do 

estereocílios e a liberação de neurotransmissores pelas células ciliadas internas. Dessa 

forma, a inativação das mutações na ATP2B2 resultam em surdez e disfunção vestibular 

no camundongo de mutação espontânea deaf waddler (dfw) e no camundongo com 

deleção específica para ATP2B2 (92)(93). A expressão fenotípica do mutante recessivo 

com surdez (dfw) inativa a PMCA2 (94). Enquanto os homozigotos dfw/dfw são 

surdos, os heterozigotos +/dfw apresentam audição normal ou perda auditiva de início 

precoce e rapidamente progressiva, dependendo do locus no cromossomo 10 

modificado no modified deaf waddler (mdfw). Estudos genéticos e funcionais revelaram 

como o mdfw é alélico para Ahl (95). A identificação do CDH23 como gene 

modificador do mdfw é o primeiro exemplo de um gene modificador de surdez em 

camundongos e uma interessante demonstração de uma herança digenética para surdez. 

Esses estudos geram evidência convincente de que mutações sutis num gene podem 

modificar os efeitos num segundo gene, gerando fenótipos extremos. 
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 	 Além do papel crítico da interação entre CDH23 e PCDH15, o cálcio é também 

importante para a sinalização intracelular. O receptor de potencial transiente vaniloide 

do tipo 4 (transient receptor potential vanilloid 4 - TRPV4) é um canal catiônico 

permeável ao cálcio que funciona como um receptor osmossensorial e 

mecanossensorial. Na cóclea de camundongos, o TRPV4 é expresso nas células ciliadas 

internas e externas e nos neurônios do gânglio espiral (96). O TRPV4 é responsável 

pelo influxo de cálcio nas células ciliadas externas induzido pela estimulação 

hipotônica. Camundongos knockout TRPV4 apresentam tanto morfologia coclear 

(órgão de Corti, neurônios do gânglio espiral e estria vascular) como função auditiva 

normal em comparação com o tipo selvagem até 5 meses de vida. Entretanto, o 

camundongo knockout TRPV4 apresenta maior sensibilidade ao ruído. Isso está 

evidente através da maior PTS após 4 horas de exposição ao ruído com 128 dB (96).


	 Tem sido demonstrado que a exposição ao ruído gera uma maior produção de 

peróxido de hidrogênio na mitocôndria e um desequilíbrio na redução oxidativa e na 

liberação do citocromo c, o qual desencadeia uma cascata de apoptose e resulta em 

morte celular (97). O acúmulo e a propagação de radicais livres e espécies reativas de 

oxigênio/nitrogênio geram dano em um ampla área do órgão de Corti, nas células do 

gânglio espiral e na estria vascular (98)(76). A ligação entre o ruído e o aumento da 

expressão de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio foi fortalecida através da 

demonstração dos efeitos protetores de “limpadores” de radicais livres, como vitamina 

E, ácido ascórbico, d-metionina, n-acetilcisteína e a coenzima Q que mimetiza a 

idebenona (99). 
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	 O metabolismo do superóxido e dos derivados de peróxidos necessita de um 

efeito combinado de catalase, SOD e enzimas dos sistemas antioxidantes de glutationa, 

glutaredoxina e tioredoxina. A redução da atividade de qualquer um desses 

componentes pode gerar o comprometimento da capacidade antioxidante e o aumento 

do dano gerado pelas espécies reativas de oxigênio/nitrogênio. A eliminação parcial ou 

completa do SOD citosólico (Cu, Zn-SOD, SOD1) em camundongos gera um discreto 

aumento nos limiares auditivos basais e maior sensibilidade ao ruído (100) (101). 

Entretanto, sobreexpressão do SOD1 em camundongos transgênicos, administração 

intracoclear do gene ou injeção intraperitonial da proteína purificada não oferecem 

proteção adicional contra ruído, ototoxicidade ou envelhecimento (102)(103)(104). Em 

comparação ao SOD1, o SOD mitocondrial (Mn-SOD, SOD2) pode exercer um papel 

importante. Os camundongos knockout Sod2 - / - morrem dentro das primeiras 2 

semanas de vida, enquanto os camundongos Sod2 + / - parecem não apresentar 

alterações (105) e possuem audição normal na idade jovem (106). A sobreexpressão de 

SOD2 não protege a audição e as células ciliadas de forma efetiva pela ototoxicidade 

por aminoglicosídeos (102). Portanto, o SOD2, com a sua proximidade com os 

superóxidos produzidos pela mitocôndria, provavelmente tem participação importante 

na produção de peróxido de hidrogênio e no estresse oxidativo após o ruído.  


	 O sistema da glutationa exerce um papel central nos mecanismos antioxidantes 

intrínsecos. A glutationa é um tripeptídeo composto de glutamato-cisteína-glicina em 

que um único grupo – SH da cisteína residual atua como receptor e doador de elétrons. 

Os camundongos com ausência da GPX1 apresentam elevados limiares auditivos e são 

mais susceptíveis ao ruído (76)(107). As glutationas peroxidases (codificadas pela 
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GPX1-6) utilizam a glutationa reduzida (GSH) como um doador de elétrons para 

reduzir o peróxido de hidrogênio em água ou reduzir o hidroxiperóxido para o 

correspondente álcool. Esse evento gera a glutationa dissulfato (GSSG). A GSSG pode 

ser reduzida para gerar o GSH através da glutationa redutase (codificada pela GSR). A 

biossíntese da glutationa necessita de duas enzimas (glutamilcisteína ligase e glutationa 

sintetase) dependentes de ATP (trifosfato de adenosina). Além disso, a GSH pode 

formar conjugados através da ação da glutationa S-transferase (GST) ou reagir com 

componentes eletrofílicos de forma não enzimática. De fato, a conjugação da glutationa 

apresenta um aspecto essencial tanto para o metabolismo normal como para o 

xenobiótico. A formação da proteína-S-SG dissulfídica, conjugação da glutationa e da 

excreção da GSSG, pode reduzir a disponibilidade de GSH e aumentar a demanda para 

restabelecer a capacidade antioxidante (108). Um baixo nível de glutationa pode gerar 

células mais susceptíveis ao estresse oxidativo.


	 O fator de transcrição de choque térmico (heat shock transcription factor  

-HSF1) é um importante fator de transcrição que controla a resposta induzida pelo 

estresse, protegendo as células e os tecidos de diversos estresses celulares e ambientais 

(109). Essa resposta, conhecida por reposta de choque térmico, tem sido conservada 

durante a evolução, desde as bactérias até os humanos. Os estressores ativam o HSF1, 

que trimeriza, se transloca do núcleo e se liga a elementos nos genes para as HPSs. 

Tanto o estresse térmico quanto o ruído são conhecidos por ativar a resposta de choque 

térmico na cóclea e proteger de um subsequente trauma sonoro (60) (110). Os 

camundongos com ausência do HSF1 (Hsf1 knockouts) são frequentemente mais 

sensíveis a estressores, especialmente no sistema auditivo. O camundongo Hsf1 - / - é 
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viável (111) e apresenta limiares auditivos normais (110) (112). Entretanto a reposta do 

tipo selvagem a um ruído leve produz somente uma perda auditiva temporária, o 

camundongo Hsf1 - / - apresenta uma maior perda auditiva e de células ciliadas externas 

(112). Durante o estresse térmico, seja por choque térmico do corpo inteiro (110) ou por 

hipertermia localizada (60), tem sido demostrado um aumento da expressão do HSP70 

na cóclea, o que pode indicar o papel-chave para proteger as células ciliadas de um 

subsequente estresse pelo ruído. 


	 Foi demonstrado o efeito da exposição intensa ao ruído na expressão de 

moléculas que parecem ser importantes para o desenvolvimento da PAIR em linhagens 

de camundongos consanguíneos (113). Foram avaliados os camundongos B6.CAST, 

129X1/SvJ e 129S1/SvlmJ. O protocolo de exposição ao ruído gerou uma perda de 40 

dB nos limiares auditivos de camundongos B6, porém houve resistência ao ruído nas 

demais linhagens de camundongos. Após 6 horas da exposição ao ruído, a análise da 

expressão gênica no labirinto membranoso demonstrou um aumento da regulação de 

fatores de transcrição tanto no camundongo suscetível quanto no camundongo 

resistente. Entretanto, uma significativa redução dos genes envolvidos no ciclo celular 

(HSP70 e HSP40, GADD45-beta e Cip1) foi detectada somente no camundongo 

resistente. Além disso, houve uma upregulation de HSP70 e HSP40, GADD45-beta e 

Cip1 nos camundongos da linhagem 129, sendo confirmado a nível proteico. Já que a 

função dessas proteínas inclui um importante papel como potente rota celular 

antiapoptótica, a sua upregulation poderia contribuir para a proteção do camundongo 

resistente ao desenvolvimento da PAIR (113). 
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	 Foram realizados estudos sobre a proteína de ligação a ácidos graxos (fatty acid-

binding protein 3 - Fabp3) e a sua relação com a exposição ao ruído. A Fabp3 é uma 

proteína de transporte intracelular de lipídeos que tem papel na mediação do 

metabolismo energético. A Fabp3 é expressa nos neurônios do gânglio espiral e nas 

células de suporte do órgão de Corti. Entretanto, não está claro o papel da Fabp3 na 

cóclea. Foi demonstrado que limiares auditivos de potenciais evocados de camundongos 

knockout Fabp3 não se modificaram em comparação ao tipo selvagem. Ao comparar 

com o tipo selvagem, o camundongo mutante não demonstrou diferenças em relação à 

vulnerabilidade da exposição ao ruído. Esses resultados demonstram que a deficiência 

isolada da Fabp3 não afeta a função auditiva (114). 


	 Foram realizados estudos comparados sobre a linhagem de camundongo CBA/

CaJ como modelo de perda auditiva relacionada à idade e à PAIR. Considerando a 

resistência ao ruído e a limitada perda auditiva relacionada à idade, foram realizados 

estudos com outras linhagens para encontrar padrões semelhantes à linhagem CBA/CaJ 

(115). Foram utilizadas algumas linhagens do HMDP, o qual tem sido utilizado para 

GWAS a fim de estudar traços complexos em camundongos.  A linhagem FVB/NJ é 

parte do HMDP e foi previamente descrita com um fenótipo auditivo semelhante ao 

CBA/CaJ. Foi demonstrado que a linhagem FVB/NJ desenvolve o fenótipo de perda 

auditiva relacionada à idade mais precoce que o CBA/CaJ. Além disso, camundongos 

jovens de FVB/NJ são mais vulneráveis à PAIR até as 10-12 semanas de vida. Isso 

sugere que a linhagem FVB/NJ pode ser utilizada como modelo genético para formas 

neurais de perda auditiva progressiva e para estudos de sensibilidade ao ruído na idade 

jovem.  
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 	 Foi estudado o fator de transcrição LIM (Isl1) em função do seu papel crítico na 

orelha interna. Na orelha interna de camundongos, o Isl1 é expresso na região do 

otocisto, em células ciliadas jovens e nas células de suporte. Não é expresso em células 

ciliadas auditivas no período pós-natal. Para avaliar a expressão continuada do Isl1 em 

células ciliadas no período pós-natal e descobrir como afeta o desenvolvimento celular e 

a função coclear, foi criado um modelo de camundongo transgênico. O Pouf4f3 

promoveu uma sobreexpressão do Isl1 de forma específica nas células ciliadas. As 

células ciliadas com sobreexpressão de Isl1 se desenvolvem normalmente, o que foi 

confirmado por morfologia e função coclear (potenciais evocados auditivos e emissões 

otoacústicas). À medida que o camundongo se aproxima da idade de 17 meses, os 

camundongos selvagens apresentam um progressivo aumento dos limiares auditivos e 

uma perda de células ciliadas externas, traço de perda auditiva relacionada à idade na 

linhagem com origem (C57BL/6J). Em contraste, o camundongo transgênico Isl1 

demonstrou significativamente uma menor elevação dos limiares auditivos e maior 

sobrevivência de células ciliadas. Além disso, a sobreexpressão do Isl1 protegeu o 

ouvido da PAIR. Tanto as alterações dos potenciais evocados quanto a morte de células 

ciliadas externas foram significativamente menores em comparação ao tipo selvagem. 

Esse modelo sugere um mecanismo subjacente comum na PAIR e na perda auditiva 

relacionado à idade. Além disso, gera evidência de que a expressão do Isl1 de forma 

específica nas células ciliadas pode promover uma maior sobrevivência celular e 

minimizar a perda auditiva que normalmente ocorre com o envelhecimento e a 

exposição ao ruído intenso (4).
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	 Foi estudada a deficiência do gene MYH14 na susceptibilidade à PAIR em 

camundongos CBA/CaJ. Foi utilizada tecnologia CRISPR / Cas9 para estabelecer uma 

linhagem de camundongos knockout Myh14 - / - e esclarecer o papel do MYH14 na 

cóclea e na PAIR.  Foi caracterizado que os camundongos Myh14 - / - não apresentaram 

perda auditiva significativa até os cinco meses de idade. Além disso, os animais Myh14 

- / - foram mais vulneráveis ​​ao ruído de alta intensidade em comparação aos animais 

controle na avaliação eletrofisiologia auditiva (ABR). Após trauma acústico foi 

observada perda mais significativa de células ciliadas externas em camundongos Myh14 

- / - do que em controles do tipo selvagem. Esses resultados sugerem que Myh14 pode 

desempenhar um papel benéfico na proteção da cóclea após superestimulação acústica 

em camundongos CBA / CaJ (116).


	 Foi explorada a associação entre Conexina 26 e PAIR, estabelecendo um modelo 

de camundongo Cx26 knockdown (KD), através de engenharia molecular, atenuando a 

função desse gene após o nascimento. Camundongos Conexina26 nulos já nascem 

surdos e não são apropriados para estudo em PAIR. Após knockdown condicional da 

Conexina26 no 18o dia pós-natal e, foram medidos os limiares auditivos e as alterações 

morfológicas nesses camundongos com e sem exposição ao ruído. Os camundongos 

Cx26 KD não apresentaram perda auditiva substancial e degeneração das células 

ciliadas antes do ruído. Após trauma acústico, os camundongos Cx26 KD sofreram 

maior perda auditiva e não tiveram recuperação auditiva. Também foi observada uma 

extensa perda de células ciliadas externas e destruição mais severa do órgão basal de 

Corti em camundongos Cx26 KD após a exposição ao ruído. Esses dados indicam que a 
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expressão reduzida de Cx26 na cóclea pode aumentar a suscetibilidade à perda auditiva 

induzida por ruído e facilitar a degeneração celular no órgão de Corti (117)


	 Um estudo em camundongos avaliou o gene NRF2 na proteção coclear após 

danos induzidos por ruído. Foram testados camundongos NRF2 - / - após exposição ao 

ruído, sendo verificadas mudanças dos seus limiares auditivos significativamente 

maiores em comparação com camundongos do tipo selvagem. O tratamento com 

CDDO-Im, um potente medicamento ativador de NRF2, antes, mas não após a 

exposição ao ruído, preservou a integridade das células ciliadas e melhorou os níveis 

auditivos pós-exposição em camundongos do tipo selvagem, mas não nos camundongos 

Nrf2 - / -. Portanto, a ativação de NRF2 demonstrou-se eficaz para a prevenção de 

PAIR. Assim, a alta atividade de NRF2 pareceu ser vantajosa para a proteção coclear de 

lesões induzidas por ruído, sendo o NRF2 um alvo promissor para a prevenção de PAIR 

(118). 


	 Foi também estudado o papel da isoforma 2 da quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK2) na PAIR. As quinases reguladas por sinal extracelular são membros 

da família de proteínas quinases ativadas por mitogênio (MAPKs) e regulam 

coordenadamente uma infinidade de processos celulares. Em resposta a uma variedade 

de estímulos extracelulares, a fosforilação dos resíduos de treonina e tirosina ativa a 

ERK. Demonstrou-se que a ERK2 desempenha um papel importante na regulação da 

sobrevivência das células ciliadas e na PAIR em camundongos (C57BL/6J). 

Camundongos knockout condicionais deficientes de ERK2 nas células ciliadas da 

orelha interna apresentaram audição comparável aos controles e não exibiram perda de 

células ciliadas em condições normais. No entanto esses camundongos knockout foram 
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mais vulneráveis ​​ a ruídos e apresentaram recuperação atenuada na PAIR em 

comparação aos camundongos controle. Além disso, observou-se uma taxa de sobrevida 

significativamente menor das células ciliadas internas nesses camundongos, em 

comparação aos controles. Esse resultado indicou que o ERK2 pode desempenhar papel 

importantes na sobrevivência das células ciliadas na PAIR (119).


	 Em 2015 Lavinsky et al realizaram um GWAS com camundongos transgênicos 

na busca de genes envolvidos na perda auditiva induzida por ruído. O gene Nox3 foi 

crítico no o desenvolvimento da PAIR. Foram utilizados animais do HMDP, e 

protocolos de exposição ao ruído e aferição da audição rígidos. Verificou-se um pico 

significativo para PAIR no cromossomo 17, dentro de um bloco de haplótipos 

específicos, após exposição ao estímulo de 8 kHz tone burst (120). 


	 Esse pico significativo foi localizado em região próxima ao gene Nox3, 

levantando a hipótese de sua associação direta na PAIR. Para comprovação, através de 

engenharia genética, foram criados camundongos Nox3 mutantes e heterozigotos. Esses 

camundongos foram submetidos a protocolos de exposição ao ruído com PEATE e 

EOA-PD, possuindo grande susceptibilidade para PAIR especialmente em 8KHz. Na 

avaliação histológica de suas cócleas e através de imunofluroscencia foram visualizadas 

alterações específicas nas fendas sinápticas da cóclea, especificamente na tonotopia de 

8KHz. Esse GWAS definiu que a susceptibilidade genética está distribuída 

tonotopicamente na cóclea. Além disso, foi o primeiro gene da perda auditiva induzida 

pelo ruído descrito na literatura mundial utilizando GWAS com camundongos (120). 
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO


	 O avanço nas pesquisas da genética da perda auditiva foi considerável 

principalmente na última década. Com o sucesso da utilização de modelos animais no 

estudo da PAIR, principalmente camundongos de linhagens endogâmicas, a descoberta 

de genes candidatos é cada vez maior. Nesse interim surge a necessidade de busca de 

outros fenótipos ainda não explorados.


	 A utilização dos Potenciais Evocados de Tronco Encefálico para avaliação do 

limiar auditivo consagrou-se nos estudos de PAIR. Porém existem outras formas de 

estimar os limiares auditivos, sendo o caso das Emissões Otoacústicas por Produtos de 

Distorção (EOPD). Essa metodologia avalia especificamente a função das células 

ciliadas externas, que são acometidas precocemente na PAIR.


	 Buscando unir as experiências dos estudos prévios com camundongos na PAIR, 

nesse estudo pretendemos realizar um Estudo de Associação do Genoma Inteiro 

utilizando protocolos rígidos de exposição ao ruído em camundongos previamente 

genotipados do Hybrid Mice Diversity Panel.


4. OBJETIVOS


	 4.1 OBJETIVO GERAL


	 Mapear genes relacionados à perda auditiva induzida por ruído através de  

Emissões otoacústicas por produtos de distorção através de um estudo de associação do 

genoma inteiro utilizando o  Hybrid Mice Diversity Panel (HDMP).
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	 4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS


- Avaliar a expressão coclear dos genes candidatos (eQTLs). 


-  Disponibilizar publicamente a informação dos genes candidatos ao fenótipo estudado.


-  Correlacionar os dados encontrados no estudo com dados disponíveis na literatura 

referentes à genética da PAIR.


	


