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1. INTRODUCAO

De acordo com o Centers for Disease Control (CDC) até 25% da populacao
americana adulta pode desenvolver Perda Auditiva Induzida pelo Ruido (PAIR) no
decorrer de sua vida (1). Além do problema humano, caracterizado pela perda auditiva,
zumbido, perturbacdo do sono, etc., o impacto econdmico gerado pela PAIR ¢
consideravel. A American Tinnitus Association (ATA) estima custos anuais de US$ 1,2

bilhao relacionados a PAIR (2).

Nas ultimas décadas, diversos estudos forneceram evidéncias da contribui¢ao
genética na PAIR em humanos. Estudos que avaliaram o componente genético da PAIR
em gémeos demostraram cerca de 36% de herdabilidade (3). Elucidar os efeitos
genéticos especificos ¢ fundamental para a compreensdo de doengas complexas como a
PAIR, pois permitird no futuro abordagens especificas em individuos suscetiveis. Em
humanos, as interagdes gene-ambiente (G x A) estdo sendo consideradas, mas poucos

estudos foram replicados até o momento (4).

Uma grande dificuldade em estudos da PAIR em humanos ¢ a incapacidade de
controlar e quantificar as exposi¢des ambientais de forma consistente, o que leva a falta
de populagdes bem caracterizadas e monitoradas para estudo (4). Atualmente varios
estudos tem avaliado a genética da PAIR, principalmente apds o inicio da utilizagcdo de

modelos animais nas pesquisas da area.

No passado, estudos com modelos animais ja demonstraram que camundongos
de diferentes linhagens apresentaram suscetibilidades variadas ao ruido, utilizando

diferentes métodos eletrofisioldgicos 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 raga C57BL/6J foram
mais suscetiveis ao ruido do que as demais. Outros trabalhos também demonstraram que
camundongos knockout testados por Auditory Brainsteam Response (ABR) SODI1 -/ -
(6), GPX1 -/ - (7), PMCA2 - / - (8) foram mais sensiveis ao ruido do que seus
companheiros de ninhada do tipo selvagem. Além disso, camundongos CDH23 + / -
também foram mais suscetiveis ao ruido que os demais, com seus limiares testados

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

9).

Lavinsky et al., por meio de um Genome Wide Association Study (GWAS)
mapearam varios loci para suscetibilidade a PAIR em linhagens consanguineas de
camundongos usando ABR. Um pico estatisticamente significativo no cromossomo 17
foi evidenciado dentro de um bloco de haplotipos contendo NADPH oxidase-3 (Nox3),

fornecendo evidéncias para apoiar seu papel na suscetibilidade a PAIR (4).

O uso de animais, como camundongos, pode ser um método valido para o
estudo da perda auditiva devido a semelhanga de sua orelha interna com o humano.
Existe a possibilidade de criagdo de um ambiente controlado em laboratério, com
exposicao idéntica das cobaias ao ruido, evitando fatores de confusdo. Isso permite, com
a analise dos limiares auditivos pré e pos exposicao ao ruido, em diferentes linhagens de
camundongos, quantificando o exato papel da genética na PAIR. Atualmente os estudos
do tipo GWAS proporcionam o cruzamento de dados genotipicos e fenotipicos de
camundongos hibridos de variadas linhagens que formam uma colecdo previamente

genotipada e catalogada, o Hybrid Mouse Diversity Panel (HMDP).
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Com base nessas evidéncias, nosso estudo tem como objetivo buscar outros
fenotipos auditivos baseados nas Emissdes Otoactsticas por Produto de Distor¢ao
(EOAPD). Este método avalia os limiares auditivos através da funcdo das células
ciliadas externas da coclea, que podem ser afetadas precocemente na exposi¢do ao
ruido. Essa é uma abordagem potencialmente promissora, pois avalia através de um
método eletrofisiologico inédito, camundongos do HMDP através de um GWAS antes e

apOs exposicao ao ruido.
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15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PERDA AUDITIVA INDUZIDA POR RUIDO

2.1.1 Epidemiologia

A Perda Auditiva Induzida por Ruido (PAIR) ¢ uma das principais causas de
perda auditiva na populacdo mundial. Estima-se que um ter¢o de todos os casos de
perda auditiva sejam causados pela PAIR, sendo a segunda causa mais frequente de
perda auditiva, apos a presbiacusia (1) (2). De todas as etiologias envolvidas nas perdas
auditivas, a mais comumente evitdvel ¢ a PAIR. Estima-se que até¢ 12% da populacao
mundial esteja suscetivel a PAIR, o que corresponde a aproximadamente 600 milhdes

de pessoas (3).

2.1.2 Fisiopatologia

A exposicdo danosa ao ruido acomete a audi¢dao lesando estruturas da orelha
interna e causando dano neurossensorial, tanto a coclea quanto aos neurdnios auditivos
primarios (4) (5). Os efeitos deletérios do ruido ocorrem tanto na exposi¢ao laboral
quanto recreacional a niveis elevados de energia actstica. O trauma acustico
responsavel pela lesdo das estruturas da orelha interna estd associado a dois padrdes de

dano, dependendo da intensidade e da duragao da exposi¢ao.

No caso de alteragdao temporaria do limiar auditivo (chamado 77S - Temporary
Threshold Shift), geralmente ocasionado por lesdes agudas e de alta intensidade sonora,
a lesdo auditiva ocorre, porém apos algum tempo, os limiares auditivos voltam ao valor
basal, pela recuperagcdo da funcdo coclear. Em situacdes especificas essa recuperagao

ndo acontecera, ocasionando mudanga permanente do limiar auditivo (chamado PTS -
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Permanent Thresholds Shift). Na ocorréncia de traumas repetidos do tipo 7758, ocorrera

PTS, tipicamente notado na PAIR (6).

A recuperacdo dos limiares auditivos basais pdés T7S ¢é provavelmente o
resultado do desacoplamento reversivel entre os estereocilios das células ciliadas
externas € a membrana tectorial (7) e/ou aumento reversivel do ganho central/
hiperacusia e zumbido associados (8). No entanto, mesmo quando ha recuperacdo dos
limiares tonais auditivos basais, pode haver dano consideravel nas sinapses cocleares,
denominada sinaptopatia coclear (4) (9). A sinaptopatia resulta na perda de conexdes
entre as c€lulas ciliadas internas e seus neurdnios aferentes na fase aguda do trauma
coclear induzido por ruido (4) (10), sendo provavelmente o resultado da
excitotoxicidade do neurotransmissor glutamato, causando danos as terminagdes
nervosas pos-sinapticas (11). Isso também ¢ chamado de perda auditiva oculta induzida

por ruido, pois ndo ¢ acompanhada por uma mudanga de limiar auditivo (9).

Embora seja desconhecida a extensdo em que a sinaptopatia contribui para a
PAIR, argumenta-se que esses mecanismos semelhantes a sinaptopatia que ocorrem em
certos tipos de neuropatia auditiva, estdo envolvidos na PAIR (11). Isso também ¢
apoiado por pesquisas em animais que mostram células ciliadas intactas, mas extensa

perda de neurdnios do ganglio espiral da coclea, induzida por ruido (4).

A perda de células ciliadas externas, degeneracao das fibras nervosas cocleares e
formacao de tecido cicatricial (zonas mortas) no o6rgao de Corti sdo responsaveis pela
perda auditiva irreversivel na PTS (12). Uma caracteristica crucial da perda de células
ciliadas por qualquer causa (ruido, medicamentos ototoxicos, idade) € a incapacidade

das células sensoriais de mamiferos se regenerarem (13).
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Dependendo da intensidade e durag¢do do ruido, todo o 6rgdo de Corti pode ser
rompido (12). A destruicao do 6rgao de Corti pode ser o resultado de dois mecanismos:
destruicdo mecanica por exposicdo curta a intensidades extremas de ruido ou

descompensagdo metabolica apds exposicdo a ruido por um longo periodo de tempo

(14).

A destruicdo mecanica ¢ adquirida pela exposi¢do a intensidades de ruido acima
do nivel de pressdo sonora de 130 dB (NPS), levando a desassocia¢do do 6rgao de Corti
da membrana basilar, interrup¢do das jungdes celulares e mistura de endolinfa e

perilinfa (15).

A descompensacdo metabolica gera interrup¢ao dos estereocilios, nucleos e
mitocondrias aumentadas, vesiculacdo citoplasmatica e vacuolizagdo (16) (17).
Acredita-se que sua causa seja tanto a formacdo de radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio (ERO) quanto a excitotoxicidade do glutamato, evocadas pela estimulagao
excessiva do ruido, seguidas pela ativacdo de vias de sinalizacdo que levam a morte
celular (18). As EROs emergem imediatamente apos a exposi¢do ao ruido e persistem
por 7 a 10 dias depois, espalhando-se apicalmente da extremidade basal do 6rgio de
Corti, ampliando assim a area de necrose e¢ apoptose (18) (19). O glutamato ¢ o
neurotransmissor excitatério que em altos niveis de podem superestimular as células

pos-sinapticas e causar edema dos corpos celulares e dendritos (20).

Outra conseqiliéncia metabodlica da exposi¢ao ao ruido € o aumento de célcio
livre (Ca2 +) nas células ciliadas externas imediatamente apos a superestimulacdo
acustica, contribuido tanto pela entrada pelos canais i6nicos quanto pela liberagdo das

reservas intracelulares (21). A sobrecarga de Ca2 + também pode desencadear vias de
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morte celular apoptotica e necrdtica, independentemente da formag¢dao de ERO (22).
Existe um risco significativo de desenvolver PAIR apos exposic¢ao cronica a ruido acima
de 85 dB por pelo menos 8 horas ao dia. Quanto maior a intensidade do ruido, menor o
periodo suficiente para desenvolver PAIR. A Norma Regulamentadora n.° 15 (NR-15),
da Portaria do Ministério do Trabalho (MTb) n.° 3.214/1978 (BRASIL, 1978),

estabelece os limites de exposi¢do a ruido continuo (tabela 1).

No caso de trauma acustico, o ruido pode gerar dano fisico imediato a orelha
interna, proporcional a intensidade sonora. Impulsos sonoros de alta intensidade podem
comprometer fisicamente a membrana timpanica, a cadeia ossicular, as membranas da
orelha interna e o o6rgdo de Corti. A ruptura da membrana timpanica pode atuar como
mecanismo protetor ¢ absorver parte da energia que seria transferida para a orelha

interna.

2.1.3 Quadro Clinico

O sintoma mais evidente da PAIR ¢ a perda auditiva, a qual pode estar
acompanhada do zumbido. Esses sintomas podem variar em fung¢do de periodo de
exposi¢do, nivel de pressao sonora e susceptibilidade individual. A hipoacusia costuma
ser bilateral e simétrica, sendo dificilmente de cardter profundo. Os valores de
discriminacao auditiva estdo dentro dos niveis normais ou levemente alterados. Assim
como na perda auditiva, o zumbido tem intensidade varidvel, frequentemente ¢ bilateral
e pode estar presente em pelo menos metade dos pacientes com PAIR (23). Algiacusia e
plenitude aural podem estar presentes no quadro clinico. Em fases iniciais de exposi¢ao

ao ruido, antes mesmo da hipoacusia, podem ocorrer sintomas temporarios de zumbido,



Tabela 1: Limites de tolerancia para ruido continuo ou intermitente. Fonte: NR-95 -
Ministério do Trabalho (MTb) n. 3214/1978 (BRASIL, 1978).

Nivel de ruido dB (A) Maxima exposicio diaria permissivel

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, apds meses a anos de exposi¢do hd uma
intensificagdo do zumbido e uma leve redugao da discriminagao auditiva, especialmente
no ruido. A progressao da perda auditiva ¢ interrompida na medida em que o individuo
se afasta da exposi¢do ao ruido, porém a lesdo coclear ¢ irreversivel e as sequelas sao

permanentes.

Manifestagdes extra-auditivas podem ocorrer no decorrer da doenca, como:
comportamentais (isolamento social, irritabilidade, dificuldade de concentragao),
neurologicas (sono, tremores, cefaleia e nausea), digestivas (dor abdominal e gastrites) e
alteragdes vestibulares. O exame clinico pode demonstrar alteracdes cardiovasculares
(aumento da pressao arterial e taquicardia) e metabolicas (aumento do cortisol, glicemia

e adrenalina) (24).

2.1.4 Diagnostico

A avaliagdo diagnostica dos casos suspeitos de PAIR deve incluir tanto a
anamnese clinica convencional quanto a anamnese ocupacional. Além da anamnese, o
exame fisico otorrinolaringoldgico e exames complementares fazem parte da

investigacdo clinica da PAIR.

A anamnese convencional deve obedecer os passos de investigacdo das perdas
auditivas neurossensoriais, incluindo os seguintes aspectos: periodo de evolu¢dao dos
sintomas, historico de intercorréncias neonatais, infeccdes (sarampo, caxumba,
meningite), uso de drogas ototdxicas, otites, trauma, doencas metabdlicas (diabetes,
hipotireoidismo, dislipidemias), histérico familiar de perda auditiva e habitos 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 exposi¢cdo ao ruido em atividades

recreativas (danceterias, shows).

Um passo importante na avaliagdo diagndstica da PAIR ¢ a anamnese
ocupacional. Deve-se questionar sobre todas as atividades profissionais realizadas,
tipos de maquinas usadas, tempo de exposi¢cdo diaria ao ruido, exposi¢do a produtos

quimicos, historico de acidentes e utilizacdo de protecdo auditiva individual (24).

O exame fisico otorrinolaringologico completo deverd ser realizado na
investigagcdo da PAIR com especial aten¢@o para a otoscopia e a acumetria com testes de
Rinne e Weber. O principal exame complementar para o diagnoéstico da PAIR ¢ a
audiometria tonal aéreo-6ssea. Além da audiometria tonal, ¢ importante investigar o
limiar do reconhecimento de fala (LRF), o indice de reconhecimento de fala (IRF) e a

pesquisa de recrutamento auditivo.

Em determinadas situagdes, como na suspeita de simulagdo, podem ser
solicitados os potenciais evocados auditivos de tronco cerebral (PEATE) e as emissdes
otoacusticas (EOA). A audiometria ocupacional (somente via aérea) pode ser utilizada
no acompanhamento e no controle de perda auditiva; porém, ndo fornece diagnostico da
PAIR, pois a falta da via ¢ssea ndo permite a identificacdo de lesdo neurossensorial.
Independentemente do tipo de exame audiométrico, ¢ importante o repouso auditivo de
pelo menos 14 horas antes da realizagao do exame, para afastamento de possibilidade de

se tratar de 775.

O primeiro sinal audiométrico da PAIR ¢ o aparecimento da gota acustica com

comprometimento dos limiares nas frequéncias de 3.000, 4.000 ou 6.000 Hz, sendo
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restaurado em 8.000 Hz. O fato de frequéncias em torno de 4 kHz serem mais afetadas
pelo ruido € provavelmente devido a frequéncia de ressonancia da orelha externa / canal
auditivo, bem como as propriedades mecanicas da orelha média (25). Nos estagios
iniciais da PAIR, a média dos limiares em 500, 1.000 e 2.000 Hz sdo melhores que a
média em 3.000, 4.000 e 6.000 Hz, ¢ os limiares em 8.000 Hz sdo melhores que o ponto

mais profundo da gota acustica.

A PAIR dificilmente produz uma perda auditiva superior a 75 dB nas altas
frequéncias e 40 dB nas baixas frequéncias. Porém quando os dados individuais sdo
revisados, a perda auditiva neurossensorial severa a profunda ¢ documentada em
individuos expostos ao ruido, com uma prevaléncia variando de 1 a 15%, bem acima da
prevaléncia na populacdo em geral nos Estados Unidos (0,5% ) e Reino Unido (0,7%)

(26) (27) (28).

A ampla faixa de prevaléncia de perda auditiva severa a profunda encontrada em
estudos de populagdes expostas ao ruido pode ser influenciada por fatores genéticos
subjacentes ou diferengas na intensidade, tipo e duracdo da exposi¢do ao ruido. Por
exemplo, a perda neurossensorial pode progredir para severa ou profunda com duragdes
prolongadas de exposi¢ao ao ruido (29) (30), especialmente no ruido de impacto (31). A
velocidade de perda auditiva em func¢ao da PAIR ¢ maior nos primeiros 10-15 anos de
exposi¢ao, reduzindo essa velocidade a medida em que ha um agravamento da perda

auditiva (30).
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2.1.5 Tratamento

Sendo a PAIR uma doenga irreversivel, atualmente nao dispomos de tratamentos
medicamentos ou cirurgicos que possam modificar sua historia natural. A reabilitacdo
auditiva continua sendo o tratamento de escolha, quando as perdas sdo mais severas e

sintomaticas.

O enfoque atual na PAIR deve ser realizado na preven¢do da doenca no ambito
do ambiente de trabalho. Campanhas que possam orientar a populagdo geral quanto aos
maleficios do ruido intenso em seu dia-a-dia também sdo métodos possiveis de
prevencdo. Profissionais de saude devem ser treinados em reconhecer os sinais
precoces da PAIR e realizar praticas de orientacdo quanto a satde auditiva

principalmente em popula¢des de maior risco.

Programas de prevencdo sio fundamentais e devem ser incentivados. Orgdos
governamentais instituiram o Programa de Conservacao Auditiva (PCA) (32). Esse
programa envolve o reconhecimento e a avaliagdo dos riscos para a audigdo,
gerenciamento audiométrico, medidas de protecdo coletiva, medidas de protecao
individual (EPI), educacdo e motivagdo, gerenciamento de dados e avaliagdo do

programa.

2.2 A GENETICA DA PERDA AUDITIVA INDUZIDA POR RUIDO

2.2.1 Descoberta de Genes da PAIR em Humanos

A descoberta de fatores genéticos que predispdem a PAIR em humanos tem

encontrado muitas dificuldades. Até hoje, ndo existem estudos de hereditariedade
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realizados, ja que ¢ impossivel coletar dados em familias em que todos os individuos
sdo expostos a condigdes idénticas de exposicdo ao ruido. Existem algumas técnicas
alternativas em que as variantes causais podem ser estudadas através de genes
candidatos, sendo cuidadosamente selecionados com base na informacao relacionada a
sua fungdo bioldgica. Isso abriu oportunidades para uma analise da possibilidade de
esses genes aumentarem a susceptibilidade a PAIR numa base populacional através de

estudos de associacao.

Os estudos genéticos de susceptibilidade a PAIR em humanos sdo limitados
pelas dificuldades em avaliar de forma precisa o efeito cumulativo do ruido nos
individuos. Os trabalhadores da induastria que atuam por muitos anos na mesma
atividade sdo os individuos ideais para estudos de associacdo do genoma inteiro,
especialmente em funcdo de que, nessas industrias, o grau de exposi¢ao ao ruido ¢
cuidadosamente monitorado. Entretanto, o uso de protetores auditivos e a consisténcia
da sua utilizagdo pode diferir entre os trabalhadores numa mesma industria. Além disso,
a variacdo entre os tipos, dose, padrdes e duragdo da exposi¢cdo ao ruido em diferentes
industrias, dificulta a avaliagdo do efeito cumulativo da exposi¢do ao ruido,

especialmente entre os trabalhadores que mudam frequentemente de emprego.

Além da PAIR relacionada ao trabalho, a exposi¢ao ao ruido recreacional (como
cacadas, musica por fones de ouvido, uso de ferramentas) ¢ mais dificil de ser medida.
Os estudos sobre PAIR, em individuos afastados de atividades industriais, devem
confiar somente no relato individual através de questionarios padronizados, o que pode
gerar um viés de afericdo. O envelhecimento e fatores ambientais (drogas, poluentes)

podem também ser considerados fatores de confusio nos estudos genéticos de PAIR em
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humanos. Muitas vezes, ¢ dificil distinguir a presbiacusia da PAIR. A PAIR pode ser
distinguida da presbiacusia através de um pico negativo na frequéncia especifica de 4
kHz da audiometria. Entretanto, com a progressao da PAIR, esse pico negativo se

espalha e dificulta a diferenciagdo com a presbiacusia.

Finalmente, em relagdo aos questiondrios, frequentemente os individuos nao
conhecem ou ndo se lembram se foram expostos a drogas ototdxicas durante a sua vida.
Além dos trabalhadores da industria, a populacdo de militares ¢ passivel de investigacao
sobre a suscetibilidade a PAIR. Entretanto, os resultados provavelmente serdao diferentes
entre essas duas populagdes. Enquanto os trabalhadores da industria estdo tipicamente
expostos a ruidos continuos em intervalos de frequéncia especifica, os militares sdo

expostos a um ruido descontinuo e explosivo.

2.2.1.1 Estudos de associacao do genoma inteiro

Os estudos de associacdo do genoma inteiro (GWAS - genome wide association
study) tém sido utilizados de forma bem-sucedida nos ultimos 10 anos para identificar
multiplos genes que interagem e contribuem para o fendtipo da doenga. Em estudos de
associacdo do genoma inteiro de larga escala, o DNA de milhares de individuos
diagnosticados com uma doenga especifica ¢ o DNA de individuos ndo afetados
(controles) sdo 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 doencas especificas. Essas novas
ferramentas facilitam a identificacdo de genes para doengas complexas, ja que pequenas

alteracdes em diversos genes podem contribuir para o fenétipo final (33).
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A confiabilidade desses achados pode ser verificada através da replicagdo dessa
descoberta em uma segunda populacdo, nao relacionada (34). Os controles envolvem
uma anélise semelhante através de diferentes grupos étnicos (Europa Oriental, Africa e
Asia), j& que alguns polimorfismos apresentam maiores frequéncias em alguns grupos
étnicos especificos e sdo menos informativos em estudos de associagdo. Em funcdo da
grande quantidade de amostras de DNA e polimorfismos, os GWAS tém sido muito
caros. Entretanto, o desenvolvimento de banco de dados com a ja conhecida frequéncia
de alelos de polimorfismos (www.hapmap.org) e a disponibilidade de métodos de

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

Nos ultimos 15 anos, tem sido observado um grande aumento no nimero de
GWAS com o objetivo de identificar genes relacionados a susceptibilidade a 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 potéssio, genes monogénicos de surdez ,

genes das proteinas heat shock e outros genes.

2.2.1.2 Genes de Estresse Oxidativo

A coclea ¢ um 6rgdo metabolicamente ativo. O estresse oxidativo apresenta um
papel central na patogénese da PAIR. As células ciliadas demandam uma grande
quantidade de energia durante e ap6s a exposi¢ao ao ruido. Por isso, subsequentemente,
existe uma prolongada liberacdo de radicais livres (espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio), gerando dano ao epitélio coclear, especialmente se o sistema de defesa
antioxidante ndo for suficiente para neutralizar essa agressdo. Existem dois grupos de

enzimas antioxidantes que sdo ativas na coclea.


http://www.hapmap.org

27

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 GSTT],
que demonstram uma grande variabilidade genética em humanos. Até¢ 50% da

populagdo caucasiana ndo apresenta o gendtipo para o gene GSTT1 (35).

O segundo grupo de enzimas antioxidantes inclui as enzimas envolvidas na
quebra dos anions superdxido e perdxido de hidrogénio (catalase-CAT, superoxido
dismutase 1 — Cu/Zn SODI1, superéxido dismutase 2 — SOD2 mitocondrial e
paraxonase/arilesterase 2 sérica —PON2). Os resultados dos estudos de associacdo entre

as variacoes nos genes de estresse oxidativo e a susceptibilidade a PAIR sao ambiguos.

Wang et al. avaliaram através de uma metandlise a associacdo entre o
polimorfismo C47T do gene SOD2 com a PAIR. Trés estudos elegiveis compondo 1094
individuos chineses foram incluidos. Nao foi encontrada associacao significativa entre

esse polimorfismo e PAIR na populacdo estudada (36).

Em um estudo com trabalhadores suecos (103 susceptiveis e 114 resistentes ao
ruido 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 a PAIR. Entretanto, os mesmos autores demonstraram que o
efeito do tabagismo na susceptibilidade a PAIR ¢ dependente da presenca da delecao do
gene GSTM1. Essa relagdo sugere uma interacao entre os genes e fatores ambiental na

susceptibilidade a PAIR (37).
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Em funcdo da evidéncia de que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo
subjacente a PAIR, a associacao entre a CAT e a PAIR foi novamente analisada em duas
grandes populagdes independentes (Suécia, Polonia). Além dos trés polimorfismos
originais, nove variantes adicionais foram genotipadas a fim de ampliar a cobertura do
gene em estudo. Além disso, foi realizada uma andlise estatistica mais detalhada,
levando em consideracdo as interagdes entre os gendtipos com os niveis de exposi¢ao ao
ruido. Os autores identificaram associagdes significativas para os dois polimorfismos
em ambas as amostras populacionais. Essa andlise sugeriu que o genotipo pode
apresentar efeito diferencial na susceptibilidade ao ruido, considerando os niveis de

exposi¢ao ao ruido (38).

Um estudo duplo-cego com 53 trabalhadores tratados com n-acetilcisteina
apoiou a hipotese de que individuos portadores dos genotipos nulos nos genes GSTT],
GSTM1 e GSTP1 sdao mais susceptiveis a PAIR (39). Porém um estudo caso-controle
recente publicado por Loukzadeh et al. avaliou polimorfismos dos genes GSTTI e

GSTMI1 e ndo encontrou diferenga estatisticamente significante entre os grupos (40).

Outro estudo recente realizado em populagdo Chinesa, avaliou por regressao
logistica a interagdo entre o nivel de exposicao ao ruido e os gendtipos do CAT. Entre os
6 SNPs estudados, dois foram associados ao nivel de exposi¢ao ao ruido. Um SNP
(rs208679) foi associado ao risco de PAIR em nivel de exposi¢do sonora mais baixo
(<85dB), e outro gendtipo (rs769217) foi associado a exposicdo mais elevadas

(85-92dB) (41).



29

2.2.1.3 Genes do Ciclo do Potassio

As células sensoriais da orelha interna sdo banhadas por endolinfa, que ¢ o
liquido extracelular enriquecido por ions de potassio que preenche a escala média da
coclea. O potassio ¢ a principal carga que atua na transdugdo sensorial, sendo esse ciclo
do potassio fundamental para o processo de audi¢dao. Esses ions sdo secretados na
endolinfa pela estria vascular, entram nas células ciliadas através de canais apicais
mecanossensiveis ao potdssio e saem dessas células através da membrana basolateral.
Finalmente, migram por meio das células de suporte e de fibrocitos em direcdo a estria

vascular através das jungdes gap (42).

Os genes envolvidos no ciclo do potdssio sdo essenciais para o processo de
audi¢do. Isso estd evidenciado através de multiplas mutagdes desses genes (GJB2,
GJB3, GJB6, KCNE1, KCNQI e KCNQ4), as quais podem gerar formas de perda
auditiva sindrémica e ndo sindromica (43)(44). Além disso, camundongos deficientes
para os genes SLC12A2 e KCNJ10 desenvolvem perda auditiva em fungdo do colapso
dos espacos endolinfaticos e incapacidade de gerar potencial endococlear,
respectivamente (45)(46). As variantes dos genes do ciclo do potassio tém sido

analisadas para explicar a variabilidade individual a susceptibilidade ao ruido.

O primeiro estudo de associagdo sobre os genes que atuam no ciclo do potassio
foi realizado numa populagdo finlandesa. Esse estudo separou os 10% de individuos
mais resistentes (classificados como resistentes ao ruido) e os 10% de individuos menos
resistentes ao ruido (classificados como susceptiveis ao ruido) numa amostra de 1.200
trabalhadores expostos ao ruido de acordo com a regulamentagao ISSO 1999 (37). Esse

grupo estudou se os portadores da mutagcdo 35delG no gene GJB2 sdo mais sensiveis ao
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desenvolvimento da PAIR. Entretanto, ndo foi verificada diferenca entre os individuos
resistentes e susceptiveis a PAIR. A auséncia de significancia em relagdo a incidéncia
dos portadores foi confirmada em uma populacao polonesa. Foi realizado um estudo
com 3.000 trabalhadores expostos ao ruido com graus de susceptibilidade ao ruido

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

O estudo de associacao seguinte foi realizado em uma amostra sueca e envolveu
35 SNPs em 10 genes que controlam o ciclo do potéssio na orelha interna. Foram cinco
genes da familia da conexina, como Cx26 (GJB2), Cx30 (GJB6), Cx30.3 (GJB4), Cx31
(GJB3) Cx32 (GJBI1); quatro genes de canais ou subunidades de potadssio como
KCNIJ10, KCNQ4, KCNE1, KCNQI1; e um gene do cotransporte da bomba de sodio e
potassio, como o SLC12A2. Associacdes significativas com PAIR foram observadas
para trés polimorfismos no KCNE1, um polimorfismo no KCNQI e um polimorfismo
no KCNQ4. Isso sugere que esses sao os primeiros genes envolvidos com a
susceptibilidade a PAIR. Um dos polimorfismos do gene KCNE1 (D85N) tem sido
testado em células ovarianas de hamsters chineses. Existe a hipotese de que a variante
85N possa levar a uma maior concentracdo de potassio e, como consequéncia, possa

determinar um aumento da susceptibilidade ao ruido no 6rgdo de Corti (48).

Uma analise semelhante, porém com maior nimero de polimorfismos (total de
99), foi realizada numa populagdo polonesa (49). Nesse estudo, associagdes
significativas foram encontradas em sete de um total de 10 genes (KCNEI, KCNQ4,
GJBI, 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 direcdo dessa tendéncia genética para o KCNE1 foi a
mesma em ambas as populagdes, mas oposta para o KCNQA4. Isso pode ser explicado,
teoricamente, por diferengas nas frequéncias dos alelos ou nos padrdes de desequilibrio
de ligagdo em ambas as populagdes. Houve uma discreta diferenca nos procedimentos
de selecdo entre os estudos, influéncia de diversos fatores ambientais ou associa¢des

falso-positivas com a PAIR.

Recentemente um estudo avaliou a associagdo da variagcdo genética no KCNQ4 e
PAIR numa popula¢do Chinesa. Foram comparados trés polimorfismos - rs709688,
152769256 e rs4660468 - em individuos expostos ao ruido com e sem PAIR. Diferenca
significativa foi observada no SNP rs4660468 do KCNQ4, sugerindo como possivel

marcador de susceptibilidade para PAIR nessa populagdo (50).

Uma andlise estendida de 644 polimorfismos em 53 genes candidatos foi
realizada em duas populacdes independentes (sueca e polonesa). As associacoes
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
PCDHI15 resultou em associacdes significativas em ambas as populagdes. Dois
polimorfismos no gene MYHI14 resultaram numa associa¢do positiva na amostra

polonesa e em uma interagdo significativa com exposi¢ao ao ruido na amostra sueca.

As caderinas, conhecidas por caderina 23 e protocaderina 15, sdo moléculas que
formam as ligacdes entre as células ciliadas sensoriais da cdclea e sdo essenciais para a
transdu¢do mecanoelétrica (52). Foi demonstrado que a mutacdo da CDH23 quebra a
organizacdo dos esterocilios, gerando perda auditiva e disfungdo vestibular em

camundongos waltzer. A variante 753" desse gene foi correlacionada com a
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susceptibilidade a 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 MYHI14 codifica uma das proteinas da superfamilia miosina. Sao proteinas
motoras actina-dependentes que regulam a motilidade e a polaridade das células ciliadas
da coclea. A mutagdo na MYHI4 resulta em deficiéncia auditiva autossOmica

dominante em humanos (DFNA4).

O gene EYA4 ¢ fundamental para a o desenvolvimento estrutural da orelha
interna, que inclui vesicula 6tica, 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 coclea.
Em humanos a delecdo desse gene ¢ responsavel por uma perda auditiva
neurossensorial ndo sindrémica. (55) (56). Um estudo caso-controle avaliou mutacdes
no gene Eya4 em metallrgicos, encontrando evidéncias de associagdo do seu

polimorfismo rs3813346 com a PAIR (57).

Outros dois trabalhos realizados por Zhang et al. (2015) e Zhang et al. (2019)
também encontraram correlagdes positivas do gene EYA4 com PAIR em populagao

chinesa (58) (54).

2.2.1.4 Formas Monogénicas de Surdez

As heat-shock proteins (HSPs) formam um grupo de proteinas que atuam na
sintese, construcao e transporte celular de diversas outras proteinas, sendo expressas em
condigdes fisioldgicas e patologicas. O HSP70 ¢ distribuido na orelha interna e tem o

potencial de proteger a audi¢do contra ruidos, drogas ototoxicas ou lesdes (59). A
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superexpressao do HSP70 pode proteger significativamente as células ciliadas da orelha
interna da morte celular causada por aminoglicosideos (60). Em situacdes como
exposi¢cao a niveis sonoros moderados, podem proteger o ouvido da exposi¢cdo
excessiva ao ruido (61) (62). Um total de trés genes sdao responsaveis pelas HSPs,
especialmente o HSP70-1, HSP70-2 e o HSP70-hom. Esses genes sdo induzidos pelo

calor, exceto o HSP70-hom.

Uma meta-andlise recente avaliou a associacdo entre os polimorfismos do
HSP70 (rs1043618, rs1061581, rs2075800, rs2227956 ¢ 1s2763979) e risco de PAIR em
populacdes chinesa e caucasiana. Um total de cinco estudos foram incluidos nessa
revisdo e apos analise de subgrupos por etnia, foram observadas associagoes
significativas entre os polimorfismos rs1061581 e rs2227956 do HSP70 e

susceptibilidade a PAIR em individuos caucasianos do sexo masculino (63).

2.2.1.5 Outros genes

Os genes DNMT1 e DNMT3A atuam primariamente mantendo padrdes de
metilacio do DNA e preservando as informacdes epigenéticas através das geracdes
celulares subsequentes além de estabilizar novos padrdoes de metilacdo. Um estudo
caso-controle avaliou polimorfismos dos genes DNMT1 e DNMT3A e sua associagao
com a PAIR. Foram avaliados quatro polimorfismos dos genes em populagdo chinesa
exposta ao ruido. Trés 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 metabotrofico do

glutamato (mGlutR7). Esse receptor mantém a fenda sinaptica entre as células ciliadas
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internas e ganglios do neurdnio espiral tipo I depurada do glutamato. O glutamato ¢ um
neurotransmissor excitatorio que em excesso € responsavel pelo envenenamento por
superestimulacao dos neurdénios pos sinapticos, que ocorre no dano metabolico apds a
exposi¢ao ao ruido. Um trabalho realizado em metalurgicos chineses avaliou o
polimorfismo do gene GRM7 no desenvolvimento de PAIR. Foi demonstrado pela
primeira vez que a mutacdo do alelo C no rs1485175 do GMR7 reduziu a

susceptibilidade a PAIR na populagdo estudada (65).

Em 2017 Guo et al avaliaram outro gene candidato, o FOXO3 e associagdo das
suas variagdes genéticas com susceptibilidade a PAIR (66). O Forkhead Box 3
(FOXO03) é um fator de transcricdo conhecido por regular a longevidade de varias
espécies, incluindo humanos e camundongos (67). O FOXO3 regula a expressao de
proteinas de resposta ao estresse (68) e os efetores do FOXO3 podem melhorar o
estresse oxidativo, bloquear a mitose, induzir apoptose ou promover inflamacao (69). O
estudo demonstrou que os polimorfismos genéticos 1rs2802292, rs10457180 e
rs12206094 do gene FOXO3 estdo associados a um risco aumentado de PAIR em uma
populacdo chinesa e tém potencial para serem biomarcadores para trabalhadores

expostos ao ruido (66).

Além disso, acredita-se que mutagdes no FOXO3 estejam relacionadas a perdas
auditivas por neuropatia auditiva. Camundongos adultos com mutagdes no gene
FOXO3 foram suscetiveis a perda auditiva com as caracteristicas tipicas da neuropatia
auditiva, a saber, limiares auditivos elevados combinados a fun¢do normal das células

ciliadas externas (70).
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A apoptose ¢ uma das causas de perdas de células ciliadas da céclea na PAIR,
sendo a ativacdo de caspases um evento central na morte celular programada. Foram
avaliadas associacOes das variagdes 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 relagado com PAIR. Dois SNPs dos gene CASP3

foram associados com PAIR (71).

Em 2019 um estudo caso-controle para screening de genes candidatos a PAIR
em trabalhadores Chineses expostos ao ruido avaliou 83 SNPs. Foram encontrados sete
SNPs nos genes CDH23, PCDHI15, EYA4, MYOI1A, KCNMAI1 e OTOG associados a

PAIR (54).

2.2.2 Descoberta dos Genes da PAIR em Camundongos

Os camundongos geraram a primeira evidéncia da influéncia genética da PAIR.
Isso ocorreu em fun¢do da identificacdo 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 ruido em comparagdo com outras linhagens (73)(74)(75). Além
disso, diversos camundongos knockout, como SOD1-/- (75), GPX1-/- (76), PMCA2-/-
(77) e CDH23+/- (78), demonstraram ser mais sensiveis ao ruido que o tipo selvagem.
Esses estudos em camundongos knockout indicam que existem certos déficits que
quebram diferentes ciclos e estruturas dentro da cdclea e geram um aumento da

susceptibilidade da orelha interna ao ruido.
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A principal vantagem para estudos de PAIR em modelos animais € a capacidade
de fornecer e monitorar, de forma precisa, a exposi¢do ao ruido. Por exemplo, uma
exposi¢ao continua ao ruido num espectro de frequéncia e energia durante 1-2 horas.
Dada a homogeneidade genética das linhagens de camundongos consanguineas, os
camundongos apresentam menor variabilidade nas medidas de desfecho quando
comparados a outros modelos experimentais. Entretanto, ¢ frequentemente dificil
comparar os estudos com animais de diferentes laboratérios devido a diferentes

protocolos de exposi¢do ao ruido e configuragdes diversas.

A outra vantagem dos estudos animais, como PAIR, ¢ a de que os pesquisadores
tém acesso aos tecidos cocleares em diferentes momentos apos a exposi¢ao ao ruido
para estudos histologicos de morfologia e patologia, assim como analises moleculares
de alteragdes na expressdao génica. J& em humanos, os pesquisadores somente tém
acesso as estruturas cocleares de ossos temporais extraidos durante autopsias. As
alteracdes das estruturas cocleares em o0ssos temporais podem refletir o impacto
cumulativo da exposi¢do ao ruido ao longo dos anos, os efeitos dos danos ambientais
(como drogas ototoxicas e/ou exposicdo quimica) e qualquer degeneragdo celular
patologica relacionada a idade. Embora as cole¢des de ossos temporais sejam
extremamente uteis e tenham gerado conhecimento sobre os padroes de dano coclear, o
tempo entre a exposi¢do ao ruido e a analise de ossos temporais pode ser extremamente

longo.

Os geneticistas continuam a excluir ou a introduzir mutagdes humanas
conhecidas em genes de camundongos que codificam proteinas cocleares para avaliacao

do efeito funcional. Além de analisar o quanto a mutacdo afeta os limiares auditivos,
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sera também importante investigar a susceptibilidade ao ruido, a qual € uma area ainda
pouco explorada. A ampliagao da colecao de camundongos mutantes gera oportunidade
de avaliar se a eliminagdo ou a modificagdo de uma proteina em especial faz com que o

camundongo seja mais susceptivel a PAIR.

A principal limitacdo dos estudos com ruido ¢ o efeito da base genética do
camundongo mutante em relagdo a degeneracao coclear fisioldgica e a PAIR. Enquanto
algumas sublinhagens da linhagem 129 sdo completamente resistentes ao ruido, o
C57BL/6J, BALB/c e algumas sublinhagens da linhagem 129 comumente utilizados
para gerar knockouts ou camundongos transgénicos sdo portadoras do alelo Cdh23ahll,
o qual ¢ responsavel pela perda auditiva de inicio precoce e pela PAIR (76). Os
investigadores sdo estimulados a realizar uma cruza do tipo retrocruzamento com o
C57BL/6J para que os mutantes apresentem uma base genética semelhante. A presenca
do alelo Cdh23ahll pode complicar a avaliagdo da funcdo auditiva nesses mutantes,
especialmente apos os 4 meses de vida. Nesse momento, o camundongo da linhagem
CBA mostrou adquirir resisténcia ao ruido (79). Portanto, a selegdo da linhagem para
estudos de PAIR deve ser realizada com precaugdo. Quando trabalhar com o tipo
selvagem, deve ser recomendado a utilizagdo de hibridos F1 das duas linhagens
consanguineas para se utilizar da for¢a do hibrido, o que reduz a variabilidade das

medidas de desfecho (80).

As mutagdes nulas nos camundongos CDH23 e PCDHIS5 geram uma
desorganizacao dos feixes de cilios e uma deterioragdo precoce do epitélio sensorial
auditivo e vestibular no camundongo waltzer (v; Cdh23834-835insG) e Ames waltzer,

respectivamente (81) (82). Uma mutacdo missense da mutacdo Cdh23A2210T no
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camundongo salsa gera um fendtipo mais leve com desenvolvimento normal, mas perda
progressiva da ligacdo na ponta dos estereocilios, resultando em perda auditiva que se

assemelha aos pacientes com DFNB12 (83).

A evidéncia de que os genes CDH23 e PCDH15 participam da PAIR advém das
linhagens de camundongos consanguineos que apresentam diferencas sutis na sequéncia
de genes. Estudos auditivos em camundongos comuns € consanguineos demonstraram
que, na idade de 23 meses, o camundongo da linhagem CBA apresenta a melhor
audicdo 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 tém comparado o camundongo CBA com o
C57BL/6J e tém demonstrado que a linhagem CS57BL/6J apresenta perda auditiva
precoce e acelerada. Além disso, esses camundongos sdo mais susceptiveis ao ruido e
exibem maiores alteracdes dos limiares apds a exposicdo ao ruido na maioria das
frequéncias testadas (85)(86)(87). O camundongo CBA também apresenta rapida
recuperagdo da funcdo auditiva nos primeiros 3 dias apds a exposicdo ao ruido,
enquanto o C57BL/6J apresenta uma recuperagdo limitada com o passar do tempo (74)

(75)(53).

Em estudo publicado em 2009 (88) foram realizados diversos experimentos com
modelos transgénicos para estudo da PAIR. Os camundongos da linhagem consanguinea
Castaneous (CAST/Ei) sao resistentes ao ruido, enquanto a linhagem CS57BL/6J ¢
susceptivel. Foi utilizado a biblioteca genome-tagged mice (GTM) para linhagens
congénitas. 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 ruido na linhagem C57BL/6J. A PAIR foi gerada através da
exposi¢ao de camundongos (6 a 8 semanas de vida) a uma intensidade sonora de 108
dB. Foram testadas a audi¢dao de cada camundongo até 23 dias apOs a exposicao ao
ruido através de PEATEs. Esse estudo identificou loci que modificam a resposta inicial
ao dano gerado pelo ruido, assim como a recuperacao a longo prazo. Os dados sugerem
que multiplos alelos no genoma do CAST/Ei modificam a patogénese da PAIR e que o
rastreamento através de bibliotecas de linhagens congénitas para determinados loci e

tracos de interesse pode ser facilmente realizado.

Os estudos de mapeamento identificaram um locus no cromossomo 10 de
camundongos, sendo responsavel pela perda auditiva de inicio precoce no C57BL/6J e
também em nove outras linhagens consanguineas comuns (74)(89). Esse locus foi
originalmente conhecido por Ahl, e posteriormente renomeado como Ahll, sendo o
primeiro locus relacionado a perda auditiva pela idade. Testes de complementagdo
genética mostraram que o Ahl e o Nihl sdo alélicos, ou seja, estdo localizados na mesma
posicdo do cromossomo e sdo indistinguiveis entre si (90). Os camundongos que
herdaram duas copias do alelo mutante Ahl (homozigotos) apresentam perda auditiva
precoce, assim como maior alteracdo dos limiares auditivos apds a exposi¢do ao ruido
quando comparados aos camundongos com uma ou duas copias do alelo Ahl selvagem.
Assim, a sensibilidade ao ruido do camundongo C57BL/6J apresenta um trago recessivo
que ¢ cossegregado juntamente com o Ahl. A base genética desses fenotipos € um
polimorfismo A753G no exon 7 da CDH23 (91)(53). A alteragdo na adesdao ou reducao
da estabilidade da CDH23 pode conferir susceptibilidade a perda auditiva pela idade e a

PAIR.
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O célcio intracelular ¢ uma importante molécula sinalizadora que regula a
liberacdo de neurotransmissores pela célula ciliada interna. O célcio também ¢
importante para manter as integracdes entre a CDH23 e a PCDHI15, as quais sdo
sensiveis ao calcio. A bomba de Ca-ATPase tipo 2 na membrana plasmatica (PMCA2,
ATP2B2) ¢ um importante regulador dos niveis de cdlcio entre os estereocilios. Na
orelha interna do camundongo, a PMCA?2 esta localizada nos estereocilios e na parede
basolateral tanto nas células ciliadas cocleares como vestibulares. Considerando a sua
importancia em manter a homeostase do célcio, essa bomba de célcio ¢ claramente
importante no desenvolvimento da PAIR. Os defeitos na PMCA?2 afetam diretamente as
interacdes entre CDH23 e PCDHI15, a subsequente transdu¢ao mecanica e sensorial do
estereocilios e a liberagdo de neurotransmissores pelas células ciliadas internas. Dessa
forma, a inativagao das mutacdes na ATP2B2 resultam em surdez ¢ disfuncao vestibular
no camundongo de mutacdo espontanea deaf waddler (dfw) e no camundongo com
delegdo especifica para ATP2B2 (92)(93). A expressdo fenotipica do mutante recessivo
com surdez (dfw) inativa a PMCA2 (94). Enquanto os homozigotos dfw/dfw sdo
surdos, os heterozigotos +/dfw apresentam audi¢do normal ou perda auditiva de inicio
precoce e rapidamente progressiva, dependendo do locus no cromossomo 10
modificado no modified deaf waddler (mdfw). Estudos genéticos e funcionais revelaram
como o mdfw ¢ alélico para Ahl (95). A identificagio do CDH23 como gene
modificador do mdfw ¢ o primeiro exemplo de um gene modificador de surdez em
camundongos e uma interessante demonstragao de uma heranga digenética para surdez.
Esses estudos geram evidéncia convincente de que mutacdes sutis num gene podem

modificar os efeitos num segundo gene, gerando fenotipos extremos.
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Além do papel critico da interagdo entre CDH23 e PCDHIS5, o célcio ¢ também
importante para a sinalizagdo intracelular. O receptor de potencial transiente vaniloide
do tipo 4 (transient receptor potential vanilloid 4 - TRPV4) ¢ um canal catidénico
permeavel ao célcio que funciona como um receptor osmossensorial e
mecanossensorial. Na coclea de camundongos, o TRPV4 ¢ expresso nas células ciliadas
internas e externas e nos neurénios do ganglio espiral (96). O TRPV4 ¢ responsavel
pelo influxo de calcio nas células ciliadas externas induzido pela estimulagdo
hipotonica. Camundongos knockout TRPV4 apresentam tanto morfologia coclear
(6rgao de Corti, neuronios do ganglio espiral e estria vascular) como fun¢do auditiva
normal em comparagdo com o tipo selvagem até 5 meses de vida. Entretanto, o
camundongo knockout TRPV4 apresenta maior sensibilidade ao ruido. Isso esta

evidente através da maior PTS ap6s 4 horas de exposic¢ao ao ruido com 128 dB (96).

Tem sido demonstrado que a exposi¢do ao ruido gera uma maior producao de
peroxido de hidrogénio na mitocdndria e um desequilibrio na redugdo oxidativa e na
liberagdo do citocromo c, o qual desencadeia uma cascata de apoptose e resulta em
morte celular (97). O acumulo e a propaga¢do de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio geram dano em um ampla area do 6rgao de Corti, nas células do
ganglio espiral e na estria vascular (98)(76). A ligacdao entre o ruido e o aumento da
expressao de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio foi fortalecida através da
demonstragdo dos efeitos protetores de “limpadores” de radicais livres, como vitamina
E, 4cido ascorbico, d-metionina, n-acetilcisteina e a coenzima Q que mimetiza a

idebenona (99).



42

O metabolismo do superdxido e dos derivados de peroxidos necessita de um
efeito combinado de catalase, SOD e enzimas dos sistemas antioxidantes de glutationa,
glutaredoxina e tioredoxina. A reducao da atividade de qualquer um desses
componentes pode gerar o comprometimento da capacidade antioxidante e o aumento
do dano gerado pelas espécies reativas de oxigé€nio/nitrogénio. A eliminagao parcial ou
completa do SOD citoso6lico (Cu, Zn-SOD, SOD1) em camundongos gera um discreto
aumento nos limiares auditivos basais e maior sensibilidade ao ruido (100) (101).
Entretanto, sobreexpressdo do SODI1 em camundongos transgénicos, administracdo
intracoclear do gene ou inje¢do intraperitonial da proteina purificada ndo oferecem
protecao adicional contra ruido, ototoxicidade ou envelhecimento (102)(103)(104). Em
comparacao ao SODI1, 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 nao apresentar
alteracdes (105) e possuem audicao normal na idade jovem (106). A sobreexpressao de
SOD2 ndo protege a audi¢do e as células ciliadas de forma efetiva pela ototoxicidade
por aminoglicosideos (102). Portanto, o SOD2, com a sua proximidade com os
superoxidos produzidos pela mitocOndria, provavelmente tem participagdo importante

na producdo de perdxido de hidrogénio e no estresse oxidativo ap6s o ruido.

O sistema da glutationa exerce um papel central nos mecanismos antioxidantes
intrinsecos. A glutationa ¢ um tripeptideo composto de glutamato-cisteina-glicina em
que um unico grupo — SH da cisteina residual atua como receptor ¢ doador de elétrons.
Os camundongos com auséncia da GPX1 apresentam elevados limiares auditivos e sdo

mais susceptiveis ao ruido (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 peréxido de hidrogénio em agua ou reduzir o hidroxiperdxido para o
correspondente alcool. Esse evento gera a glutationa dissulfato (GSSG). A GSSG pode
ser reduzida para gerar o GSH através da glutationa redutase (codificada pela GSR). A
biossintese da glutationa necessita de duas enzimas (glutamilcisteina ligase e glutationa
sintetase) dependentes de ATP (trifosfato de adenosina). Além disso, a GSH pode
formar conjugados através da acdo da glutationa S-transferase (GST) ou reagir com
componentes eletrofilicos de forma ndo enzimatica. De fato, a conjugacdo da glutationa
apresenta um aspecto essencial tanto para o metabolismo normal como para o
xenobiotico. A formagao da proteina-S-SG dissulfidica, conjugagao da glutationa e da
excre¢ao da GSSG, pode reduzir a disponibilidade de GSH e aumentar a demanda para
restabelecer a capacidade antioxidante (108). Um baixo nivel de glutationa pode gerar

células mais susceptiveis ao estresse oxidativo.

O fator de transcricdo de choque térmico (heat shock transcription factor
-HSFI) é um importante fator de transcricdo 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 evolucao, desde as bactérias até os humanos. Os estressores ativam o HSF1,
que trimeriza, se transloca do nucleo e se liga a elementos nos genes para as HPSs.
Tanto o estresse térmico quanto o ruido sdo conhecidos por ativar a resposta de choque
térmico na coclea e proteger de um subsequente trauma sonoro (60) (110). Os
camundongos com auséncia do HSF1 (Hsfl knockouts) sdo frequentemente mais

sensiveis a estressores, especialmente no sistema auditivo. O camundongo Hsfl -/ - ¢
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viavel (111) e apresenta limiares auditivos normais (110) (112). Entretanto a reposta do
tipo selvagem a um ruido leve produz somente uma perda auditiva temporaria, o
camundongo Hsfl - / - 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 expressdo do HSP70
na coclea, o que pode indicar o papel-chave para proteger as células ciliadas de um

subsequente estresse pelo ruido.

Foi demonstrado o efeito da exposi¢do intensa ao ruido na expressdo de
moléculas que parecem ser importantes para o desenvolvimento da PAIR em linhagens
de camundongos consanguineos (113). Foram avaliados os camundongos B6.CAST,
129X1/Sv] e 129S1/SvimlJ. O protocolo de exposi¢ao ao ruido gerou uma perda de 40
dB nos limiares auditivos de camundongos B6, porém houve resisténcia ao ruido nas
demais linhagens de camundongos. Apos 6 horas da exposi¢do ao ruido, a andlise da
expressdo génica no labirinto membranoso demonstrou um aumento da regulagdo de
fatores de transcricdo tanto no camundongo suscetivel quanto no camundongo
resistente. Entretanto, uma significativa redugdo dos genes envolvidos no ciclo celular
(HSP70 e HSP40, GADD45-beta e Cipl) foi detectada somente no camundongo
resistente. Além disso, houve uma upregulation de HSP70 ¢ HSP40, GADDA45-beta e
Cip1 nos camundongos da linhagem 129, sendo confirmado a nivel proteico. Ja que a
funcdo dessas proteinas inclui um importante papel como potente rota celular
antiapoptotica, a sua upregulation poderia contribuir para a prote¢do do camundongo

resistente ao desenvolvimento da PAIR (113).
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Foram realizados estudos sobre a proteina de ligagdo a acidos graxos (fatty acid-
binding protein 3 - Fabp3) e a sua relacdo com a exposi¢ao ao ruido. A Fabp3 ¢ uma
proteina de transporte intracelular de lipideos que tem papel na mediagdo do
metabolismo energético. A Fabp3 ¢ expressa nos neuronios do ganglio espiral e nas
células de suporte do orgdo de Corti. Entretanto, ndo estd claro o papel da Fabp3 na
coclea. Foi demonstrado que limiares auditivos de potenciais evocados de camundongos
knockout Fabp3 ndo se modificaram em comparagdo ao tipo selvagem. Ao comparar
com o tipo selvagem, o camundongo mutante ndo demonstrou diferencas em relagdo a
vulnerabilidade da exposi¢do ao ruido. Esses resultados demonstram que a deficiéncia

isolada da Fabp3 nao afeta a fungao auditiva (114).

Foram realizados estudos comparados sobre a linhagem de camundongo CBA/
CaJ como modelo de perda auditiva relacionada a idade e a PAIR. Considerando a
resisténcia ao ruido e a limitada perda auditiva relacionada a idade, foram realizados
estudos com outras linhagens para encontrar padrdes semelhantes a linhagem CBA/Cal
(115). Foram utilizadas algumas linhagens do HMDP, o qual tem sido utilizado para
GWAS a fim de estudar tracos complexos em camundongos. A linhagem FVB/NJ ¢
parte do HMDP e foi previamente descrita com um fendtipo auditivo semelhante ao
CBA/Cal. Foi demonstrado que a linhagem FVB/NJ desenvolve o fendtipo de perda
auditiva relacionada a idade mais precoce que o CBA/Cal. Além disso, camundongos
jovens de FVB/NJ sao mais vulneraveis a 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 ruido na idade

jovem.
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Foi estudado o fator de transcricdo LIM (Isl1) em fungdo do seu papel critico na
orelha interna. Na orelha interna de camundongos, o Isll € expresso na regido do
otocisto, em células ciliadas jovens e nas células de suporte. Nao ¢ expresso em células
ciliadas auditivas no periodo pos-natal. Para avaliar a expressao continuada do Isll em
células ciliadas no periodo pds-natal e descobrir como afeta o desenvolvimento celular e
a funcdo coclear, foi criado um modelo de camundongo transgénico. O Pouf4f3
promoveu uma sobreexpressao do Isll de forma especifica nas células ciliadas. As
células ciliadas com sobreexpressdao de Isll se desenvolvem normalmente, o que foi
confirmado por morfologia e fungdo coclear (potenciais evocados auditivos e emissoes
otoacusticas). A 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, trago de perda auditiva relacionada a idade na
linhagem com origem (C57BL/6J). Em contraste, o camundongo transgénico Isll
demonstrou significativamente uma menor elevagdo dos limiares auditivos e maior
sobrevivéncia de células ciliadas. Além disso, a sobreexpressdo do Isll protegeu o
ouvido da PAIR. Tanto as alteracdes dos potenciais evocados quanto a morte de células
ciliadas externas foram significativamente menores em comparacdo ao tipo selvagem.
Esse modelo sugere um mecanismo subjacente comum na PAIR e na perda auditiva
relacionado a idade. Além disso, gera evidéncia de que a expressdao do Isll de forma
especifica nas células ciliadas pode promover uma maior sobrevivéncia celular e
minimizar a perda auditiva que normalmente ocorre com o envelhecimento e a

exposicao ao ruido intenso (4).
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Foi estudada a deficiéncia do gene MYHI14 na susceptibilidade a PAIR em
camundongos CBA/Cal. Foi utilizada tecnologia CRISPR / Cas9 para estabelecer uma
linhagem de camundongos knockout Myhl4 - / - e esclarecer o papel do MYH14 na
coclea e na PAIR. Foi caracterizado que os camundongos Myh14 -/ - ndo apresentaram
perda auditiva significativa até os cinco meses de idade. Além disso, os animais Myh14
- / - foram mais vulneraveis ao ruido de alta intensidade em compara¢do aos animais
controle na avaliagdo eletrofisiologia auditiva (ABR). Apds trauma acustico 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 protecao da codclea apos superestimulacao acustica

em camundongos CBA / CaJ (116).

Foi explorada a associagdo entre Conexina 26 e PAIR, estabelecendo um modelo
de camundongo Cx26 knockdown (KD), através de engenharia molecular, atenuando a
funcdo desse gene apds o nascimento. Camundongos Conexina26 nulos ja nascem
surdos e ndo sdo apropriados para estudo em PAIR. Apds knockdown condicional da
Conexina26 no 180 dia pos-natal e, foram medidos os limiares auditivos e as alteragdes
morfoldgicas nesses camundongos com e sem exposi¢do ao ruido. Os camundongos
Cx26 KD nao apresentaram perda auditiva substancial e degeneracdo das células
ciliadas antes do ruido. Apds trauma acustico, os camundongos Cx26 KD sofreram
maior perda auditiva e ndo tiveram recuperagdo auditiva. Também foi observada uma
extensa perda de cé€lulas ciliadas externas e destruicdo mais severa do 6rgdo basal de

Corti em camundongos Cx26 KD apds a exposi¢do ao ruido. Esses dados indicam que a
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expressdo reduzida de Cx26 na coclea pode aumentar a suscetibilidade a perda auditiva

induzida por ruido e facilitar a degeneracgao celular no 6rgao de Corti (117)

Um estudo em camundongos avaliou o gene NRF2 na protecao coclear apds
danos induzidos por ruido. Foram testados camundongos NRF2 - / - ap6s exposi¢cdo ao
ruido, sendo verificadas mudancas dos seus limiares auditivos significativamente
maiores em comparacdo com camundongos do tipo selvagem. O tratamento com
CDDO-Im, um potente medicamento ativador de NRF2, antes, mas ndo apds a
exposi¢do ao ruido, preservou a integridade das células ciliadas e melhorou os niveis
auditivos pos-exposi¢cao em camundongos do tipo selvagem, mas ndo nos camundongos
Nrf2 - / -. Portanto, a ativacdo de NRF2 demonstrou-se eficaz para a prevencdo de
PAIR. Assim, a alta atividade de NRF2 pareceu ser vantajosa para a protecao coclear de
lesdes induzidas por ruido, sendo o NRF2 um alvo promissor para a prevencao 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 sio membros
da familia de proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKs) e regulam
coordenadamente uma infinidade de processos celulares. Em resposta a uma variedade
de estimulos extracelulares, a fosforilacdo dos residuos de treonina e tirosina ativa a
ERK. Demonstrou-se que a ERK2 desempenha um papel importante na regulagao da
sobrevivéncia das células ciliadas e na PAIR em camundongos (C57BL/6J).
Camundongos knockout condicionais deficientes de ERK2 nas células ciliadas da
orelha interna apresentaram audi¢do comparavel aos controles e ndo exibiram perda de

células ciliadas em condi¢des normais. No entanto esses camundongos knockout foram
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mais vulneraveis a ruidos e apresentaram recuperagdo atenuada na PAIR em
comparacao aos camundongos controle. Além disso, observou-se uma taxa de sobrevida
significativamente menor das células ciliadas internas nesses camundongos, em
comparacao aos controles. Esse resultado indicou que o ERK2 pode desempenhar papel

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

Em 2015 Lavinsky et al realizaram um GWAS com camundongos transgénicos
na busca de genes envolvidos na perda auditiva induzida por ruido. O gene Nox3 foi
critico no o desenvolvimento da PAIR. Foram utilizados animais do HMDP, e
protocolos de exposi¢do ao ruido e aferi¢do da audicao rigidos. Verificou-se um pico
significativo para PAIR no cromossomo 17, dentro de um bloco de haplotipos

especificos, apds exposicao ao estimulo de 8 kHz tone burst (120).

Esse pico significativo foi localizado em regido préxima ao gene Nox3,
levantando a hipotese de sua associagdo direta na PAIR. Para comprovagao, através de
engenharia genética, foram criados camundongos Nox3 mutantes e heterozigotos. Esses
camundongos foram submetidos a protocolos de exposicdo ao ruido com PEATE e
EOA-PD, possuindo grande susceptibilidade para PAIR especialmente em 8KHz. Na
avaliacdo histologica de suas cocleas e através de imunofluroscencia foram visualizadas
alteragdes especificas nas fendas sinapticas da coclea, especificamente na tonotopia de
8KHz. Esse GWAS definiu que a susceptibilidade genética esta distribuida
tonotopicamente na coclea. Além disso, foi o primeiro gene da perda auditiva induzida

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

O avango nas pesquisas da genética da perda auditiva foi consideravel
principalmente na ultima década. Com o sucesso da utilizagdo de modelos animais no
estudo da PAIR, principalmente camundongos de linhagens endogamicas, a descoberta
de genes candidatos ¢ cada vez maior. Nesse interim surge a necessidade de busca de

outros fendtipos ainda nao explorados.

A utiliza¢ao dos Potenciais Evocados de Tronco Encefalico para avaliagdo do
limiar auditivo consagrou-se nos estudos de PAIR. Porém existem outras formas de
estimar os limiares auditivos, sendo o caso das Emissdes Otoacusticas por Produtos de
Distor¢do (EOPD). Essa metodologia avalia especificamente a fungdo das células

ciliadas externas, que sdo acometidas precocemente na PAIR.

Buscando unir as experiéncias dos estudos prévios com camundongos na PAIR,
nesse estudo pretendemos realizar um Estudo de Associacdo do Genoma Inteiro
utilizando protocolos rigidos de exposi¢do ao ruido em camundongos previamente

genotipados do Hybrid Mice Diversity Panel.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Mapear genes relacionados a perda auditiva induzida por ruido através de
Emissoes otoacusticas por produtos de distor¢ao através de um estudo de associacao do

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

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

- Disponibilizar publicamente a informacdo dos genes candidatos ao fenotipo estudado.

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

referentes a genética da PAIR.



