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Resumo

A surdez ¢ a deficiéncia sensorial mais comum e afecta cerca de 466 milhdes de
pessoas em todo o mundo, das quais 34 milhdes sdo criangas.

Apesar de a surdez hereditaria poder estar associada a causas adquiridas, estima-se
que, de todos os casos de surdez, mais de 50% tenha uma causa genética, tendo ja sido
identificados mais de 100 genes em humanos associados a esta patologia.

A surdez ndo sindromica, corresponde a cerca de 70% dos casos congénitos e destes,
cerca de 80% estd associado a um padrdo de hereditariedade autossémico recessivo.
Neste contexto, o locus DFNBI1, que inclui os genes GJB2 e GJB6, que codificam as
conexinas 26 e 30, associa-se a mais de 50% dos casos.

De forma a diagnosticar o mais precocemente possivel estes doentes, esta
implementado, na maioria dos paises desenvolvidos, um rastreio neonatal auditivo.
Adicionalmente, recorre-se cada vez mais ao diagnostico molecular que, para além de
outras vantagens, permite identificar a etiologia nos casos de surdez genética.

Actualmente, os implantes cocleares constituem uma opg¢do segura e eficaz de
reabilitagdo dos doentes com surdez severa a profunda neuro-sensorial. No entanto, uma
maior compreensao dos mecanismos genéticos moleculares subjacentes a esta patologia

possibilita o desenvolvimento de novas terapias, nomeadamente a génica coclear.

Palavras-chave: surdez, DFNBI, conexinas, GJB2, GJB6



Abstract

Deafness is the most common sensory impairment and affects about 466 million
people worldwide, of which 34 million are children.

Although hereditary deafness may be associated with acquired causes, it is estimated
that, of all cases of deafness, more than 50% have a genetic cause, having already been
identified more than 100 genes in humans associated with this pathology.

Non-syndromic deafness accounts for about 70% of congenital cases and of which
about 80% are associated with an autosomal recessive inheritance pattern. In this
context, the DFNB1 locus, which includes the GJB2 and GJB6 genes, that encode the
26 and 30 connexins, is associated with more than 50% of the cases.

In order to diagnose these patients as early as possible, a neonatal auditory screening
test is implemented in most developed countries. In addition, molecular diagnosis is
increasingly used, which, in addition to other advantages, makes it possible to identify
the etiology in cases of genetic deafness.

Currently, cochlear implants are a safe and effective option for the rehabilitation of
patients ranging from severe to profound sensorineural deafness. However, a better
understanding of the molecular genetic mechanisms underlying this pathology is

enabling the development of new therapies such as cochlear genetics.

Key words: deafness, DFNB1, connexins, GJB2, GJB6
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Introducio

A surdez corresponde a uma redugao total ou parcial da capacidade de um individuo
detectar som. E a deficiéncia sensorial mais comum e afecta cerca de 466 milhdes de
pessoas em todo o mundo, das quais 34 milhdes sdo criangas. [1]

De uma forma geral, a prevaléncia da surdez aumenta com a idade, o que reflecte a
importancia do impacto quer dos factores genéticos, quer dos ambientais. [2] O numero
crescente de familias com surdez com idade de instalagdo tardia demonstra que a

influéncia genética tem sido subestimada. [3]

A surdez congénita corresponde a perda ou auséncia da capacidade auditiva ao
nascimento, sendo uma das patologias cronicas mais frequentes nas criangas. [4]

As 1implicagdes da surdez congénita ou da surdez precocemente adquirida
relacionam-se com o desenvolvimento da linguagem e da fala, desempenho escolar,
capacidade de comunicagdo, cogni¢do e desenvolvimento sécio-emocional [5] [6].
Assim, de forma a melhorar o progndstico, ¢ essencial identificar as criangas com perda
auditiva e implementar uma intervengao terapéutica precoce. Em Portugal, ¢ realizado o

Rastreio Auditivo Neonatal Universal. [6]

O objetivo deste trabalho ¢ de sistematizar a informacao disponivel na literatura
relativamente ao panorama actual da surdez congénita, nomeadamente da surdez

hereditaria neurosensorial associada a mutagdes nos genes das conexinas.

Prevaléncia

Estima-se que 1 em cada 2000 recém-nascidos sofra de surdez congénita. Destes,
70% dos casos correspondem a surdez ndo sindromica, cerca de 80% sdo herdados de
forma autossomica recessiva € 50% tem como causa mutagdes no gene GJB2. Tendo
em conta estes dados, a prevaléncia estimada na populacao geral da surdez congénita

nao sindromica associada ao gene GJB2 ¢ de 14:100000. [7]



Classificacido da surdez

A surdez pode ser classificada quanto ao tipo, a idade de aparecimento e a gravidade.

[2]

Quanto ao tipo, podemos classificar a surdez em condutiva, neurosensorial ou mista.
A primeira, a condutiva, refere-se a alteragdes ao nivel do ouvido externo e/ou nos
ossiculos do ouvido médio. A surdez neurosensorial refere-se a alteracdoes na
funcionalidade das estruturas internas do ouvido, como a céclea e o nervo auditivo [3].

A surdez mista corresponde a uma sobreposicao dos dois tipos supra descritos [2].

Relativamente a idade de aparecimento, a surdez pode ser classificada em pré-natal,
peri-natal e pos-natal. E, relativamente a relagdo com a aquisi¢ao linguistica, em pré-
lingual, se surge antes do desenvolvimento da linguagem. Mais de 50% dos casos de
surdez pré-lingual sdo de natureza hereditéaria, sendo os restantes 40-50% secundarios a
factores ambientais, como infecgdes e iatrogenia. E, por oposi¢ao, a surdez pos-lingual

ocorre apds o desenvolvimento da linguagem [2].

Quanto ao grau, ¢ possivel quantificar a perda de capacidade de percepcao do som
através da realizagdo de um audiograma, no qual a unidade de medida utilizada para a
intensidade dos sons € o Decibel, e para a frequéncia ¢ o Hertz. Uma perda entre os 26 e
os 40 dB corresponde a uma surdez ligeira, entre os 41 e os 55dB ¢ moderada, entre os

56 e os 70 ¢ moderada a grave, entre os 71 e os 90 ¢ grave e, superior a 90dB ¢ profunda

[2].

Causas de surdez
Na investigagdo da surdez, devem-se ter em conta as causas adquiridas, genéticas e

combinacoes de ambas [2].

e Causas adquiridas
A surdez pediatrica adquirida deve-se a factores ambientais, como a prematuridade,

exposi¢ao a farmacos ototoxicos, trauma e infecgdes [8]. Estas ultimas podem ser pré-



natais, causadas por microorganismos do grupo TORCH (toxoplasmose, rubé¢ola, CMV
e herpes), ou pos-natais, como meningites bacterianas [2]. Nos paises desenvolvidos, o
CMYV, ¢ o principal agente de infec¢do congénita, podendo afectar de 0,2 a 2% dos
recém-nascidos e cursar com um quadro clinico muito variavel e de dificil diagnostico
[91[2].

No caso dos adultos, a surdez adquirida ¢ geralmente associada a factores
ambientais, como a exposi¢ao ao ruido, ou associada a idade — presbiacusia. Nos paises
ocidentais, cerca de 10% da populagdo padece de surdez com gravidade suficiente para
interferir com a capacidade de comunicagdo, sendo que esta percentagem sobe para

40% quando se refere a individuos com mais de 65 anos [2].

e Causas genéticas
Estima-se que, de todos os casos de surdez, mais de 50% tenha uma causa genética,
estando a maioria associada a mutacdes de um uUnico gene, ou seja, com uma

transmissao monogénica [10].

Surdez sindrémica

Dentro das causas da surdez hereditaria, estas podem estar associadas a sindromes,
ou seja, tém caracteristicas clinicas distintivas. Estas correspondem a cerca de 30% dos
casos e podem ser classificadas em condutivas, neurosensoriais ou mistas [11] [2].

As formas sindrémicas de surdez, exceptuando embriopatias causadas, por exemplo,
por infeccdes a rubéola, CMV ou toxoplasmose, t€m maioritariamente uma origem

genética, tendo ja sido identificados mais de 100 genes associados [3].

Surdez nado sindrémica

A surdez que ndao estd associada a sindromes, a surdez nao sindromica,
corresponde a cerca de 70% dos casos congénitos, € tem uma natureza quase

exclusivamente neurosensorial [11] [2] [3].

A maioria dos casos, cerca de 80%, associa-se a um padrao de hereditariedade
autossomico recessivo (DFNB); 17% associa-se a hereditariedade autossomica
dominante (DFNA), 1-2% tem hereditariedade ligada ao X (DFN) e menos de 1%

associa-se a genes mitocondriais [10].
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Ambiental ~25%
Etiologia Desconhecida
~25%

Sindrémica ~30%

Mitocondrial <1%

Genética ~50% Ligada ao X ~2%
enetica ° Nao sindrémica ~70% 1845 20 >

Autossdmica dominante ~17%

Autossdmica recessiva ~80%

Quadro 1 — Coluna 1: causas de surdez congénita; coluna 2: presenca ou auséncia de outras
manifestacdes dentro das causas genéticas; coluna 3: modo de hereditariedade da surdez nao

sindrémica. Quadro adaptado de Schrijver, 1., [2004].

Dos genes responsaveis por surdez ndo sindromica, foram identificados, até a data,
71 com hereditariedade autossomica recessiva, 44 com hereditariedade autossomica

dominante e 5 ligada ao X [12].

Apesar de ter sido identificada uma relacdo entre a surdez ndo sindromica
transmitida de forma autossémica recessiva e mais de 90 locus [12], o locus DFNBI,
localizado no cromossoma 13q11-12, associa-se a mais de 50% dos casos [13], [14].
Este locus, inclui os genes GJB2 e GJB6, que codificam duas proteinas
transmembranares: as conexinas 26 e 30, respectivamente, que sdo expressas ao nivel

da céclea, sendo importantes no processo auditivo [13], [6], [2], [8], [15].

As mutacoes no gene GJB2, herdadas maioritariamente de um modo autossomico
recessivo, sdo responsaveis por mais de 50% dos casos, constituindo a causa mais
comum de surdez de etiologia genética nao sindrémica neuro-sensorial pré-lingual [16]

[17] [15].

Desta forma, a surdez ndo sindromica autossomica recessiva devida a mutagdes no

gene GJB2 designa-se por DFNB1 [18].

Conexinas
As conexinas sao proteinas de membrana expressas na maioria dos vertebrados
superiores, tendo sido, até¢ a data, identificados 21 genes humanos diferentes que as

codificam [16].
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Quanto a topologia, as conexinas t€ém quatro dominios transmembranares ligados por
duas ansas extracelulares e uma intracelular, um dominio amino terminal (-NH») e um

dominio carboxilo terminal (-COOH) [19].

Seis conexinas sofrem oligomerizacao intra-celularmente para formar uma unidade
de canal gap junction, um conexao ou hemicanal, que ¢ transportada para a membrana
plasmatica. Seguidamente, os conexdes de duas células adjacentes alinham-se

simetricamente de maneira a formar um poro/canal intercelular.

Connexin

22
'll'k— Cell 1: Cytoplasmic membrane

“ <= Cell 2: Cytoplasmic membrane
DD

iU

Connexon

Imagem 1: As conexinas formam canais intercelulares organizando-se em grupos de seis de modo a
formar uma estrutura designada por conexdo. Dois conexdes de células adjacentes formam uma gap

junction. Imagem retirada de Wonkam, A et al. [2015].

Estas juncdes sdo responsaveis pela comunicacao intercelular e permitem a troca de
pequenos i0es, mensageiros secundarios e metabolitos, entre células adjacentes,
essenciais para a homeostase dos tecidos, crescimento e diferenciagdo celulares [20]

[21].

Os conexdes podem ser compostos por conexinas do mesmo ou de diferentes tipos e,
devido a esta capacidade combinativa, mutagdes patogénicas nos genes que codificam
as conexinas podem produzir diferentes outcomes clinicos [17]. Foram ja identificados
9 genes implicados em doengas hereditarias na espécie humana, como cataratas, doenca
de Charcot-Marie-Tooth, displasia oculodentodigital e surdez sindrémica e nao
sindromica. Das patologias referidas, a surdez ¢ a mais importante em termos de

frequéncia na populagdo humana [16] [22] [19] [20].
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Connexin Connexon Gap junctions

Imagem 2: O diagrama mostra como as conexinas podem organizar-se para formar hemicanais
(conexdes) na membrana da célula, como estes ultimos podem formar canais inter-celulares (gap
junctions) e a terminologia usada para as diferentes combinagdes. Os conexdes podem ser
homoméricos ou heteroméricos e as gap junctions podem ser homotipicos ou heterotipicos. Imagem

retirada de Lee, J.R; White, T.W. [2009].

As conexinas mencionadas, 26 e¢ 30, sdo altamente expressas na coclea, entre as
células de suporte, e pensa-se que t€ém um papel fundamental na recirculagao dos ides
de potassio das células ciliadas de volta para a endolinfa, sendo essenciais no processo

auditivo [14] [19] [15] [23].

e Conexina 26
A conexina 26 ¢ uma proteina codificada pelo gene GJIB2, que ¢ o mais
frequentemente mutado, sendo responsavel por cerca de 50% dos casos de surdez

neurosensorial autossémica recessiva.

As observagdes feitas num estudo mostram que, em ratinhos, as mutagdes no GJB2
afectam predominantemente o normal desenvolvimento do epitélio sensorial na coclea

[24].

A maioria das mutagdes no gene da conexina 26 € que se associam a surdez nao
sindromica sdo dele¢des que levam a frameshifts, ¢ mutacdes nonsense que levam a
proteinas precocemente truncadas. Para além disso, a maioria das mutacdes no gene
GJB2 resultam essencialmente num knockout do gene em doentes homozigoticos, com

perda completa da funcao da conexina 26, resultando em surdez [25].
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Os tipos e as frequéncias das mutagdes sao fortemente influenciados pela etnia da
populagdo em causa [14].

Apesar de estarem descritas mais de 100 mutagdes no gene GJB2, a variante 35delG
representa mais de 70% de todas as mutagdes patoldgicas em muitas populagdes, sendo
a mais frequentemente detectada na populagdo caucasiana, com uma prevaléncia de
portadores de 1 a 5% [11] [14]. Nesta, ocorre delegao de seis repeticdes G na posi¢ao 35
(35delG), que leva a uma frameshift e, como tal, a formacdo de um codao stop
prematuro na posi¢cao 13, o que leva a uma perda completa da fungdo da proteina [26]

[25]. o

dog 73i 149 187

/7 7

20 93 130

c.35delG

Variable Average Conserved

1 2 3 4 s 6 74 8 o

Imagem 3: Representagdo esquematica da cadeia de aminoacidos da conexina 26. A seta identifica o
local da mutacdo c.35delG associada ao GJB2. O indice de cores representa os varios niveis de

conservagao dos aminoacidos da Cx26. Imagem adaptada de Gongalves et al. [2013].

Na populacao Judia Ashkenazi, uma das mutagdes mais frequentes ¢ al67delT, na

populagdo asiatica ¢ a 235delC e na populacao africana ¢ a Argl43Trp [14] [26].

Estas mutagdes nonsense so resultam em surdez nao sindromica e sugerem que a
perda completa de funcao causa surdez ndo sindromica associada ao gene GJB2 [25]

[27].

e Conexina 30
A conexina 30 ¢ codificada pelo gene GJB6, localizado a montante do GJB2, no
locus DFNBI [14]. E muito semelhante a conexina 26 (com uma semelhanga de 76%),

sendo ambas expressas na coclea [26].
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Estudos realizados em ratinhos knockout para a conexina 30 indicam que a auséncia
de potencial endococlear, durante o desenvolvimento coclear, ¢ a principal causa de

surdez [24].

Apesar de as mutagdes bialélicas no gene GJB2 representarem cerca de 50% dos
casos de surdez ndo sindromica autossOmica recessiva, existem casos com uma unica
mutacdo neste gene que nao sdo explicados desta forma [14] e a identificagdo de
familias surdas associadas ao 13ql2 mas negativas para mutacdes no gene GJIB2
sugeriu a presenga de outros genes causadores de surdez nesta regiao [28].

Assim, mutagdes no gene GJB6 podem explicar os casos em que apenas foi
identificada uma mutagao em GJB2, sugerindo um padrao de hereditariedade digénico
[26] [29]. Isto significa que quando um individuo apresenta duas mutacdes, em cada
um de dois genes diferentes, a combinagdo dessas alteracdes genéticas tem como
consequéncia um fendtipo que ndo surgiria caso o individuo fosse portador apenas de

uma das mutagoes.

As mutagdes digénicas heterozigéticas nas conexinas 26 e 30, nos genes GJB2 e
GJB6, respectivamente, constituem a segunda causa mais frequente de surdez recessiva
em humanos, no entanto, o mecanismo pelo qual estas mutagdes causam surdez

permanece pouco claro [30].

e Portugal

Num estudo realizado Portugal, em 57 criancas com surdez ndo sindrémica,
concluiu-se que a mutagao no gene GBJ2 ¢ a causa mais frequente de surdez pré-lingual
transmitida de forma autossdmica recessiva, tendo sido detectada em 42% dos doentes
e, para além disso, 87% dessas mutagdes corresponderam a 35delG. Adicionalmente,
nao foram encontradas mutagdes GJB6 [31].

Outro estudo, também realizado em Portugal, com 117 criangas, concluiu que a
muta¢do 35delG foi a mais frequentemente encontrada, correspondendo a 85% dos
alelos mutados. Sendo que apenas dois individuos, heterozigdticos para 35delG,
apresentavam delec¢des que envolviam o GJB6, o que confirma a baixa prevaléncia

destas mutagdes na populagdo portuguesa [32].

15



Apresentacio clinica

A surdez nao sindromica associada a mutacdes no locus DFNBI1 esta presente, na
maioria dos casos, desde o nascimento, no entanto, ndo se deve assumir que ¢ congénita
em todos os casos uma vez que existem casos reportados de criangas com respostas
normais ao rastreio neonatal que desenvolveram surdez severa em poucos meses, tendo
sido estimada a frequéncia de ndo penetrancia ao nascimento em 6,9% [17].

E mais frequentemente pré-lingual, geralmente ndo progressiva, tem uma natureza
neuro-sensorial, e pode ser de gravidade desde ligeira a profunda [7] [17]. Apesar de
geralmente ndo progressiva, a surdez pode ser progressiva e, em casos raros, flutuante

[33].

Geralmente ndo se associa a sintomas de alteracdes vestibulares, como vertigens e
tonturas, logo, as criangas com esta patologia, adquirem as competéncias motoras
dependentes do equilibrio nas idades apropriadas [7]. No entanto, existem dados que
sugerem a existéncia de disfuncdo vestibular, sendo que uma compensacao central pode

provavelmente explicar a auséncia de sintomas [17].

Exceptuando a incapacidade auditiva, estes individuos sdo saudaveis e t€ém uma

esperanga média de vida semelhante a dos individuos sem a mutagao [7].

Relacio genotipo-fendtipo

Estudos indicam que ¢ possivel prever o fen6tipo com base no gendétipo [7] [34].

Num estudo que avaliou 1531 pessoas com surdez nao sindrémica autossomica
recessiva (DFNB1), de 16 paises diferentes, verificou-se que a gravidade era muito
variavel dentro do mesmo gendtipo. No entanto, quando os autores classificaram as
mutacoes de acordo com a gravidade dos seus efeitos moleculares foram encontradas
algumas relagdes. As variantes genotipicas incluiram biallelic truncating (T/T), biallelic

non-truncating (NT/NT) e heterozygous truncating/non-truncating (T/NT).
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Genotipo Percentagem Surdez ligeira Surdez profunda
T/T 36% 0-3% 59-64%
NT/NT 24% 53% 13%
T/NT 40% 29-37% 24-30%

Quadro 2: Mostra as relagdes gendtipo-fendtipo por variante, num estudo realizado em 1531
pessoas com variantes bialélicas patogénicas GJB2. Quadro adaptado de Smith R.J.H., Jones M.K.N.
[2016].

Estes dados sugerem que os genotipos com duas mutagdes truncadas (que levam a
formagdo de coddes stop prematuros) levam a perdas auditivas mais graves do que
genotipos com duas mutagdes nao truncadas (mutagdes que levam a substituigdes de
aminoacidos). Genotipos com mutagdes truncadas e nao truncadas resultaram em
fendtipos de severidade intermédia entre os dois descritos. Adicionalmente as
conclusdes descritas, os autores refor¢cam que existe uma grande variabilidade
fenotipica e que isso se pode dever ao efeito de genes modificadores e/ou factores

ambientais, que levam a uma penetrancia incompleta e expressao variavel [10] [17].

De modo a compreender a variabilidade fenotipica existente entre individuos
homozigéticos para a mutagdo 35delG, foi realizado um estudo cujos resultados
sugerem que ndo existe um gene modificador major mas sim que a variabilidade

fenotipica se deve ao efeito de varios genes que interagem entre si [35].

Rastreio auditivo
Antes da implementagdo dos rastreios neonatais e programas de intervencao, a idade
média de diagnoéstico era 1,5-3 anos, o que corresponde a uma idade muito depois do

intervalo critico para o inicio do discurso e aquisi¢cao da linguagem [36].

Uma vez que a plasticidade cerebral muda durante a infancia, as criangas que nao
foram expostas a estimulos auditivos adequados ou tiveram exposi¢ao insuficiente a
linguagem, vao enfrentar obstaculos subsequentes na aquisicdo da linguagem,

desenvolvimento cognitivo, funcionamento psicosocial e interacgdes sociais [36].
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O diagnostico de surdez deve ser feito o mais precocemente possivel para permitir
que a crianca desenvolva capacidades comunicativas apropriadas [37].

Na maioria dos paises desenvolvidos, o rastreio neonatal auditivo permite a detec¢ao
precoce, prevenindo atrasos no desenvolvimento do discurso e da linguagem, e outras
implicagdes sociais e emocionais da surdez [4]. Em Portugal, ¢ feito o Rastreio Auditivo
Neonatal Universal. Segundo a NOC 018/2015 “todos os recém-nascidos devem ser
submetidos ao rastreio auditivo até ao final do primeiro més de vida”, deve haver
confirmacdo do diagnéstico “até aos 3 meses de vida” e “intervengdo precoce e

adequada até aos 6 meses de idade” [6].

O rastreio auditivo neonatal pode ser feito através do método das otoemissoes
acusticas (OEA). As otoemissdes acusticas sao sons produzidos por células do ouvido
interno que na maioria das patologias associadas a surdez infantil tém a sua
funcionalidade comprometida. E colocado uma sonda no ouvido através do qual sdo
enviados estimulos sonoros e que possui um microfone que regista as respostas
(otoemissdes acusticas) aos sons emitidos. Na crianga com défice auditivo ndo se obtém
otoemissOes acusticas. Quando o teste de rastreio identifica um défice auditivo, ¢

necessaria uma avaliacdo mais detalhada em consulta de otorrinolaringologia.

No entanto, existem algumas limitagdes neste rastreio, como casos de surdez com
desenvolvimento progressivo que ndo se manifesta no periodo neonatal, a existéncia de
mutacoes que predispde ao desenvolvimento de surdez mais tardiamente quando
associadas a outros factores de risco ambientais e ainda casos de surdez com graus

ligeiros, uma vez que este método so detecta surdez de cerca de 30-40dB.

Diagnostico genético
Devido a sua importancia crescente na pratica clinica, € necessario que oS
profissionais de saude estejam familiarizados com os testes genéticos existentes e

tenham conhecimentos adequados relativamente as implicagdes dos mesmos [38].
Os testes moleculares para os genes GJB2 e GJB6 devem ser considerados na

avaliacdo dos individuos com surdez congénita ndo sindrémica neurosensorial e nas

familias que tém duas gera¢des com surdez nao sindromica [2].
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A importancia do diagndstico molecular passa por permitir um aconselhamento
genético dirigido, prevenir novos casos de surdez, excluir o risco de casos sindromicos,
identificar a susceptibilidade a aminoglicosidos, selecionar os bons candidatos a
implante coclear e determinar o risco de recorréncia [39].

A utilizacdo de testes genéticos permite a identificacdo dos doentes que ndo sdo
detectados no rastreio neonatal, identificar a etiologia nos casos de surdez genética e
diminuir o consumo de outros recursos € exames complementares de diagnostico que se

revelariam inuteis na grande maioria dos casos [7].

Os testes genéticos moleculares disponiveis incluem testes-alvo (single-gene testing
ou multigene panel) e testes genomicos (comprehensive genomic sequencing). Os testes
recomendados sdo os que permitem uma avaliagdo de um painel de genes
especificamente associados a surdez, ou seja, todos os genes identificados como

responsaveis por surdez congénita nao sindromica e por diagndsticos diferenciais [7].

Sao exemplos de testes genéticos a genotipagem, para deteccdo de variantes
patogénicas, sequenciacdo de genes, métodos de amplificagdo ou hibridizagdo que
detectam o numero de cOpias variantes, técnicas de metilagao especificas que detectam
alteragdes epigenéticas que influenciam a expressao génica, € sequenciagao de genoma

[40].

A sequenciagdo directa do ADN envolve a determinacdo sequencial da ordem das
bases nucleicas numa determinada cadeia de ADN, o que permite identificar todas as
mutacoes possiveis num determinado gene. A next-generation sequencing (NGS)
permite a andlise simultanea de fragmentos de sequéncias de DNA, sendo possivel
detectar variagdes tdo pequenas quanto substitui¢des de uma unica base e o numero de
copias variantes. Este método suplantou o Método de Sanger, que se limita unicamente
a analise de sequéncias de uma regido do ADN (no méaximo ~1000bp), por oposicao a

sequenciagdo paralela maciga que € possivel com a NGS [41].

Considerando o facto que a surdez congénita afecta 1-3 em cada 1000 criancas
anualmente e que 90-95% destas tém progenitores ndo surdos, ¢ importante o

reconhecimento da taxa de portadores e a compreensao do espectro de mutacdes mais
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prevalente na populagdo geral, uma vez que estas informagdes sao uteis ndo apenas para
as familias mas também para um melhor planeamento das politicas de satde e de

educacao, assim como uma melhor alocagao de recursos [36].

Diagnostico pré-natal e pré-implantaciao
Uma vez identificada a variante patogénica num membro da familia, ¢ possivel

realizar testes pré-natais e diagndstico pré-implantacao.

O diagndstico pré-natal consiste numa abordagem que avalia o material genético
fetal. E possivel ser feito através de dois métodos: analise de DNA obtido a partir de
amniocentese, entre as 15 e as 18 semanas de gestacdo, ou bidpsia das vilosidades
coriénicas, entre as 10 e as 12 semanas de gestagdo. E importante ter em conta aquando
da decisdo de realizar estes procedimentos que estes ndo sdo isentos de riscos para o

feto, podendo complicar em aborto.

O diagnoéstico pré-implantacao detecta alteragdes cromossdmicas € mutagdes nos

embrides. Este método ¢ usado por pessoas que recorrem a métodos de reprodugdo

medicamente assistida.

Aconselhamento genético

O aconselhamento genético € um processo que visa providenciar, aos individuos e as
familias, informagdo quanto a natureza, hereditariedade e implicagdes da doenca
genética, de modo a que estes possam tomar decisdes, médicas e pessoais, devidamente

informadas [37] [7].

O aconselhamento genético deve incluir duas vertentes: uma antes e outra depois do
teste. A vertente pré-teste deve esclarecer quanto a natureza da surdez, as diferentes
causas de surdez, os modos de hereditariedade e as opgdes existentes para a realizagao
de testes genéticos, tendo em conta os riscos, beneficios e limitagdes. A vertente pos-
teste deve incluir explicagdes dos resultados tendo em conta o contexto pré-teste e

avaliacdo do impacto psicologico dos resultados na familia [36].
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Quando se trata de uma familia ndo surda, ter uma crianca surda cria geralmente
diversas questoes e preocupacdes. Como tal, a possibilidade de compreender a etiologia
da surdez através de testes ndo invasivos, a perspectiva de se realizarem tratamentos
dirigidos numa fase precoce e a compreensao do modo de transmissao e probabilidade
de recorréncia, sao geralmente factores importantes que favorecem a compreensao ¢ a

melhor aceitacao da situagao [8].

Num estudo sobre o aconselhamento genético, foi escolhida uma populagdo de pais
nao surdos com um ou mais filhos surdos, que foram questionados quanto aos testes
diagnosticos, pré-natais e a condicao de portador. Destes, 96% teve uma atitude positiva
quanto aos testes genéticos, incluindo os pré-natais. No entanto, todos os inquiridos
tinham um pobre entendimento da genética, 98% ndo sabia estimar o risco de
recorréncia ¢ ndo compreendia o conceito de hereditariedade. Estes resultados
permitiram concluir que esta populagdo esta interessada nos testes genéticos e reforca a
importancia de providenciar aconselhamento genético formal previamente aos mesmos
[42].

No entanto, ¢ necessario ter em consideragdo que os testes genéticos nao sao
considerados benéficos universalmente. Membros da comunidade surda podem encarar
a surdez como uma caracteristica distintiva e nao como uma condicdo médica
incapacitante que requer um tratamento, cura ou prevencdo. Trata-se de uma
comunidade com a sua prépria cultura linguistica e identidade, que pode ndo encarar a
surdez como uma doencga, mas sim como uma caracteristica. Os testes ¢ aconselhamento
genéticos podem e devem ser oferecidos, mas tem de se ter em conta que existem
familias que preferem ter filho surdos ou que nao pretendem ter acesso a essa

informacao [2] [8].

e Risco familiar
A avaliagdo do risco genético deve ter em consideragdo a historia familiar e os testes

genéticos disponiveis.

Uma vez que se trata de uma patologia herdada de um modo autossomico recessivo,
os pais saudaveis de um individuo doente sdo necessariamente portadores

assintomaticos de uma variante patogénica do gene GJB2 e, portanto, heterozigdticos.
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Um segundo filho, dos mesmos pais, terd 25% de probabilidade de ser homozigotico
para a mutagdo e, por isso, doente; 50% de ser um portador assintomatico,

heterozigdtico; e 25% de ndo ser portador de nenhuma mutacdo, homozigoético.

Um filho de um progenitor afectado serd, pelo menos, heterozigdtico para a mutagao,

uma vez que vai de certeza herdar uma cépia mutada [7] [37].

Implante coclear

Antes dos implantes cocleares, a intervencao na surdez neuro-sensorial severa a
profunda consistia no uso de prdteses auditivas, estimulagdo oral, leitura labial e
linguagem gestual.

Actualmente, os implantes cocleares constituem uma opg¢do segura e eficaz de

reabilitagdo dos doentes com surdez severa a profunda [24] [18].

¢ Funcionamento do implante

Os implantes cocleares sdo dispositivos com dois componentes. O componente
externo, geralmente usado atras da orelha, contém um microfone que capta os sons, um
processador que os transforma num codigo eléctrico e um transmissor que envia estes
estimulos por radiofrequéncia e através da pele até ao componente interno. O
componente interno ¢ cirurgicamente implantado de forma subcutanea atras da orelha e
¢ formado por um receptor, que recebe o sinal acustico codificado pelo componente
externo, converte-o em impulsos eléctricos € os envia através eléctrodos no interior da

coclea, na scala tympani, que estimulam as terminacdes do nervo auditivo [4].
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Imagem 4: Esquema de um implante coclear. 1 — Microfone; 2 — Receptor subcutaneo; 3 —
Eléctrodos colocados directamente na Scala Tympani; 6 — Nervo auditivo. Imagem retirada de

Korver, A.M.H [2018]

e Candidatos ao implante
Sao candidatas ao tratamento com implantes cocleares as criangas com surdez neuro-
sensorial bilateral de grau profundo bilateral ou de grau severo bilateral sem beneficio

funcional com prétese auditiva [6].

e Rapidez da intervencio e da implantacao bilateral
Apesar de ndo estar estabelecido um limite minimo para a idade de implantagdo, os
estudos evidenciam que ha maiores beneficios se esta for realizada o mais precocemente

possivel e se a duragdo da surdez for o menor possivel [43].

A importancia da rapida intervencao prende-se com as consequéncias do atraso da
implantacao coclear, que pode levar a menor maturidade auditiva central € a uma menor
estimulagdo das células do cortex auditivo que, por este motivo, sofrem uma
transformagao progressiva para células de cortex visual, alteracdes estas que t€ém algum

grau de irreversibilidade [6] [44].

Alguns centros recomendam que deve ser privilegiada a implantagdo bilateral uma
vez que foi determinado de um modo objectivo e por apreciacao parental que ha melhor
processamento da linguagem e, para além disso, ha melhor localizacdo do som [45] [6].
Adicionalmente, estudos demonstram que a implantacdo bilateral precoce em criancas
com surdez profunda congénita pode conduzir a resultados escolares sobreponiveis com

os obtidos em criang¢as nao surdas [6] [46] [47].

e Resultados do implante

Esta intervengdo tem impacto positivo no desenvolvimento psicomotor, intelectual e
social. O implante tem o potencial de melhorar a audi¢do, depois de reabilitagdao
adequada, e de desenvolver a linguagem, com consequéncias positivas ao nivel da

qualidade de vida, aumentando o desempenho escolar, académico e a capacidade de
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trabalho, constituindo um factor facilitador de integracdo e de interac¢do na sociedade

[6].

Uma vez que as mutacdes GJB2 nao afectam as células do orgao de Corti, que
corresponde ao local de estimulagdo do implante coclear, ¢ expectavel que individuos
com esta mutacdo tenham melhores resultados apds a colocagdo do implante do que
aqueles que tém surdez associada a danos neurais e/ou centrais do sistema auditivo.

Depois de realizada uma avaliacao clinica, audiologica e da habilitagdo oral apos o
implante, um estudo feito em Portugal concluiu que individuos com mutagcdes DFNBI,
sujeitos a colocacdo de um implante coclear, atingem scores de performance oral
superiores, em cerca de 6%, relativamente aos candidatos com surdez de etiologia

diferente [32].

No entanto deve-se ter em conta que varios factores podem ter influéncia no
resultado final da operagdo, como a idade de implantagdo, a qual quanto mais cedo
ocorrer melhores resultados apresenta, a duracdo da surdez antes da implantacdo, a
estimulagdo auditiva antes da colocagdo do implante, a motivagdo ¢ o empenho no

processo de reabilitagao auditiva quer do doente, quer da familia [6].

Novas terapias
Terapias genéticas e celulares tém o potencial de preservar ou restaurar a audi¢ao
com uma percep¢do sonora mais natural e sem a necessidade de utilizar material

protésico [24].

A compreensao dos mecanismos moleculares genéticos subjacentes a surdez e das
consequéncias das mutagcdes nos tecidos afectados permite a possibilidade de
desenvolvimento de novas terapias, como a génica coclear, que influencia a expressao

génica nos tecidos afectados [48] [24].

As mutagdes no gene da conexina 26 correspondem a maioria dos casos de surdez
genética, o que faz do GJB2 um dos mais importantes alvos da terapia génica da surdez
[48]. Logo, uma vez que as mutagdes recessivas homozigoticas sao a principal causa de

surdez genética, existe um potencial de realizar substituicdo génica ou inducdo de
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expressao exdgena de um gene wildtype [24]. Inclusivamente, estudos realizados em
ratinhos mostram que a substituicdo de um gene ausente ¢ a downregulation de um gene

dominante podem restaurar a audigao [48].

Uma das técnicas a ser mais estudadas ¢ a utilizacdo de vectores virais que visam
substituir um gene nao funcionante ou com uma fun¢do aberrante, por outro saudavel.
Estes vectores virais surgiram como veiculos eficazes para a terapia génica,
particularmente nas doencas monogénicas recessivas [49]. Actualmente, o vector com
maior potencial ¢ o Adeno-Associated Virus (AAV). Uma vez que a entrada do AAV
nas c¢lulas ¢ mediada por receptores especificos, diferentes subtipos de AAV podem ter
efeitos directos nas células passiveis de serem infectadas. Outra vantagem ¢ que o AAV
pode ser incorporado no genoma do hospedeiro, resultando numa expressao estavel e de
longa duracgdo. Para além disso, a utilizacao destes vectores mostrou-se eficaz e segura
em varios ensaios clinicos. Uma vez que nao se associa 0 AAV com nenhuma doenca
humana, infec¢ao ou ototoxicidade, este mantém-se o candidato ideal para ser usado em
terapia génica na surdez hereditaria [48]. No entanto, uma vez que todas as células que
expressam gap junctions teriam de ser alvo da terapé€utica de forma a prevenir a surdez
e, dada a distribui¢do alargada das gap junctions na coclea, sdo questdes que fazem

deste alvo um dos mais desafiantes.

Estima-se que mais de metade dos casos de surdez genética seja causada por
mutacoes no gene GJB2, logo, de uma aplicacdo de terapia génica bem sucedida poder-
se-ia potencialmente esperar beneficios para uma grande proporc¢ao dos doentes surdos.
No entanto, este gene ¢ critico para o desenvolvimento da coclea, e se os resultados
obtidos em ratos forem aplicaveis em humanos, a terapia génica para os genes GJB2 e
GJB6 teria de ser realizada numa fase precoce de modo a restaurar a audigdo,
provavelmente numa fase ainda embrionica. Uma vez que se trata de uma doenca nao
letal e estes procedimentos tém riscos inerentes, ¢ susceptivel de discussao se os
beneficios decorrentes dos tratamentos compensam os riscos a que o feto humano

poderia estar exposto [24].
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Conclusao

Nos ultimos anos tém sido identificados cada vez mais genes cujas mutagdes
conduzem a existéncia de surdez nos seres humanos. A compreensao dos mecanismos
genéticos moleculares subjacentes a esta condicao possibilita o desenvolvimento de

novas terapias, nomeadamente a génica coclear [48].

Mutacdes no gene da conexina 26 (GJB2) sdo a causa mais comum de surdez
genética, sendo responsaveis por mais de metade dos casos de surdez ndo sindromica
[37]. Como tal, nestes casos, deve ser analisada a presenga de mutagdes no gene GJB2 e

considerar a analise concomitante do GJB6 [8].

ApoOs o estabelecimento da etiologia da surdez, pode ser iniciado ou programado um
tratamento precoce, como implantacdo coclear, que melhora significativamente a
comunicacdo e a qualidade de vida dos doentes [8], para além do aconselhamento

genético e a determinagdo do progndstico.

A grande heterogeneidade genética e a quantidade de genes envolvidos torna o
processo de identificagdo das mutacdes responsaveis pela surdez dificil e dispendioso,
sendo que o Next Generation Sequencing representa um método de diagnostico

molecular de alta sensibilidade, rapidez e com menor custo [39].

A par do desenvolvimento dos testes genéticos, € necessario que ocorra um avango
paralelo da terapia génica e da compreensao da correlacao entre o gendtipo e o fendtipo
[48], uma vez que a genética tera um papel cada vez mais importante na pratica médica

e nas decisoes clinicas.
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