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1-INTRODUGAO



A surdez, entendida como perda parcial (hipoacusia) ou total (cofose) da
audicao & a mais comum das deficiéncias sensoriais. Em torno de uma em cada 1000
criangas sao afetadas por surdez grave ao nascer ou até o término do periodo pré-
lingual. Mais uma em cada 1000 criangas se torna surda antes de alcancar idade adulta
(1). Em torno de 0,3% da populagdo manifesta perda auditiva acima de 65 decibéis (dB)
entre 30 e 50 anos e 2,3% entre 60 e 70 anos (2). A prevaléncia de perda auditiva
incapacitante em norte-americanos com mais de 75 anos de idade atinge a 360 em
cada 1000 pessoas (3). Nao se dispoe de dados epidemiolégicos confiaveis sobre
ocorréncia de surdez na populagéao brasileira.

A prevaléncia de deficiéncia auditiva hereditaria alcanca cifras significativas. Em
paises desenvolvidos, cerca de 60% das perdas auditivas graves pré-linguais sao
genéticas (4). Estimou-se a ocorréncia de perda hereditaria neurossensorial em 27 a
cada 1000 pessoas (5). A surdez hereditaria nao-sindromica de transmissao
autossémica dominante, por exemplo, ocorre em aproximadamente uma a cada 40000
pessoas (5).

Em termos de saude publica, perda auditiva tem impacto sécio-econémico maior
do que outras deficiéncias sensoriais ou de que doengas neuroldgicas. A surdez em
varios graus afeta quase 30 milhées de norte-americanos e custa a nagcdo mais de 56
bilhdes de délares anualmente (6). Cegueira, por outra parte, afeta menos do que
metade de individuos e associa-se a um gasto no minimo 1/3 menor. A perda auditiva
tem maior impacto econémico do que epilepsia, esclerose muiltipla, lesées medulares,
acidentes vasculares cerebrais e doencas de Huntington e Parkinson combinadas e,
além disso, afeta quatro vezes mais individuos (6).

A surdez € um sintoma comum de diferentes doencas. Pode expressar-se em

qualquer idade e ser classificada de diferentes formas (7) (quadro 1).



Quadro 1. Classificacao da perda auditiva.

CRITERIOS SUBCATEGORIAS
Causa  Genética (monogénica or multifatorial)
Nao genética
Achados fisicos associados Sindrémica
Nao-sindrémica
Inicio Pré-lingual
Pés-lingual
Tipo Neurossensorial
Condutiva
Mista
Gravidade
Leve Perda de 25 — 40 dB
Moderada Perda de 41 — 55 dB
Moderada-severa Perda de 56 — 70 dB
Severa Perdade 71 - 90 dB
Profunda Perda > 90 dB
Freqiiéncias envolvidas
Baixas <500 Hz
Médias 501 - 2000 Hz
Altas > 2000 Hz

*Adaptaddde Parving e Newton (7).

Embora alguns autores ja considerem hipoacusia clinica quando a perda

exceda 20 dB (7), ainda € consenso na pratica clinica diaria que a audicédo é



significantemente prejudicada somente quando a perda exceda 25 dB. Individuos com
pelo menos 80 dB de perda em ambas orelhas sdo surdos graves. A ndo ser que
melhorados através da protetizagdo acustica ou cirurgia, essa perda é tao grave que
impede o processamento da informagao auditiva, com importantes repercussdes na
qualidade de vida.

Se a perda auditiva, principalmente pré-lingual, ndo € tratada precocemente,
podem advir prejuizos. O que comega como problema sensorial, torna-se problema
perceptual: a crianga nao consegue identificar objetos e eventos pelos sons que estes
produzem; problema de fala: a crianga nao adquire o controle da fala; problema de
comunicacdo: muitas vezes a criangca nao consegue expressar seus pensamentos sem
0 apoio de gestos e apresenta dificuldade para compreender o que |he é dito; problema
cognitivo: criangas com alteragées na aquisicdo da linguagem aprendem sobre o
mundo apenas pelo concreto; problema social: expresso pelas dificuldades para
desenvolver comportamento apropriados em relagdo a outras pessoas; problema
emocional: as criangas sao incapazes de satisfazer suas necessidades que envolvam a
linguagem falada; problema educacional: criangas apresentam um aproveitamento
reduzido das experiéncias educacionais; problema intelectual: mesmo demonstrando
inteligéncia nao verbal, elas apresentam deficiéncias em conhecimentos gerais e na
competéncia linglistica e problema vocacional: normaimente elas chegam a vida adulta
com possibilidades limitadas para uma profissao remunerada (8).

Vém ocorrendo mudangas profundas na sociedade nas décadas recentes que
resultaram em mudangas na énfase social de trabalho fisico para comunicacao.
Durante os séculos 19 e 20, esforcos da medicina foram dirigidos para prevencao de
desnutricao, infecgdo, cancer e outras moléstias que diminuiam a habilidade das

pessoas de exercerem trabalhos bragais — base tradicional da riqueza da sociedade de
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entdo. Hoje, a forgca da sociedade se baseia na habilidade comunicativa de seus
membros. O foco da medicina esta direcionando-se para a prevencao das desordens
de comunicagao. A disseminacao do uso dos computadores pessoais aumentou a
importancia da informagao-comunicagao no cotidiano. Individuos com desordens de
comunicagao estao sob substancial risco de desemprego e de ma qualidade de vida.

Avancos na ciéncia médica e nos cuidados da audicao trazem dilema para
profissionais envolvidos com perda auditiva: corrigir, ao invés de remediar, certos tipos
de perda auditiva (9). E nesse contexto que se insere o estudo das perdas auditivas
hereditarias, onde o foco das pesquisas se direciona para o0 mapeamento dos diversos
genes no genoma humano, identificacdo e sequienciamento desses genes e, por fim,
para descoberta de estrutura e funcéo de proteinas que codificam. O objetivo final € o
de desenvolver tratamentos, como terapia génica, que melhorem ou até revertam a
deficiéncia auditiva (10,11).

Com essa revisao, objetiva-se rever bases histolégicas e moleculares do
processamento do estimulo auditivo, bem como resumir avancos alcancados na area
da genética molecular da perda auditiva hereditaria. Dentro das perdas sindrémicas,
sera dada especial atengcdo a Sindrome de Bjornstad, estimulo para desenvolvimento

do artigo original apresentado.



2- REVISAO DE LITERATURA
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2.1 -Mecanismo de audicao

A orelha humana é uma verdadeira usina produtora e modificadora de energia.
O estimulo sonoro é captado pelo pavilhdo auricular e condensado no conduto auditivo
xexterno, através do qual alcanga a membrana timpanica. A membrana vibra,
transmitindo energia sonora, agora sob forma de energia mecanica, para os ossiculos
da orelha meédia. Estes estdo articulados de tal forma que o movimento final de
alavanca provoca um pistoneamento do estribo para dentro e para fora da janela oval,
movimentando liquido que preenche o vestibulo (orelha interna), gerando ondas
viajantes na perilinfa. O efeito de alavanca dos ossiculos (determinado pela diferenca
entre o comprimento do cabo do martelo e o processo longo da bigorna) multiplica a
energia sonora que chega a janela oval em 1,3 vezes (12). Da mesma forma, a

concentracao de energia sonora determinada pela diferenca de area entre a membrana

timpéanica (55m2) e a janela oval (3,2 mm2) multiplica em 17 vezes a pressao sonora
que chega na janela oval (12). O produto dos efeitos de alavanca e hidraulico aumenta
a pressao sonora em 22,1 vezes, o que equivale, aproximadamente, a um aumento de
30 dB (12). Qualquer alteracao do sistema até aqui descrito provoca perda auditiva do
tipo condutivo.

As ondas geradas pelo movimento do estribo fazem deflexdes nas membranas
dos 6rgaos de Corti (6érgéo sensorial da audig&o). Nesse ponto o estimulo & convertido
em impulsos elétricos (transducdo mecano-elétrica), que sdo transmitidos, através do
VIIl par craniano, para vias auditivas centrais e cortex. Saliente-se que o numero de
neurénios envolvidos na audicdo aumenta dramaticamente da céclea em direcao ao
tronco cerebral e cortex auditivo (13). Toda informacdo auditiva € transduzida por

somente 15000 células ciliadas, das quais as células ciliadas internas (3500) sao



13

criticamente importantes, ja que elas fazem sinapses com aproximadamente 90% a
95% dos 30000 neurdnios primarios auditivos. Em nivel do nticleo coclear, o nimero de
elementos neurais envolvidos € medido em centenas de milhares (13). Por isso,
mesmo dano localizado, envolvendo poucas células na periferia do sistema auditivo,
pode levar a perda auditiva substancial.

Para entender-se como a descoberta dos genes da surdez esta ajudando na
compreensao da fisiologia coclear, e também qual a razéo da surdez em alguns dos
pacientes afetados, & importante que se revise estrutura e funcionamento de elementos
chaves no funcionamento coclear (membrana basilar e érgao de Corti com suas células
ciliadas), bem como fenémenos de transdugdo mecano-elétrica e amplificagédo coclear
(12, 14). A figura 1 € um esquema da rampa ou escala média, também conhecida como

ducto coclear.

2.1.1 - Transdugao mecano-elétrica

Como bem resumiu Hudspeth, transdugédo mecano-elétrica ocorre quando
estimulo mecanico abre canais idnicos da membrana plasmatica da célula ciliada (15).
O conseqiente influxo de corrente através desses canais altera potencial de
membrana, o que por sua vez afeta taxa de liberagao de vesiculas sinapticas da célula
ciliada. Excitada por esse mediador quimico, fibra nervosa aferente conectada com
superficie basolateral da célula ciliada transmite ao cérebro padréo de potenciais de
acdo que contém estimulos com caracteristicas proprias, variando em intensidade,

temporalidade e frequéncia.
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Figura 1. Representacdo de corte transverso do ducto coclear. As principais estruturas
estéo indicadas por nimeros e sdo: 1 - Rampa ou escala vestibular; 2 — Membrana de
Reissner; 3 — Rampa ou escala média ou ducto coclear; 4 — Célula de suporte; 5 —
Celula ciliada externa (CCE); 6 — Membrana tectérica; 7 — Célula ciliada interna (CCl); 8
- Limbo espiral; 9 — Membrana basilar, 10 — Rampa ou escala timpéanica; 11 — Estria
vascular; 12 — Ligamento espiral; 13 — Nervo coclear. Em destaque, célula ciliada
interna (CCl) e célula ciliada externa (CCE), a ultima mais estreita e alongada. Os

estereocilios estao indicados na figura.

As paredes Osseas da rampa vestibular sdo rigidas, mas a membrana de
Reissner (membrana que limita rampa vestibular e ducto coclear) é flexivel. Como a

membrana basilar ndo esta sob tensdo, € prontamente pressionada em direcao a
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escala timpanica pelos picos das ondas viajantes da escala vestibular. A energia do
deslocamento do fluido na rampa timpanica se dissipa no ar atraveés da janela redonda.
Os apices das células ciliadas no érgao de Corti sdo mantidos rigidos pela lamina
cuticular, e os esterocilios das células ciliadas externas estdo embebidos na membrana
tectorica, uma matrix extracelular acelular. Quando o estribo move-se, ambas
membranas se movem na mesma direcdo, mas elas estdo dispostas em diferentes
eixos, propriciando um movimento que deflete os estereocilios. Os esterocilios das
células ciliadas internas nao estdo inseridos na membrana tectorica, mas a contracao
da célula ciliada externa traciona a membrana tectérica a tal ponto que a faz tocar e
defletir o apice dos esterocilios das células ciliadas internas, gerando os impulsos
elétricos que serao transmitidos ao nervo auditivo (15).

Em ultima analise, sao as deflexbes dos estereocilios motivados pelos
movimentos antagonicos da vibracdo da membrana basal e da membrana tectérica que
iniciam a transdugado mecano-elétrica. Cada célula ciliada contém no seu pdlo apical
esterocilios cilindricos dispostos em forma de “W". O estereocilio € projecdo de célula
ciliada, consistindo de cdérion de actina coberto pela membrana plasmatica da célula,
lembrando estrutura de microvilo (16). Os esterocilios sao rigidos devido a um eixo de
filamentos interligados de actina que estéo inseridos em mexa de filamentos, também
de actina, que constituem a placa cuticular. O eixo estereociliar deflete-se como um
todo, devido as conexdes laterais existentes entre cada estereocilio e pelo fato da base
dos estereocilios ser mais estreita em relagao ao corpo. Além dessas conexdes laterais,
cada estereocilio tem uma delgada conexdo que une extremidade do esterocilio ao
esterocilio vizinho mais alto. Acredita-se que canal i6nico de transducao esteja ligado a
esta conexdo denominada ligamento apical (17). Os movimentos dos ligamentos

apicais empurram e tracionam estereocilios adjacentes, abrindo canais de potassio
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(vide figura 2). O ligamento apical & reposicionado alguns milisegundos apos,
provavelmente através de moléculas de miosina que deslizam pelo citoesqueleto de
actina do esterocilio, reduzindo tensao do ligamento apical e determinando fechamento

do canal de transducao (15).

Figura 2. Representagdo esquematica e dindmica da deflexdo de estereocilios
tensionando ligamento apical que funciona como mola e abre canais de transducéo,
com entrada de ions potassio e calcio, despolarizando a célula. Em repouso, o canal
oscila entre aberto e fechado cerca de mil vezes por segundo (esquerda), mas esta
fechado a maior parte do tempo. A adaptacdo ocorre alguns milissegundos depois,
reposicionando terminagdo do ligamento apical, reduzindo tensdo e permitindo

fechamento (segundo modelo de Hudspeth, referéncia 15).
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O ducto coclear & preenchido por endolinfa rica em potassio. Esse ion é
ativamente secretado pela estria vascular, mesmo contra gradiente de concentracao do
interior do ducto coclear. A diferenca de potencial existente entre interior positivo do
ducto coclear (+ 80mV) e interior negativo das células ciliadas (-45mV nas células
ciliadas internas e =70 mV das células ciliadas externas) & fundamental para permitir
rapida excitabilidade de células ciliadas em resposta a estimulo mecanico vibratério
provocado pela onda sonora (18). O influxo de ions potassio, secundario a abertura de
canais de transdugdo da célula ciliada, resulta em troca de potencial de membrana
(despolarizag&o), iniciando estimulo elétrico. A despolarizagdo das células ciliadas,
entéo, ativa os canais de calcio na superficie basolateral das células, levando ao influxo
de célcio para dentro das células ciliadas. O influxo desencadeia liberacdo de
neurotransmissores que ativam o nervo acustico. Células ciliadas sdo repolarizadas
quando ions de potassio deixam essas células, através dos canais de potassio e
entram nas células de suporte epiteliais. Os ions potassio entdo difundem-se para estria
vascular através das jungdes do tipo “gap”, formadas por conexinas e sao secretados
de volta para endolinfa através dos canais de potassio, assim restaurando o sistema de
transducdo mecano-elétrico (6,15). A figura 3 traz representacdo esquematica das

varias interconexdes celulares.
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Figura 3. Representagdo esquematica das principais estruturas envolvidas na funcao

das celulas ciliadas (adaptado da referéncia 19). * “Tip links” — ligamentos apicais.
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2.1.2 —= Mecanismo de amplificacdo coclear

O movimento da platina na janela oval provoca deslocamentos da perilinfa na
escala vestibular, iniciando “ondas viajantes de Békésy” (20). Na medida que a onda
viaja da base até o apice da coéclea, sua amplitude de vibragdo aumenta até um
maximo e, entdo, decai rapidamente. A distancia do estribo a esse ponto de amplitude
maxima varia com a freqiiéncia da vibracdo que iniciou a onda. Como a membrana
basilar tem caracteristicas fisicas distintas nos diferentes giros da céclea (mais fina e
rigida na base e mais espessa e flascida no apice), sons agudos tendem a ter o ponto
de amplitude de vibracdo maxima proximo a janela oval, enquanto sons mais graves
tendem a atingirem esse ponto nos giros mais apicais da céclea (20).

Por muito tempo, acreditou-se que esse mecanismo passivo descrito nos
classicos experimentos de von Békésy, que alias Ihe renderam prémio Nobel de 1961,
seria responsavel pela seletividade de freqiiéncia dentro da coclea (14). No entanto,
alguns pontos permaneciam inexplicados. Como esse pesquisador examinou 0SsoS
temporais de cadaveres humanos e com tecnologia precaria, a rigidez da membrana
basilar s6 permitia documentar movimentos oscilatérios com estimulos sonoros de alta
intensidade, acima de 145 dB. Estimulos préximos ao limiar auditivo (10 a 20 dB) néo
proporcionavam respostas vibratérias da membrana basilar. Além disso, movimentos
da membrana basilar eram muito amplos e o pico da vibragdo ocorria numa regido
muito extensa da coéclea. Isso nao explicava a excepcional discriminagdo de
freqiiéncias documentada em seres humanos que conseguem diferenciar sons cujas
freqliéncias sdo apenas 0,2% a 0,5% diferentes (21). Musicos treinados podem
distingtir dois tons puros de 1000 Hz que diferem em sensacé&o de freqiiéncia por

somente 1 Hz — uma diferenca de frequéncia de apenas 0,1% (6).



20

Como células ciliadas internas recebem cerca de 90 a 95% dos nervos
aferentes, enquanto células ciliadas externas recebem apenas 5%, desde cedo seu
papel como verdadeiro receptor sensorial do 6rgao de Corti era suspeitado, ja que
fornecem virtuaimente toda informagao auditiva para o cérebro (22). Além disso,
demonstrou-se que potenciais intracelulares medidos nas células ciliadas internas apos
estimulo auditivo tém mesma seletividade de freqiiéncias que nas fibras do nervo
auditivo, de onde se conclui que estimulo que vai ao nervo auditivo vem da célula
ciliada interna (23).

Se a célula ciliada interna € receptor sensorial, qual seria entao a fungéo das
células ciliadas externas? O processo de amplificagado coclear comeca a se deteriorar
se células ciliadas externas forem danificadas ou modificadas, como por exemplo,
farmacologicamente (24). Porém, foram a demonstragéo de que a orelha média emite
sons em resposta a um estimulo acustico (25) ou espontaneamente (26), e o fato de
que as células ciliadas apresentam motilidade quando eletricamente estimuladas “in
vitro” (27) que esclareceram o papel-chave das células ciliadas externas como
elemento efetor no processo de amplificagéo coclear.

Ceélula ciliada externa isolada, quando estimulada eletricamente “in vitro”,
encurta-se quando despolarizada e se alonga quando hiperpolarizada (27). Existe
alteracao real na forma dessas células. Essa alteracdo pode ser tao grande quanto 5%
do comprimento original da célula, o que € uma consideravel alteragao biologica. Esse
€ o mecanismo proposto pelo qual a célula ciliada externa influi mecanicamente na sua
vizinhanga (15).

Embora inicialmente se pensasse que esse mecanismo era secundario a
contracgdo do tipo muscular, ja que se tinha ciéncia da presenca de proteinas contrateis,

de complexo citoesqueleto e de arranjo de cisternas endoplasmaticas paralelas a
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membrana plasmatica de células ciliadas externas, alguns estudos refutaram tal
hipotese (28). Uso de bloqueadores metabdlicos nao interferiu na eletromotilidade das
células ciliadas externas, indicando que tal fenédmeno era independente de ATP (29).
Da mesma forma, digestao de todo conteudo citoplasmatico (incluindo citoesqueleto e
cisternas endoplasmaticas) com tripsina nao aboliu motilidade da célula ciliada externa
(30).

Somado a isso, demonstrou-se que a atividade motora das celulas ciliadas
externas coincide com denso arranjo de proteinas integrais de membrana que se
distribui ao longo da membrana plasmatica basolateral (30). Saliente-se que a célula
ciliada externa € unica com relagao ao fato de ter aproximadamente 75% de sua
superficie coberta por proteinas (22). Tal configuracdo ndao € encontrada em nenhum
outro tipo de célula. A forma mais aceita para a agcao do “motor” & que tais proteinas
representem a estrutura sensério-motora da célula ciliada externa, ou seja, sejam os
proprios sensores da variagdo na voltagem da membrana plasmatica e os proprios
efetores da motilidade (22). Recente estudo identificou gene, designado prestina, que &
especificamente expresso nas células ciliadas externas. Muitos genes ficam conhecidos
pelo nome da proteina que codificam, e esse € um exemplo. Pesquisadores
demonstraram alteragoes de forma induzidas por voltagem em células renais humanas
cultivadas “in vitro". Tais células expressam prestina e suas respostas elétricas sdo
muito semelhantes a das células ciliadas, demonstrando capacitancia nao-linear.
Concluiram que prestina € a proteina motora da célula ciliada externa (31).

Pelo dito até aqui, entende-se o porqué da definigdo poética de Hudspeth ao
referir-se a orelha interna. Para ele, a orelha interna € “triunfo evolucionario de

miniaturizag@o, pois compactados no volume de uma bola de gude estdo sistema de
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orientagao inercial tridimensional, amplificador acustico e analisador de frequéncias”
(15).

A revisdo de funcionamento coclear objetivou contextualizar diferentes
estruturas e moléculas que participam na transdugdo mecano-elétrica e na
discriminagado de freqiiéncias. Assim, mutacdes em genes que codificam proteinas
especificas expressas no érgao de Corti, como conexinas que formam jungdes do tipo
“gap”, proteinas formadoras dos canais de potassio, elementos colagenos e néo-
colagenos formadores da membrana tectérica, miosinas, entre outras ainda nao

conhecidas, podem ter conseqiiéncias fatais para audicao.

2.2 — Surdez hereditaria

Aproximadamente 60% dos casos de surdez pré-lingual em paises
desenvolvidos séo devidos a defeitos genéticos (4). Em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, causas infecciosas ainda s&o bastante comuns, mas esse numero tende
a diminuir com a melhoria gradativa das condigées de saude publica. Assim, etiologia
genética tende a se tornar cada vez mais importante também entre nossos casos de
surdez.

Na maioria dos casos a perda auditiva € uma desordem multifatorial causada
por fatores genéticos e ambientais. Entretanto, mutagdes de genes isolados podem
levar ao déficit auditivo. Nesses casos, perda auditiva € doenga monogénica que pode
ter forma de heranga autossdmica dominante, autossémica recessiva, ligada ao X ou
mitocondrial. E importante salientar que perda auditiva genética ndo é
necessariamente congénita, € muitos casos de familias afetadas por surdez hereditaria

podem manifestar essa desordem mais tardiamente na vida (apés a 4° década de
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vida). A surdez hereditaria pode ser sindrOmica (caracterizada por hipoacusia em
combinagdo com outras anormalidades) ou nao-sindromica (somente com perda

auditiva). Ha inumeras revisoes recentes sobre surdez hereditaria (19,32,33,34).

2.2.1 - Forma nao-sindromica de perda auditiva hereditaria

Aproximadamente 85% dos casos de surdez pré-lingual nao-sindrémica se
manifestam como formas autossémicas recessivas. Formas autossémicas dominantes
respondem por 12 a 14% dos casos e os restantes 1 a 3% sao herangas mendelianas
ligadas ao cromossomo X (32,33). Também se descrevem formas herdadas
exclusivamente através da mae, correspondendo a heranga mitocondrial, associadas
ou nao a heranca autossémica dominante.

Em termos fenotipicos, formas autossOmicas recessivas sdo mais severas,
sendo responsaveis por aproximadamente todas formas de surdez congénita. Na
maioria das vezes, sao devidas a defeitos cocleares. Formas autossémicas dominantes
parecem contribuir mais importantemente para casos de surdez poés-lingual. Essas
ultimas sao geralmente progressivas, menos severas (pelo menos nos anos iniciais de
aparecimento) e podem mostrar associagao de déficits tanto condutivos quanto
sensorioneurais (32,33).

Convencionou-se chamar diferentes localizagoes cromossomicas (‘locus” em
latim, plural “loci”) de formas nao-sindrémicas de surdez genética com a sigla DFN
(oriunda do inglés “deafness”), acrescida ou nao das letras A e B, significando forma de
transmissdo autossdmica dominante e recessiva, respectivamente. Quando aparecer
DFN isoladamente, leia-se forma de transmissdo ligada ao cromossomo X. Até o

momento, ja foram mapeadas 60 formas de surdez nao-sindrémica. Desse total, 28
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sao perdas auditivas nao-sindromicas de transmissdo autossémica dominante (DFNA),
26 de transmissdo autossémica recessiva (DFNB), 4 de transmissao ligada ao
cromossomo X (DFN) e 2 de transmissao mitocondrial. Os quadros 2,3,4 e 5, retirados
com algumas modificagées da “Hereditary Hearing Loss Homepage”, descrevem forma
genetica de transmissao, localizagbes cromossémicas e genes ja descritos para

diferentes formas de surdez nao-sindrémica (35).

2.2.1.1 - Genes mapeados e ja seqiienciados causadores de perda auditiva nao-

sindrémica

A busca por genes responsaveis pelas formas nao-sindromicas de surdez esta
apenas comegando, embora o ritmo de aquisicao de novos conhecimentos na area
seja muito rapido. Desde 1992, data da publicacdo do primeiro artigo mapeando uma
forma nao-sindrédmica de surdez, ja foram identificados 60 “loci” (35), ja que mais
recentemente a DFN1 foi associada a sindrome envolvendo distonia, retardo mental e

cegueira progressivos, portanto nao representando “locus” ndo-sindrémico (36).



Quadro 2. Formas de surdez genética nao-sindrémica de transmisséo autossémica
dominante.

NOME DO LOCUS LOCALIZACAO GENE
CROMOSSOMICA
DFNA1 5q31 HDIA1
DFNA2 1p34 GJB3,KCNQ4
DFNA3 13912 GJB2, GJB6
DFNA4 19913 2
DFNAS5 7p15 DNFAS
DFNA6 4p16,3 ?
DFNA7 11921-923 ?
DFNAB8 11q22-24 TECTA
DFNAS 14912-q13 COCH
DFNA10 6q22-q23 ?
DFNA11 11912,3-g21 MYO7A
DFNA12 11922-q24 TECTA
DFNA13 6p21 COL11A2
DFNA14 4p16 ?
DFNA15 5q31 POU4F3
DFNA16 2q24 ?
DFNA17 22q ?
DFNA18 3q22 ?
DFNA19 10 (pericentromérico) ?
DFNA20 17q25 ?
DFNA21 Em confirmagao ?
DFNA22 Em confirmagao ?
DFNA23 14q21-q22 ?
DFNA24 4q ?
DFNA25 12g21-24 ?
DFNA26 17925 7
DFNA27 4q12 ?
DFNA28 8qg22 ?
DFNA29 Em confirmacgao ?
DFNA30 15026 ?
DFNA31 Excluido -
DFNA32 Em confirmagéo ?
DFNA33 Em confirmagéao ?
DFNA34 Em confirmagéo ?
DFNA35 Em confirmagéao ?
DFNA36 9q13-g21 - ?




Quadro 3. Formas de surdez genética ndo-sindrémica de transmissao autossomica

recessiva.
NOME DO LOCUS LOCALIZACAO GENE
CROMOSSOMICA
DFNB1 13912 GJB2
DFNB2 11913,5 MYO7A
DFNB3 17p11,2 MYO15
DFNB4 7931 PDS
DFNB5 14912 ?
DFNB6 3p14-p21 ?
DFNB7 9q13-q21 ?
DFNB8 21q22 ?
DFNB9 2p22-p23 OTOF
DFNB10 219223 TMPRSS3
DFNB11 9q13-921 ?
DFNB12 10921-g22 ?
DFNB13 7q34-q36 ?
DFNB14 7931 g
DFNB15 3q21-g25 e 19p13 ?
DFNB16 15g921-q22 ?
DFNB17 7931 ?
DFNB18 11p14-p15.1 ?
DFNB19 18p11 ?
DFNB20 11q25-qgter ?
DFNB21 11q TECTA
DFNB22 Em confirmacao ?
DFNB23 10p11,2-g21 ?
DFNB24 11923 ?
DFNB25 4p15,3-q12 ?
DFNB26 492 e 1922-23 ?
DFNB27 Em confirmagéo ?
DFNB28 22q13 ?
DFNB29 Em confirmacao ?

Quadro 4. Formas de surdez genética nao-sindrémica de transmisséao ligada ao

cromossomo X.

NOME DO LOCUS LOCALIZACAO GENE
CROMOSSOMICA
DFN1 Xq22 DDP
DFN2 Xq22 ?
DFN3 Xqg21,1 POU3F4
DFN4 Xqg21,2 7
DFN5 Excluido excluido
DFN6 Xp22 2
DFN7 Excluido excluido
DFN8 Em confirmacao ?

26



27

Quadro 5. Formas de surdez genética nao-sindrémica de transmissao mitocondrial

GENE MUTAGAO

12SrRNA 1555A->G

TRNA-Ser (UCN) 7445A->G
7472insC
7510T->C
7511T->C

O total de 19 genes responsaveis por surdez hereditaria nao-sindrémica ja
foram identificados, seqlilenciados e publicados (35). Isso significa dizer que
aproximadamente 32% das formas ja mapeadas de perda auditiva hereditaria nao-
sindrémica ja tem seu gene mutado identificado. Nessa revisdo nao esta incluida
discussao sobre gene DDP, pois ele causa perda auditiva sindrémica recessiva ligada
ao X, e ndo perda nao-sindrémica, como originalmente descrito (36).

Mutagées nos genes de dois tipos de miosinas ndo-convencionais, miosina 15
(MYO15) e miosina 7A (MYO7A), foram identificadas como responsaveis por surdez
genética. As miosinas nao-convencionais sdo “motores moleculares” que se ligam a
actina, hidrolizam ATP e deslocam-se ao longo dos filamentos de actina do esterocilio.
Cortes histolégicos em ratos com mutagdo da MYO15 mostram células ciliadas com
esterocilios muito pequenos e um longo feixe contendo actina, que protui da terminacao
basal do estereocilio (37). Isso parece indicar que MYO15 € necessaria para
organizagdo de actina nas células ciliadas. A miosina 15 esta implicada em forma

recessiva nao-sindromica de perda auditiva: DFNB3 (37,38). Miosina VIIA & reponsavel
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por perda auditiva pré-lingual autossémica recessiva -DFNB2 (39), por perda auditiva
pés-lingual autossémica dominante e progressiva afetando todas freqiiéncias -DFNA11
(40), aléem de ser o gene mutado na sindrome de Usher tipo 1b (41). Na orelha interna,
este Ultimo tipo de miosina esta presente tanto nas células ciliadas externas como nas
células ciliadas internas (embora em maior concentracdo nas ultimas) e sua funcdo
parece estar relacionada com estrutura dos estereocilios e com transducéo de sinal
durante processo de audi¢cdo. Miosina VIIA pode carrear ou ancorar outras moléculas
que sdo importantes para formar arranjo preciso de estereocilios, além de ja ter sido
associada com liberacdo de vesiculas sinapticas (42). Arranjo em forma de “W" dos
estereocilios € importante para permitir abertura sincronizada dos canais i6nicos
durante vibragéo induzida pelo movimento da endolinfa. Em ratos com mutacées na
miosina VIIA, ao invés da conformacdo tipica, o que se vé sdo os estereocilios
organizados anarquicamente, em pequenos tufos, determinando surdez (43).

A Conexina 26 (Cx26) , também chamada GJB2 (“gap junction protein beta-2"),
um dos genes que codifica proteina da familia das conexinas, ja foi identificada como
contendo mutagées em formas autossémicas dominantes (DFNA3) (44,45) e
recessivas (DFNB1) de perda auditiva (44,46,47). Esse gene foi identificado em 1997 e
foi o primeiro gene relacionado com perda auditiva ndo-sindrdmica conhecido (44).
Conexinas formam jungdes do tipo “gap” que sdo canais de membrana plasmatica que
funcionam como comunicagdes intercelulares. Jungdes do tipo “gap” estdo envolvidas
no processo de criagdo e manutengdo do potencial endo-coclear e formam
comunicagéoes intercelulares entre células de suporte do o6rgédo de Corti. Defeito na
estrutura e funcionamento dessas comunicagdes intercelulares prejudicaria mecanismo
de escoamento de potassio para estria vascular, mecanismo que tambem e

responsavel pela rapida resposta da célula ciliada ao novo estimulo sonoro (48).
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Conexina 26 parece ser gene extremamente comum na génese da surdez hereditaria.
Na verdade, DFNB1 & a forma mais comum de perda auditiva autossémica recessiva,
sendo causa de aproximadamente 20% dos casos de perda auditiva hereditaria pré-
lingual. A perda auditiva & usualmente congénita e estavel, com pouca progressao, e
sua severidade varia de moderada a profunda (19). Em trabalho recente, 65 familias
com histéria de surdez provenientes de varios paises (Tunisia, Franca, Nova Zelandia e
Reino Unido) foram testadas para mutagdes na conexina 26. Em 39 dessas encontrou-
se mutacées nesse gene. O que chamou mais atencéo €& que, em 70% das vezes, a
mutacéo foi a mesma (49). Esse achado, associado ao fato da conexina 26 ser gene
com estrutura extremamente simples (contendo somente uma regido codificadora),
justifica previsdo otimista de que sera relativamente simples de se desenvolver teste
diagnéstico genético de uso clinico corriqueiro para detectar mutagées na conexina 26.
Tal teste podera permitir diagnostico rapido de surdez em recém-nascidos, permitindo,
no minimo, intervencéo precoce. Ressalte-se que alguns centros brasileiros (Minas
Gerais e Sao Paulo) ja realizam teste para identificar a mutacdo mais comum desse
gene: 30delG (uma extensao de 6 residuos de Guanina na posi¢ao 30-35 da seqiiéncia
de DNA desse gene).

Mutagdes em outro tipo de conexina, conexina 31, (GJB3 ou Cx31), também
expressa na céclea, foram recentemente relacionadas com perda auditiva autossémica
dominante néo-sindrémica (DFNA2) em duas pequenas familias chinesas (50).
Mutagdes em outro subtipo dessas proteinas, a conexina 30 (GJB6 ou Cx30), também
foram implicadas na DFNA3 (51).

O “diaphanous” (HDIA1 ou DIAPH1) € um gene da familia das forminas
responsaveis pela definigdo da polaridade celular. Mutagéo identificada nessa proteina

s6 foi descrita em uma grande familia da Costa Rica, com perda auditiva progressiva,
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primariamente nas baixas freqiéncias (52). A DFNA1 foi a primeira forma de surdez
n&o-sindrémica mapeada (53). Parece que a proteina codificada por esse gene serve
como suporte temporario para actina, quando ela se rearranja para ajudar a célula a se
dividir ou formar projecdes, como os estereocilios. A acdo parece ser indireta através
do recrutamento da profilina, proteina ligadora de actina, que induz a polimerizagéo da
actina, regulando sua dinamica (52).

Outro gene ja identificado como causador de perda auditiva ndo-sindrémica,
POU3F4 (dominio POU, classe 3, fator de transcricao 4), codifica proteina relacionada
com transcricdo de DNA, que desempenha importante papel na regulagdo do
desenvolvimento de tipos celulares (54). Esse gene parece estar envolvido com
maturacé@o de osso, tanto que ratos com inativagdo do POU3F4 tém desenvolvimento
anormal do labirinto ésseo e dos ossiculos da orelha média. Mutagées neste gene
foram encontradas em forma nao-sindrémica ligada ao cromossomo X (DFN3), que
determina perda auditiva congénita, mista e progressiva com fixagao da platina do
estribo. Esses pacientes possuem comunicagéo anormal entre liquor e perilinfa, a qual
pode causar fistula durante a estapedotomia (“gusher” perilinfatico) (55,56). Gene com
fungdo semelhante, POU4F3 (dominio POU, classe 4, fator de transcricao 3), &
expresso somente nas células ciliadas. Parece importante para sobrevida das células
do 6rgédo de Corti (54). Quando mutado, € responsavel por forma autossomica
dominante progressiva de perda auditiva, DFNA15 (57).

Gene TECTA, assim chamado por ser responsavel pela sintese de proteina
estrutural da membrana tectorica do orgao de Corti (alfa-tectorina), demonstrou
mutagdes em trés formas de surdez genética pré-lingual: DFNA8, DFNA12 e DFNB21
(58,59). A membrana tectérica € matrix extracelular e acelular da orelha interna que

contacta e deflete feixes de estereocilios de células ciliadas durante estimulacéo
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sonora, agindo como ressonador. Alfa-tectorina € um dos maiores componentes nao-
colagenos da membrana tectérica (aproximadamente 50% do conteudo proteico da
membrana tectarica, junto com p-tectorina) (60).

Novas mutagées no gene PDS, assim denominado por ser o gene mutado na
sindrome de Pendred (associagédo de bocio com anormalidades da orelha interna) (61),
também foram encontradas nos afetados por forma de surdez autossémica recessiva
pré-lingual, DFNB4 (62). Originalmente, pensou-se que a proteina codificada pelo PDS,
pendrina, fosse responsavel pelo transporte de ions sulfato. Atualmente acredita-se que
seja mais provavelmente transportadora dos ions iodo e cloro (63). O transporte
deficiente de iodo pode explicar anormalidades tireoidéias nesses pacientes, e o
transporte defeituoso de cloro pode explicar desenvolvimento anormal da coéclea e
perda auditiva. A diminuicao do transporte de cloro pode causar fluxo anormal de fluidos
na coclea, levando a alargamento do aqueduto vestibular e a perda auditiva (19). Ainda
mais recentemente, isolou-se gene que codifica proteina prestina, tida como a proteina
motora da célula ciliada externa, que mostra moderada similiaridade de seqiiéncia com
o PDS (31).

Outro gene isolado € o COCH. Em relacédo a esse gene, tivemos oportunidade
de participar na busca de familias afetadas, coleta de amostras sangilineas, isolamento
do DNA, verificagdo da ligacdo das diferentes familias para o mesmo “locus” e
seqlienciamento na busca de mutagdes. Publicado na edicdo de novembro de 1998 da
“Nature Genetics" (64), esse gene é responsavel por forma de surdez nao-sindrémica
de tipo autossdmico dominante de aparecimento tardio, progressivo, inicialmente nas
altas frequiéncias, associado com labirintopatia (DFNA9) (65). Individuos comecam a
perder audigdo entre 16 e 28 anos de idade (meédia 21 anos). A perda auditiva €

lentamente progressiva, aproximadamente de 3dB por ano. Inicialmente, a perda
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auditiva € mais pronunciada nas altas freqiiéncias; eventualmente progride para
anacusia na meia-idade. Quatro membros familiares foram submetidos & implante
coclear na 5 década de vida, com bons resultados. Varios individuos também
apresentam sinais de déficits vestibulares. Estima-se que mutagdes nesse gene sejam
a principal causa de perda auditiva nao-sindrémica autossémica dominante pos-lingual.
Isolaram-se 3 mutagdes diferentes em cada uma das trés familias analisadas que,
fenotipicamente, apresentavam depositos acidofilicos homogéneos de etiologia
desconhecida na histopatologia do osso temporal (66,67). Encontrou-se prevaléncia
maior do que 25% de pacientes com sintomas de doenca de Méniere em familias com
mutacao no gene COCH (68). A funcao desse gene permanece desconhecida, embora
suspeite-se, por homologia com outras proteinas e pelo seu padréo de expressao nas
estruturas de suporte da coclea, que tenha importante papel na formagao da matriz
extra-celular.

Mutacoes no DFNAS, gene que recebeu mesmo nome da forma de surdez nao-
sindromica autossébmica dominante que produz, levaram a perda auditiva
neurossensorial , especialmente em altas freqliéncias, em uma familia holandesa. Nao
se tem pistas sobre sua fun¢do até o momento (69).

Mutacdes no KCNQ4, gene da familia dos codificantes dos canais de potassio,
foram associadas a forma autossdomica dominante progressiva de surdez , que inicia
nas altas freqii€ncias, DFNA2 (70). Canais de potassio regulam sinalizagéo elétrica e
composi¢do iénica de fluidos biolégicos, como a endolinfa. Mutagées em outros 3 genes
conhecidos do ramo KCNQ da familia dos canais de potassio causam arritmias
cardiacas (em alguns casos associadas com surdez — sindrome de Jervell e Lange-
Nielsen) e epilepsia neonatal (71,72). O produto do gene KCNQ4 provavelmente forme

canais de potassio situados na superficie basolateral das celulas ciliadas (sua
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expressao € limitada as células ciliadas externas), os quais permitem fluxo de potassio
das células ciliadas para células de suporte. Das células de suporte, tais ions alcancam
a estria vascular via jungdes do tipo “gap”. Os ions potassio sdo entdo secretados da
estria vascular para endolinfa através dos canais de potassio formados pelos produtos
dos genes KCNQ1 e KCNE1. Alteragées na estrutura desses canais podem causar
surdez por afetarem secrecdo de endolinfa (KCNQ1) ou através de mecanismo
intrinseco as células ciliadas externas (KCNQ4).

Mutacdo no gene OTOF, que codifica proteina citosdlica otoferlina, foi
identificada como responsavel pela forma DFNBS, forma de surdez pré-lingual de
intensidade severa a profunda (73). Otoferlina interage com fosfolipidios de membrana
plasmatica e esta envolvida com fusdo de vesiculas contendo neurotransmissores com
a membrana plasmatica. Na orelha interna de camundongos, 0 gene € expresso
principalmente nas células ciliadas internas, o que parece confirmar seu papel na fusdo
das membranas de vesiculas sinapticas (73).

O gene COL11A2, além de causar sindrome que combina osteocondrodisplasia
e perda auditiva e forma néo-ocular da sindrome de Sticker, foi isolado em duas
familias com surdez nao-sindrémica autossémica dominante — DFNA 13 (74). A
audicdo tipicamente esta diminuida nas freqiéncias médias e a perda nao é
progressiva. Provavelmente esse gene codifique forma de colageno importante na
formacéo e manutencao da estrutura da membrana tectérica. A microscopia eletrénica
de cécleas de camundongos surdos gragas a modificagdo genética feita no gene
COL11A2 mostra desorganizacao das fibrilas de colageno formadoras da membrana
tectorica (74).

Em maio de 2000, foi apresentado ultimo gene nao-sindromico de transmissao

autossémica de perda auditiva que se tem noticia (35). E o gene TMPRSS3,
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responsavel pela DFNB10. Na fonte disponivel, ndo sdo dados maiores detalhes sobre

estrutura e funcao deste gene.
Varias mutagées em genes de DNA mitocondrial, genes 12S rRNA e tRNA(Ser)

UCN t{ambém predispéem a perda auditiva relacionada com idade. Em particular,
mutagdo A1555G no gene 12S rRNA foi relacionada com maior susceptibilidade a
perda auditiva apds uso de antibidticos aminoglicosideos e pode ser importante causa
de perda progressiva de audicdo em algumas populagées, mesmo na auséncia da
exposicao a aminoglicosideos (75).

Resumindo, na céclea, mutagées de genes que codificam proteinas
componentes do aparato de transducado, que afetam estrutura do estereocilio e da
membrana tectoérica, que estejam envolvidas na liberagao da vesicula sinaptica, ou que
participem no transporte de potassio podem resultar em perda auditiva.

A clonagem de genes responsaveis por todas diferentes formas de perda
auditiva, embora caminhe a passos largos, continua sendo grande desafio. Devido a
grande heterogeneidade genética e clinica na apresentagao da doenga, a definicao de
intervalos gendmicos associados com doenga € mais facilmente realizada com estudo
de grandes familias onde surdez é segregada através de diferentes geragdes. Uma vez
identificados, estes intervalos ainda contém grande numero de genes, ou mesmo de
transcritos ainda nao identificados. Isto explica porque, a excegdao dos 16 casos
mencionados, todos genes responsaveis por estas condigdes ainda n&o foram
sequenciados. Com o recente término do projeto Genoma Humano, espera-se grande

impulso no seqlienciamento genetico.
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2.2.2 - Forma sindrémica de perda auditiva hereditaria

As formas ditas sindrémicas perfazem aproximadamente 30% dos casos de
surdez em criangas (76) e o déficit auditivo €, na grande maioria, condutivo ou misto
(condutivo + sensorioneural). Mais de 200 sindromes envolvendo perda auditiva ja
foram descritas. Grande proporgdo destas consiste em defeitos na formacao
embriologica da orelha e aproximadamente 60 genes implicados nestas sindromes ja
foram mapeados no genoma humano. Mais da metade destes ja foram clonados (77).

Uma das mais importantes contribuicées da genética molecular no estudo das
formas sindrémicas de surdez foi a demonstragédo de que mesmo sindromes classicas
podem ter um espectro de diferentes gendtipos. A classificagao clinica da Sindrome de
Waardenburg a subdivide em 4 grupos: tipo | (com lateralizacéo do canto médio do olho
- “distopia canthorum”), tipo Il (sem “distopia canthorum”), tipo Il (anormalidades de
membros superiores + tipo |) e tipo IV (doenca de Hirschsprung + tipo Il). Ja a
classificacdo molecular dessa sindrome a divide em 5 tipos, causados por 3 diferentes
genes. O mesmo ocorre com a Sindrome de Usher que tem 3 tipos clinicos: tipo |
(perda auditiva congénita profunda com labirintopatia), tipo Il (perda auditiva “em
declive” sem labirintopatia) e tipo lll (perda auditiva progressiva com acometimento
labirintico variavel). Entretanto, de acordo com classificagdo molecular, ja sao
reconhecidos no minimo 8 subtipos (vide quadro 2). O quadro 6 descreve
resumidamente sindromes mais conhecidas, apresentando resumo do fendtipo,

localizagéo cromossomica e gene mutado causador (quando ja descrito).



Quadro 6. Principais sindromes associadas com surdez.

SINDROMES CLASSIFICAGAO LOCALIZAGAO GENE

Fenétipo MOLECULAR CROMOSSOMICA

WAARDENBURG Type | (WS1) 2q35 PAX3

“Distopia canthorum” + Type |l (WS2) 3p14,1-p12,3 MITF

Heterocromia de iris +  Klein-Waardenburg 2q35 PAX3

Mecha branca topete + Waardenburg-Shah 13922 EDNRB

Surdez NS Waardenburg-Shah 20g13.2-q13.3 EDN3

PENDRED 7q21-34 PDS

Baocio +

Surdez NS

ALPORT Autossdémicas 2q36-q37 COLA3

Nefropatia + surdez NS COLA4
ligada ao X Xq22 COLAS

USHER USH1A 14932 ?
USH1B 11913,5 MYO7A

Retinite pigmentosa +  USH1C 11p15,1 ?

Surdez NS, com ou USH1D 10q ?

sem vestibulopatia USH1E 21q ?
USH1F 10 ?
USH2A 1941 ?
USH3 3q21-g25 ?

BRANQUIO-OTO- 8q13,3 EYA1

RENAL

Cistos branquais +

nefropatias + surdez

JERVELL AND JLNS1 11p15,5 KVLQT1

LANGE-NIELSEN JLNS2 21922,1-q22,2 KCNE1 (IsK)

Intervalo QT longo no

ECG + surdez NS

TREACHER COLLINS 5032-gq33,1 TREACLE

Hipoplasia da maxila

Malformacao orelha

externa e meédia +

fenda palatina +

deslocamento infero-

lateral das fissuras

palpebrais.

HUNTER Xq28 Iduronato-2-

Hipoacusia 2aria ao sulfatase

acumulo de

mucopolissacarideos

HURLER 4p16,3 o-L-

Hipoacusia 2éria ao iduronidase

acumulo de

mucopolissacarideos

BJORNSTAD 2q34-q36 ?

pili torti + surdez NS
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Genes responsaveis por surdez sindromica codificam diversas moléculas,
incluindo enzimas (78,79), fatores de transcricdo (80,81,82), componentes do
citoesqueleto (41) e componentes de matriz extracelular (83,84,85,86).

Ocorreram alguns progressos recentes no estudo das sindromes envolvendo
tireoidopatias e perda auditiva. O exemplo classico € o da sindrome de Pendred,
sindrome autossémica recessiva onde mutagdes no gene PDS (que codifica proteina
chamada pendrina) levam a anormalidades estruturais na orelha interna (malformacao
de Mondini e alargamento do aqueduto vestibular) e bécio (pacientes podem ser
eutireoideos) (61). Ha muito se suspeita que hormodnios tirecideos tenham algum
envolvimento no desenvolvimento da orelha interna, devido a associagéo clinica
freqiiente entre hipotireoidismo e perda auditiva. Um estudo em ratos demonstrou que
gene codificante do receptor 3 do horménio tireoideo esta envolvido com maturacao
final do orgao de Corti, sendo essencial para desenvolvimento de fungao auditiva (87).

A sindrome de Alport € causada por mutagdo no gene que codifica tipos
especificos de colageno (COLA3, COLA4, COLAS), que estdao expressos em varias
partes da céclea (86). A sindrome de Usher é devida a mutagdo no gene de tipo
especifico de miosina (MYO7A), expressa nas célula ciliadas, especialmente nos
estereocilios (41). Convém lembrar que supostamente & o deslizamento de moléculas
de miosina sobre eixo de actina do estereocilio o responsavel pela tragédo de
ligamentos apicais sobre canais idnicos, permitindo entrada de potassio para o meio
intracelular. Mutagdes na proteina envolvida com canais de cloro e potassio causam
sindrome de Jervell e Lange-Nielsen (KVLQT1) que associa surdez a intervalo QT
longo no eletrocardiograma (72). Tais proteinas formadoras dos canais i0nicos,
principalmente os de potassio, estdo fortemente expressas na estria vascular, elemento

responsavel pela secrecao ativa, dependente de energia, de potassio para a endolinfa.
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Ate o presente, o grupo de sindromes auditivo-tegumentares (alteragoes de pele
e faneros associada com perda auditiva neurossensorial), € o melhor caracterizado.
Cerca de 55 dessas sindromes foram descritas em humanos (88). A perda auditiva e a
deficiéncia pigmentar nessas sindromes tém sido geralmente atribuidos a um defeito no
desenvolvimento dos melandcitos. A maioria dos melanécitos derivam de progenitores
na crista neural, os quais migram durante desenvolvimento e se fixam em uma
variedade de tecidos, incluindo estria vascular do ducto coclear. Em adicdo aos genes
Pax-e MITF, outros dois genes, EDNRB (codificando o receptor B de endotelina) e o
EDN3 (codificando ligante & endotelina 3) tambem foram reconhecidos como
responsaveis por outras duas formas de doengas de Waardenburg-Hirschprung
(89,90). Esses genes estao envolvidos com migragao de melanécitos e com sobrevida
dos mesmos nos diferentes tecidos.

E nesse grupo de sindromes auditivo-tegumentares que se insere a sindrome
de Bjornstad. O livro de Gorlin e colaboradores, livro-texto classico para estudo de
perda auditiva hereditaria e suas sindromes, traz descricdo detalhada de cada uma das

sindromes que envolvem surdez (91).

2.2.2.1 - Sindrome de Bjornstad

Em 1965, dermatologista noruegués Roar Th Bjornstad descreveu sindrome
caracterizada por presenga de “pili torti" (cabelos curtos e quebradicos) e perda auditiva
pré-lingual neurossensorial. A sindrome ficou conhecida pelo seu nome e foi catalogada
no “On-Line Mendelian Inheritance in Man" (OMIM) sob numero 262000 (92). Na
descri¢éo original, Bjornstad apresentou 8 pacientes com “pili torti", dos quais 5 também

sofriam de perda auditiva (93).
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Schitz, em 1900, provavelmente tenha sido o primeiro a descrever cabelos
torcidos ao longo de seu préprio eixo, sem entretanto usar o nome “pili torti” (94). Os
termos “pili torti” e “twisted hairs” (cabelos torcidos) foram aplicados no minimo 33 anos
mais cedo do que descrigio de Bjomnstad (95) para descrever rara anomalia na qual
bainha do cabelo é torcida 180° ao longo de seu eixo longitudinal, causando quebra

nesse local (96) — vide figura 4.

Figura 4. Foto de microscopia eletrénica mostrando fio de cabelo normal e outro tipico

de “pili torti". Observe torsdo da bainha do cabelo ao redor de seu eixo longitudinal.

“Pili torti” pode ser congénito ou adquirido. A forma adquirida pode ocorrer na
forma de alopécia localizada do tipo cicatricial (97), ou por caréncia nutricional, como

nos casos associados com anorexia nervosa (98). A forma congénita pode ser isolada
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e determinada por gene autossomico dominante ou estar associada com varias
sindromes raras, incluindo sindrome de Menkes, displasia ectodérmica, defeitos
neuroldgicos e distlrbios metabdlicos (99,100). A sindrome de Menkes & o principal
diagndstico diferencial nos casos de “pili torti" (101). Essa sindrome é secundaria a
defeito no metabolismo do cobre (déficit de cobre) e tem caracteristicas distintas da
sindrome de Bjornstad: transmissdo € ligada ao X, associa-se com retardo de
crescimento, provoca aparecimento de cabelos amarelados ou brancos e cursa com
convulsdes secundarias a degeneracoes cerebrais e cerebelares focais.

Ja foram descritos na literatura 35 casos (20 femininos e 15 masculinos) de
sindrome de Bjornstad em 21 familias diferentes. Sete sao noruegueses, 11
mexicanos, 5 alemaes, 1 portugués e 4 franceses. Em 8 das 21 familias, observam-se
mais de uma pessoa com "“pili torti” e perda auditiva (93,96,102-115), sendo que a
familia com maior niumero de afetados € a mexicana por nés descrita, com 8 membros
com sindrome de Bjornstad (103). Embora haja dois relatos de “pili torti” e surdez sendo
herdados através de padrdo consistente com modo de transmissdo autossdmico
dominante (96,108), padréao visto na maioria das familias sugere modelo de
transmissao autossémico recessivo (93,102,103,109).

Clinicamente, na sindrome de Bjornstad, “pili torti” € reconhecido durante
segundo ano de vida (105). Tipicamente, pacientes nao requerem cortes de cabelo, ja
que ocorre quebra capilar prematura quando cabelos ainda estdo curtos (96). Em
termos auditivos, ndo existe padrao de perda auditiva comum a todos pacientes. O que
& comum a todos & a perda neurossensorial pré-lingual. Em termos de intensidade,
existem casos com perdas leves e outros com perdas mais importantes, necessitando
protetizagdo. Nos 8 casos que estudamos, a perda ndo era progressiva e todos

utilizavam aparelho de amplificacdo sonora individual. Em 2 casos, a perda era
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profunda, e a comunicagédo se dava pela linguagem dos sinais. Nos 6 restantes, o
exame audiométrico mostrou padrdo consistente com perdas leves a moderadas nas
freqiiéncias mais graves, e moderadas a severas nas freqiiéncias mais agudas (vide

figura 5).
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Figura 5. Padrdo audiométrico mais encontrado nos pacientes da familia mexicana
com sindrome de Bjornstad. Perda auditiva leve @ moderada em freqiiéncias baixas e

médias e moderada & profunda em freqiiéncias altas.

Todos os 6 tinham desenvolvimento de fala e linguagem relativamente normais
(103). A figura 6 demonstra o fenétipo de dois dos casos estudados, em visdo frontal, e

a figura 7 demonstra vis&o posterior de uma menina afetada.
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Figura 6. Visdo frontal de dois adultos afetados pela sindrome de Bjornstad, utilizando

aparelhos de amplificagéo sonora individuais. Note, no individuo masculino, que pélos

do rosto sdo normais.
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Alguns casos relatados na literatura demonstram achados associados. Dois
irméos relatados por Porter (107) e paciente descrito por van Buggenhout com
sindrome de Bjornstad (112) também tinham retardo mental. Dois de 3 irm&os de outra
familia apresentaram hipogonadismo associado (104). No relato original de Bjornstad
(93), paciente tinha hipoplasia de genitalia intema. Por fim, paciente feminina
apresentou surdez congénita combinada com “pili torti” e ictiose vulgar (114). Esse caso
foi considerado como paciente com sindrome de Bjormnstad que incidentalmente
apresentou ictiose vulgar, ja que ictiose € herdada de maneira autossomica dominante

e “pili torti" associado com surdez segue padréo autossémico recessivo (114).

Figura 7. Visdo da regi&o posterior da cabega de menina afetada. Note a escassez do

cabelo, permitindo a visualizagéo do couro cabeludo.
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Embora a literatura seja rica em descrigdes clinicas de casos isolados e
familiares de sindrome de Bjornstad, a base molecular da sindrome permaneceu
desconhecida até 1998, quando mapeamos gene para regiao de aproximadamente 5
centiMorgans no brago longo do cromossomo 2, entre bandas 34 e 36 (103). Pela
dificuldade na obtencdo de mais pacientes afetados por essa rara sindrome, os
progressos no isolamento do gene propriamente dito séo lentos. Recentemente, com
colaboragéo de pesquisadores noruegueses, que enviaram amostras sangiineas de
algumas familias (2 pacientes) originais de Bjornstad, acrescidas de 2 outras de
pacientes recentemente diagnosticados (2 pacientes afetados), o intervalo
cromossémico foi diminuido para 1 cM. Estima-se que em prazo de 6 meses o gene ja

esteja seqienciado (Jonathan Seidman, Harvard University, comunicagao pessoal).

2.2.3 - Implicacoes clinicas e éticas dos avangos da genética molecular da surdez

O diagnédstico de perda auditiva hereditaria em uma familia evoca grande
numero de emogoes que passam por culpa, raiva, negacgao e aceitagao (116).

Atualmente, como nem todas mutacées que podem causar surdez estao
identificadas, ainda esta dificil rastreamento sistematico em pessoas com histéria
familiar de perda auditiva, a menos nos poucos casos onde gene envolvido na afecgao
ja tenha sido determinado. Ou seja, exclusdo de determinada mutagédo potencialmente
relacionada com surdez nao diminui muito risco de determinado individuo com histaria
familiar desenvolver perda auditiva no futuro, uma vez que outros defeitos podem estar
implicados na génese da perda auditiva da familia analisada.

Ja existem tentativas no sentido de se poder prever com mais precisdo se

determinado individuo, no contexto de sua familia, herdou ou nao defeito genético
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causador da afec¢do. Chen et al. estudaram possibilidade de se prover diagnostico pré-
sintomatico para individuos jovens pertencentes a familias participantes do estudo onde
a localizagéo genémica do defeito causador da afeccao (no caso perda auditiva ndo-
sindrémica do tipo autossémica dominante) havia sido previamente determinada. Os
resultados foram animadores (117).

Alguns autores advogam a testagem de individuos com perda auditiva induzida
por aminoglicosideos para presenca da mutagdo mitocondrial A1555G, uma vez que
sua presenca permitiria aconselhamento de todos descendentes maternos. Sendo teste
facilmente realizavel e aconselhamento possivel, esta pratica poderia ser inclusive
custo-efetiva (118).

Diagnostico pré-natal também passa a ser possivel, embora ainda seja motivo
de controvérsia (119). Duvidas sobre real validade desta aplicagéo tocam terreno ético
e moral. Ponto central da discussdo é a possibilidade ou ndo da interrupcéo da
gestagédo quando de resultado n&o favoravel nos testes de rastreamento genético. Da
mesma forma, resultado “ndo-favoravel”’ pode ser entendido no sentido inverso. Eo que
ocorre, por exemplo, nos EUA, onde alguns membros da comunidade surda
respondem que preferem filhos surdos a ouvintes. A légica adotada é de que surdez
n&o é doenca que requeira tratamento, mas sim mais um dos aspectos de uma cultura
diferente. A comunidade surda tem linguagem anica (sinais), assim como crencgas,
costumes e valores proprios. Membros dessa comunidade podem ter objetivos a serem
alcancados diferentes dos do aconselhamento genético e néo necessariamente véem a
surdez como condicao que requeira tratamento.

Com identificacdo de novos genes responsaveis por perda auditiva a cada més,
testes diagnodsticos pré-sintomaticos serdo cada vez mais parte do dia-a-dia do clinico,

de seus pacientes e das familias destes. Cabe a cada um se preparar para que



46

avancgos da genética médica sejam utilizados da melhor forma possivel e ndo como
instrumentos de discriminagao ou abuso, como, por exemplo, na negagao de cobertura
por planos de saude, na discriminagao na obtengao de emprego, e nas conseqiiéncias

adversas sociais e pessoais que possam advir (120).
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O artigo apresentado a seguir tem como objetivos:

3.1 - Principal

Mapear a sindrome de Bjornstad

3.2 - Secundario

Determinar forma de heranca do gene da sindrome de Bjornstad, se

autossémica recessiva ou autossdmica dominante.
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Summary

We report that the Bjornstad syndrome gene maps to
chromosome 2q34-36. The clinical association of sen-
sorineural hearing loss with pili torti (broken, twisted
hairs) was described >30 years ago by Bjornstad; sub-
sequently, several small families have been studied. We
evaluated a large kindred with Bjornstad syndrome in
which eight members inherited pili torti and prelingual
sensorineural hearing loss as autosomal recessive traits.
A genomewide search using polymorphic loci demon-
strated linkage between the disease gene segregating in
this kindred and D28434 (maximum two-point LOD
score = 4.98 at § = 0). Haplotype analysis of recom-
bination events located the disease gene in a 3-cM region
between loci D251371 and D25163. We speculate that
intermediate filament and intermediate filament-associ-
ated proteins are good candidate genes for causing
Bjornstad syndrome.

Introduction

The incidence of severe prelingual hearing impairment
is ~1/1,000 births (Morton 1991). In developed coun-
tries, ~60% of these cases are thought to have a genetic
origin (Marazita et al. 1993), with ~30% occurring as
part of a syndrome (Reardon 1992). The genetics of
hearing loss is complex. Mutations at >40 loci can cause
nonsyndromic deafness (autosomal and sex linked). In
addition, there are >300 syndromes associated with
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hearing loss, and the disecase genes responsible for a few
of them have been identified (Gorlin, Toriello, and Co-
hen 1995; Van Camp and Smith 1998). Mutations in
myosin 7A, Pendrin, PAX3, and COL 4A have been
shown to cause Usher 1B, Pendred, Waardenburg, and
Alport syndromes, respectively (Petit 1996). However,
the mutated genes responsible for many syndromes as-
sociated with deafness have yet to be identified.

In 1965, Bjornstad described a new syndrome char-
acterized by the presence of pili torti (brittle, broken
hair) and congenital sensorineural hearing loss (desig-
nated “Bjornstad syndrome”; OMIM 262000). In the
initial description of several families, five patients dem-
onstrated both pili torti and sensorineural hearing loss
(Bjornstad 1965). The terms “pili torti” and “twisted
hair” had already been applied 33 years earlier (Ronch-
ese 1932) to describe a rare hair abnormality in which
the hair shafts are flattened at irregular intervals and
twisted through 180° about the axes, causing them to
break spontaneously (Petit et al. 1993). Pili torti may be
congenital or acquired (the latter form secondary to
patchy alopecia from a variety of causes). The congenital
form may be isolated and determined by an autosomal
dominant gene or associated with various rare syn-
dromes, including Menkes syndrome, ectodermal dys-
plasia, neurological defects, and metabolic disturbances
(Kurwa and Abdel-Aziz 1973; Birnbaum and Baden
1987). Pili torti, which may involve all or part of the
scalp, is usually recognized during the 2d year of life
(Robinson and Johnston 1967). Typically, hair trimming
is not required, because it fractures at a short length
(Petit et al, 1993).

Twenty-one cases of Bjornstad syndrome have been
described (Bjornstad 1965; Reed et al. 1967; Robinson
and Johnston 1967; Munro 1971; Cremers and Geerts
1979; Voigtlander 1979; Scott et al. 1983; Petit et al.
1993). Ten of these cases were familial (Reed et al. 1967;
Cremers and Geerts 1979; Voigtlander 1979; Perit et al.
1993), with the largest families composed of three af-
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Figure 1 Pedigree of the kindred with Bjornstad syndrome. Open symbols = unaffected; solid symbols = affected; stippled = unknown

clinical status; squares = men; circles = women; diamond = siblings of generation III not studied; double lines indicate consanguinity (in both
cases, the marriages occurred between second cousins); symbols representing deceased individuals are slashed.

fected members (Reed et al. 1967; Petit et al. 1993).
Although there are two reports of pili torti and deafness
being inherited in a pattern consistent with an autosomal
dominant mode of transmission (Cremers and Geerts
1979; Petit et al. 1993), the pattern seen in most families
suggests an autosomal recessive mode of inheritance
(Bjornstad 1965; Reed et al. 1967; Voigtlander 1979).

Despite detailed clinical descriptions of this disorder,
the molecular cause of Bjornstad syndrome remains un-
known. To elucidate the underlying defect and inheri-
tance of this syndrome, we performed a genetic linkage

study in a large family with eight affected members. Our
analysis demonstrated that the locus responsible for
Bjornstad syndrome maps to chromosome 2q34-36.

Subjects and Methods

Patients

This study was reviewed by and conducted in accor-
dance with the policy of the Institutional Review Board
of the Massachusetts Eye and Ear Infirmary. All family
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Figure 2

patient, showing sparse and short hair,

members of legal age signed informed consent forms 1o
participate in this study. Eighteen family members from
three generations of a Mexican family (mixed Spanish
and native Indian heritage) were evaluated (by J.EL.N.
and M.A.M.E) with a questionnaire (to assess other
known causes and risk facrors for hearing loss), a limired
physical examination including auscultation and fun-
doscopy, and a comprehensive otolaryngologic evalua
tion (exam, audiogram, and vestibular testing). Pure-
tone audiomerry was performed (by R.M.C.) with air
conduction ar 250, 500, 1,000, 2,000, 4,000, 6,000, and

1,000,
2,000, and 4,000 Hz. Hair and blood samples were ob

8,000 Hz and with bone conduction at 300,

tained for microscopy and genetic analyses, respectively,
and were transported into the United States with knowl-
edge of the Mexican Health Ministry, Family members
with prelingual hearing loss and pili torti were diagnosed
with Bjornstad syndrome.

Genetic Analyvses

Karyotype analyses were performed on samples from
two affected dividuals (I1-1 and V-1, fig. 1) as de-
scribed by Hook (1977). Genomic DNA was extracted
from whole blood samples by standard rechniques (Tan-
igawa ct al. 1990), and diluted to 50 ng/liter for am-
plification by PCR with fluorescein-labeled primers from
the Cooperative Human Linkage Center Human Screen
ing Set/Weber Version 8 (Research Genetics). The vol-
umes of hinal reactions were 5 pl and contained 10 ng
of template genomic DNA, 0.25 U of Tag polymerase,
2 pmol of forward and reverse primers, 0.2 mM deox-

I"hotoge aph of an atfected member. A, Charactensnc shorr, trnzzled hairs and the use of a hearing aid. B, Posterior view of th

yiucleotides, and 2.5 mM MgCl,; | x Cerus PCR buffer
was used. Samples were denatured at 95°C for 10 min,
followed by PCR reactions (10 cycles: 94°C for 30 s,
55°C for 30 s, and 72°C for | min; 20 cycles: 89°C for
30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for | min). The pooled
products were supplemented with Tamra red-labeled in
ternal-size standards and were electrophoresed on an
Applied Biosystems model 377 Sequencer and analyzed
by Genescan version 2.1 peak calling software and by
the Applied Biosystems Genotyper version 2.0 program.

Additional polymorphic markers from Research Ge
netics were tested to conhrm the linkage, narrow the
disease interval, and construce a haplotype. The PCRs
were performed with 3 ul (150 ng) of DNA in a 7-ul
reaction mixture containing | gl 10 x Cetus buffer (100
nM Tris-HCL, pH 8.3, 500 mM KCI, and 25 nM
MgCL,), | ul of nucleotide mix (1.25 mM each of dATP,
dCTP, dGTP, and dTTP); 2 pmol of forward
(v"*P-labeled) and 2 pmol of reverse primers; and 1 U
(0.2 1) Tag polymerase. Thirty-two cycles of amplifica-
tion were completed at 94°C for 20 s, 55°-58°C for 30
s, and 72°C for 30-45 s. Reaction products were sep-
arated on 6% denaturing polyacrylamide gels (7.7 M
urea) and analyzed by autoradiography.

Linkage Analyses

[wo-point LOD scores were performed between the
discase gene and each marker, using the MLINK (version
5.1) program, assuming allele frequencies derived from
25 unrelated individuals, The Bjornstad syndrome gene
mutation (both pili torti and sensorineural hearing loss)
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Figtll‘t? 3 Scanning electron micrograph of hairs. A, Flair twisted
180" on its own axis (X200, 8, Broken hair at a vwist (X300),

was assumed to be a fully penetrant under a recessive
model. The Bjornstad syndrome gene frequency was es
timated at .001 for LOD score calculations. Equal re-
combination frequencies between males and females
were assumed.,

Scanning Electron Microscopy

Flair samples were mounted on conductive carbon
tape, sputter coated with gold/paladium, and viewed
with an Amray [000A scanning electron microscope.

Results

Clinical Fvaluations

Eight individuals in one large kindred (designated
“family BS-17) were diagnosed as affected with Bjorn-
stad syndrome on the basis of hair and hearing analysis.
All affected individuals had nonprogressive prelingual
hearing loss and used hearing aids. Two used sign lan-
guage for communication (IV-1 and IV-4) and had au-
diometric profiles of profound sensorineural deafness.
The audiological examination in the remaining six dem-
onstrated a pattern consistent with mild ro moderate
hearing impairment in lower to middle frequencies and
moderate to severe impairment in higher frequencies.
These six individuals had relatively normal language and
speech.

All eight affected individuals had hair abnormaliries
involving the entire scalp that were usually recognized
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by the parents during the 2d year of life. Hair was sparse,
coarse, dry, lusterless, and fragile (Ag. 2). Affected in-
dividuals had never required haircuts. A scanning elec-
tron micrograph of a scalp hair sample from one affected
individual is shown in figure 3. Eyebrows and cyelashes
and axillary, pubic, and body hair were normal.

The hormonal status of affected individuals appeared
normal. All affected women denied menstrual abnor-
malities; two girls (ages <14 years) had secondary sexual
characteristics that were normal for age. One affecred
male (individual -1} 1s married and has two unaffected
children (data not shown).

There was no history of pili torti and congenital sen-
sorineural hearing loss in other surviving or deceased
family members. Remarkable fAindings in other family
members included one child with isolated and profound
sensorineural hearing loss (individual V-5, hg. 1) ne-
cessitaring sign language; one adulr (individual II-1) had
vitiligo of both hands. Histories and physical exami-
nations were otherwise unremarkable in both affecred
and unaffected family members. Neither tinnitus nor diz
ziness was reported by any family member. There were
no nail or teeth malformations and no individual had a
white forelock. No nystagmus, pinna ma

formations, or
seventh cranial nerve dvsfuncrion was observed.

Cenetic Stuclies

Pedigree analyses were consistent with autosomal re-
cessive rransmission of Bjornstad syndrome in family BS-
I (Ag. 1). Karyotype analyses were performed on samples
from individuals I1I-1 and V-1 and revealed no abnor-
ma

ities. Genetie studies were performed with DNA sam-
ples from 18 individuals. Because Bjornstad syndrome

Table 1
Linkage between the Disease Gene and Chromosome 2
Loci

Lop SCore AT # =
Locus 0 01 .05 10 20 30
D252382 = - 79 33 58 43 04
D25164 x 2.88 323 307 238 149
D252210 © 2.85 3.18 299 236 .32
D251371 -0 .71 213 207 L6l 96
D25173 1.49 244 225 2.01 1.50 95
D25434 4.98 4.88  4.49 3.99 292 1.77
D25433 4.04 3.97 365 325 239 148
D252179 -2 144 1.88 1.84 Ikl A4
D2S163 . -.38 78 1.07 .01 .H6
25120 = - 144 20 .20 A 33
D2A5424 E 38 .78 1.07 1.0l 67
D252372 .92 234 2.27 .80 .16
D25313 * 1.3 A48 97 1.02 i
D25360 o A6 g2 1.04 1.05 76
D25351 L:12 67 L8 124 .87

D2S1363 v ~ 129 8 M6 99 39
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Figure 4

Schemartic representation of the genotypes of three individuals who were discordant with clinical status in the 5-cM interval

between D252382 and D25424. Pedigree identification numbers (ID) and clinical status (clin. stat.: U = unaffected; A = affected) are shown.
Black filled bars represent nonconcordance between a DNA locus and disease status; white bars represent concordance; lines represent unin-
formative genotype. The 3-cM interval containing the Bjornstad syndrome gene is shown. The locations of loci D252382, D25164, D252210,
D281371, D25173, D25434, D252179, D2S163, D2§120, and D25424 are taken from the chromosome 2 gene map. The distances between

these loci are not drawn to scale.

involves both sensorineural hearing loss and pili torti,
individual IV-5, who had hearing loss but normal hair,
was considered as having an unknown clinical status for
the purposes of LOD score calculations.

A genomewide search was performed using polymor-
phic loci. Evidence of linkage was initially detected be-
tween the Bjornstad syndrome gene and D2§434 (LOD
score = 4.98; 6 = 0). Linkage between the disease gene
and other chromosome 2q loci was then analyzed. Two-
point LOD scores obtained with 16 polymorphic loci
are shown in table 1. On the basis of linkage analyses
with the chromosome 2 anchor locus, D2§434, the
Bjornstad disease gene was localized to chromosome
2q34-36.

To refine further the location of the disease locus, hap-
lotypes of three individuals who exhibited recombina-
tion across this region were studied (fig. 4). The geno-
types of individuals III-4, IV-1, and IV-3 defined
recombination events and indicated that the disease lo-
cus resided in the 3-cM interval between D25§1371 and
D28163.

Discussion

We report that the recessive gene mutation responsible
for Bjornstad syndrome in one large kindred maps to
chromosome 2q34-36. All affected individuals with both
pili torti and sensorineural hearing loss were homozy-
gous for alleles between D251371 and D2S163. This
interval excludes the nearby PAX3 gene, which is mu-
tated in disorders (Waardenburg syndrome and crani-

ofacial-deafness-hand syndrome) that share some clini-
cal features with Bjornstad syndrome (Tassabehji et al.
1992; Asher et al. 1996).

Clinical analyses of seven heterozygous disease gene
carriers exhibited neither hearing nor hair abnormalities,
but one individual carried the disease haplotype and had
profound prelingual hearing loss. However, his hair tex-
ture, strength, and morphology were normal. Although
his hearing loss might be accounted for by the disease
allele, we suspect that another etiology caused his deaf-
ness. Evaluations of other Bjornstad syndrome families
should help to determine whether Bjornstad syndrome
gene mutations cause other hearing defects.

Hair consists of 50-100 proteins (Rogers and Powell
1993), of which keratins and intermediate fila-
ment-associated proteins (IFAP) predominate (Emonet
et al. 1997). Transgenic mice overexpressing IFAP gene
products have brittle, easily fractured hair (Rogers and
Powell 1993), a finding that further supports the model
that abnormalities in these proteins can alter hair struc-
ture. Defects in keratins, IFAP, or the enzymes involved
in posttranslational modification of these molecules
might be expected to cause the ultrastructural defects of
hair in Bjornstad syndrome.

Sensorineural deafness and pili torti in Bjornstad syn-
drome could be independent phenotypes that result from
the coinheritance of closely linked gene defects. Al-
though our studies do not exclude the possibility of a
contiguous gene syndrome, the recognized immuno-
reactivity of cytokeratins and other IFAPs in the cochlea
(Anniko et al. 1990; Bauwens et al. 1991) makes it ap-
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pealing to consider a single-gene defect that accounts for
both phenotypes. Genes encoding the major structural
components of hair (cytokeratins and IFAPs) therefore
appear to be particularly good candidates for mutations
that account for the distinct manifestations of this
disorder.

At present, only villin encoded on chromosome 2q35
(Rousseau-Merck et al. 1988), colocalizes to the disease
gene interval defined in this study (Schuler et al. 1996).
Although this actin-binding protein is widely expressed
in microvilli (Hofer and Drenckhahn 1996), villin has
not been found in the specialized microvilli, known as
“stereocilia,” of the inner ear (Flock et al. 1982; Alberts
et al. 1994). We therefore anticipate that ongoing anal-
yses of the D2S§1371 and D28§163 interval will lead to
the identification of a gene that has a critical role in the
structure of scalp hair and inner-ear cells.
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RESUMO

Relata-se que gene da sindrome de Bjornstad localiza-se no cromossomo 2¢34-
36. Associagédo clinica de perda auditiva neurossensorial com pili torti (cabelos
quebradicos e torcidos) foi descrita ha mais de 30 anos por Bjornstad;
subseqiientemente, varias pequenas familias foram estudadas. Nos avaliamos uma
grande familia com sindrome de Bjonrstad na qual 8 membros herdaram pili torti e
perda auditiva neurossensorial pré-lingual como trago autossémico recessivo. Pesquisa
ao longo do genoma usando /oci polimorficos demonstrou ligagdo entre gene da
doenca segregando nessa familia e D2S434 (escore LOD maximo: 4,98 em @ = 0).
Analise haplotipica de eventos recombinantes localizou gene da doenga em regido de 3
cM entre loci D2S1371 e D2S163. Especulamos que filamentos intermediarios e
proteinas associadas a filamentos intermediarios s&o bons genes candidatos para

causar sindrome de Bjornstad.
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INTRODUGCAO

A incidéncia de perda auditiva pré-lingual severa é de aproximadamente 1/1000
nascimentos (Morton 1991). Em paises desenvolvidos, por volta de 60% desses casos
tém origem genética (Marazita et al. 1993), sendo que 30% ocorrem como parte de
uma sindrome (Reardon 1992). A genética da perda auditiva € complexa. Mutagdes em
mais de 40 /oci podem causar surdez ndo-sindromica (autossémica e ligada ao X). Em
adicao, ha mais de 300 sindromes associadas com surdez e poucas dessas sindromes
ja tiveram genes responsaveis identificados (Gorlin, Toriello e Cohen 1995; Van Camp e
Smith 1998). Mutagdes na miosina 7 A, PDS, PAX3 e COL 4 A foram demonstradas
como causadoras das sindromes de Usher 1B, Pendred, Waardenburg e Alport,
respectivamente (Petit 1996). Entretanto, genes mutados responsaveis por muitas
outras sindromes associadas com surdez ainda nao foram identificados.

Em 1965, Bjornstad descreveu nova sindrome caracterizada pela presenca de
pili torti (cabelo curto, quebradico) e perda auditiva congénita neurossensorial
(designada “sindrome de Bjornstad”; OMIM 262000). Na descrigdo inicial de varias
familias, cinco pacientes demonstraram pili torti e perda auditiva neurossensorial
(Bjornstad 1965). Os termos pili torti e “cabelo torcido” ja tinham sido aplicados 33 anos
mais cedo (Ronchese 1932) para descrever uma rara anormalidade de cabelo na qual
os fios de cabelo estdo achatados a intervalos irregulares e torcidos aproximadamente
180 graus ao longo de seus aixos, causando sua quebra espontanea (Petit et al. 1993).
Pili torti pode ser congénito ou adquirido (o ultimo secundario a alopécia de varias
causas). A forma congénita pode ser isolada e determinada por gene autossémico
dominante ou associada com varias sindromes raras, incluindo sindrome de Menkes,
displasias ectodérmicas, defeitos neurolégicos e disturbios metabdlicos (Kurwa e Abdel-

Aziz 1973; Birbaum e Baden 1987). Pili torti pode envolver todo escalpo ou apenas
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parte dele, sendo geralmente reconhecido no 2° ano de vida (Robinson e Johnston
1967). Tipicamente, o corte de cabelo ndo é necessario, pois o cabelo quebra-se
quando atinge um pequeno comprimento (Petit et al. 1993).

Vinte e um casos de sindrome de Bjornstad foram descritos até hoje (Bjornstad
1965; Reed et al 1967; Robinson e Johnston 1967; Munro 1971; Cremers e Geerts
1979; Voigtlander 1979; Scott 1983; Petit et al. 1993). Dez deles s&o casos familiares
(Reed et al. 1967; Cremers e Geerts 1979; Voigtlander 1979; Petit et al. 1993), com as
maiores familias compostas de trés membros afetados cada (Reed et al. 1967; Petit et
al. 1993). Embora haja dois relatos de pili torti € surdez sendo herdados de uma forma
consistente com modo de transmissdo autossémico dominante (Cremers e Geerts
1979; Petit et al. 1993), o padrao visto na maioria das familias sugere um modo de
heranca autossémico recessivo (Bjornstad 1965; Reed et al. 1967; Voigtlander 1979).

Embora haja descrigbes clinicas detalhadas dessa desordem, a causa
molecular da sindrome de Bjornstad permanece desconhecida. Para elucidar o defeito
subjacente e a forma de heranga dessa sindrome, realizou-se estudo de ligagdo em
uma grande familia com 8 individuos afetados. A analise demonstrou que o locus

responsavel pela sindrome de Bjornstad localiza-se no cromossomo 2¢34-36.
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Figura 1. Arvore genealégica da familia com sindrome de Bjornstad. Simbolos escuros
= nao afetados; simbolos claros = afetados; simbolo achurado = condigéo clinica
desconhecida; quadrados = homens; circulos = mulheres; diamante = irmaos da 3*
geracdo nao estudados; linha dupla indica consangiiinidade (em ambos casos, os
casamentos ocorreram entre primeiros de 2° grau); individuos mortos estéo indicados

por linha diagonal.



75

PACIENTES E METODOS

Pacientes

Esse estudo foi revisto e conduzido de acordo com Normas Institucionais e da
Comisséo de Etica do Massachusetts Eye and Ear Infirmary. Todos membros da familia
maiores de idade assinaram consentimentos informados para participar nesse estudo.
Dezoito individuos de trés geragcdes de uma familia mexicana (origem mista de
espanhois e indios nativos) foram avaliados (por JFLN e MAMF) através de
questionario (para acessar outras causas conhecidas e fatores de risco para perda
auditiva), exame fisico limitado incluindo ausculta e fundoscopia, € avaliacéo
otorrinolaringolégica completa (exame fisico, audiometria e testes vestibulares).
Audiometria tonal foi feita (por RMC) com conducédo aérea testada em 250, 500, 1000,
2000, 4000, 6000 e 8000 Hz e com condugao Ossea testada em 500, 1000, 2000 e
4000 Hz. Amostras de sangue e de cabelo foram obtidas para analise genética e para
micoscopia eletronica, respectivamente, e foram transportadas para os Estados Unidos
com conhecimento do Ministério da Salude do México. Membros da familia com perda
auditiva neurossensorial pré-lingual e pili torti foram diagnosticados como afetados pela

sindrome de Bjornstad.

Analise Genética

Andlise do caridtipo foram feitas em amostras de dois individuos afetados (llI-1 e
IV-1, fig. 1), conforme descrito por Hook (Hook, 1977). DNA gendmico foi extraido de
sangue total por técnicas rotineiras do laboratério (Tanigawa et al. 1990) e diluidas até a
concentragao de 50 ng/l para amplificagéo pela reagao em cadeia de polimerase (PCR)

com oligonucleotideos de amplificagdo marcados com fluoresceina do Centro
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Cooperativo de Estudos de Ligacao em Humanos (“Cooperative Human Linkage Center

Human Screening Set / Weber Version 8 (Research Genetics®).

Figura 2. Fotografia de um membro afetado. A, cabelos curtos caracteristicos e uso de

protese de amplificacao sonora. B, visao posterior do paciente, mostrando o cabelo

esparso, curto.

O volume final das reagées foi de 5 ul e continham 10 ng de DNA gendmico,
0,25 U de Tag DNA polimerase, 2 pmol de oligonucleotideos de amplificacédo
anterogrados e retrogrados, 0.2 mM de deoxinucleotideos e 2.5 mM de MgCl,; tampao

especifico para PCR recomendado pelo fabricante em concentracao 1x (7x Cetus PCR
buffer) foi utilizado. Amostras foram desnaturadas a 95 °C por 10 min, seguidos por
reacoes de PCR (10 ciclos: 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 1 min; 20 ciclos:

89 ©OC por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 1 min). Os produtos misturados foram

suplementados com marcadores de peso molecular internos marcados com vermelho
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Tamra e foram submetidos a eletroforese em seqienciador automatizado (Applied
Biosystems model 377), analisados pelo programa Genescan v. 2.1 de leitura de
eletroferograma, e pelo programa Applied Biosystems Genotyper v. 2.0.

Marcadores polimérficos adicionais da Research Genetics® foram testados para
confirmar ligagao, diminuir o intervalo de doenga e construir um haplétipo. As PCRs
foram feitas com 3pul (150ng) de DNA em 7ul de mistura de reatores contendo 1ul de
tampao especifico para PCR recomendado pelo fabricante na concentragéo 10X (100
nM Tris-HCL, pH 8,3, 500 mM KCI e 25 nM MgCl,), 1ul de mistura de nucleotideos (1.25

mM cada de dATP, dCTP, dGTP, and dTTP); 2 pmol de oligonucleotideos de

amplificacdo anterégrados (marcados radioativamente com vy 32P) e 2 pmol

oligonucleotideos de amplificacdo retrégrados; e 1U (0.2u 1) de polimerase Taq.

Completaram-se 32 ciclos de amplificagdo a 94 °C por 20 s, 55-58 °C por 30 s, e 72 °C
por 30-45 s. Os produtos da reacdo foram separados em gel desnaturante de

poliacrilamida a 6% (7.7 M de uréia) e analisados por auto-radiografia.

Analise de Ligagdo

Escores LODs foram calculados entre o gene da doenga e cada marcador,
usando programa MLINK (version 5.1), assumindo-se frequéncia de alelos derivada de
25 individuos nao-relacionados com a familia. Mutagcdo no gene da sindrome de
Bjornstad (tanto pili torti como perda auditiva) foi considerada como totalmente
penetrante sob um modelo recessivo. Freqiiéncia do gene da sindrome de Bjornstad foi
estimado em 0,001 para calculos de escore LOD. Assumiu-se igual freqliéncia de

recombinacgdes entre homens e mulheres.
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Microscopia eletrdnica

Amostras de cabelo foram montadas em fita adesiva de carbono, cobertas por

ouro/palédio, e visualizadas com microscépio eletrénico Amray 1000A.

Figura 3. Foto de microscopia de varredura do cabelo. A, cabelo torcido 180° no seu

proprio eixo (X200); B, fratura do cabelo em uma dessas torges (X500).
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RESULTADOS

Avaliagoes Clinicas

Oito individuos em uma grande familia (designada ‘“familia BS-1") foram
diagnosticados como afetados pela sindrome de Bjornstad, baseando-se em analises
de cabelos e da audicdo. Todos individuos afetados tiveram perda auditiva
neurossensorial pré-lingual n&o-progressiva e usavam aparelhos de amplificacdo
sonora. Dois utilizavam linguagem de sinais para comunicagao (IV-1 e IV-4) e tinham
perfis audiomeétricos de surdez neurossensorial profunda. Os exames audiométricos
dos restantes 6 afetados demonstram um padrao consistente de perda auditiva leve a
moderada em baixas e medias freqiiéncias e moderada a severa em freqgiiéncias mais
altas. Todos esses 6 pacientes tinham linguagem oral relativamente normal.

Todos 8 afetados tinham anormalidades no cabelo envolvendo todo escalpo,
que tinham sido notadas pelos pais no 2° ano de vida. O cabelo era esparso, curto,
seco, sem brilho e fragil (Figura 2). Os pacientes nunca necessitaram de corte de
cabelo. A aparéncia microscoépica tipica do cabelo de um dos afetados é mostrada na
Figura 3. Sobrancelhas, cilios e pélos axilares, pubianos e corporais eram normais.

O estado hormonal dos individuos afetados pareceu normal. Todas mulheres
afetadas negaram anormalidades menstruais; duas garotas (idade < 14 anos) tinham
caracteristicas sexuais secundarias normais para idade. Um homem afetado (individuo
IlI-1) &€ casado e tem dois filhos ndo afetados (dados ndo mostrados). Ndo houve
histéria de pili torti ou perda auditiva pré-lingual em outros membros vivos ou mortos da
familia. Achados significativos em outros familiares incluiram uma crianga com perda
auditiva neurossensorial profunda isolada (individuo IV-5, fig. 1) que necessitava

linguagem de sinais; um adulto (individuo II-1) tinha vitiligo em ambas as maos. Histéria
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e exame fisico foram de resto normais tanto nos afetados como nos nao-afetados.
Zumbidos ou tonturas nédo foram relatados por qualquer membro da familia. Nao havia
malformagdes dentarias ou de unhas e nenhum individuo tinha topete branco na
cabega. Também nao foram observados nistagmo, malformacées de orelha externa ou

disfuncdo de sétimo nervo craniano.

Estudos Genéticos

A analise da arvore genealdgica foi consistente com modo de transmissdo
autossémico recessivo da sindrome de Bjornstad na familia BS-1 (Fig. 1). Foram feitas
analise do cariétipo dos individuos lll-1 e V-1 que ndo revelaram anormalidades.
Estudos genéticos foram feitos com amostras de DNA de 18 individuos. Devido ao fato
de que sindrome de Bjornstad envolve tanto surdez neurossensorial como pili torti, o
individuo [V-5, que tinha perda auditiva, mas cabelo normal, foi considerado como
tendo condicao clinica desconhecida para propésito de calculo de escores LOD.

A busca ao longo de todo genoma foi feita usando /oci altamente polimérficos.
Evidéncia de ligacio foi detectada inicialmente entre o locus da sindrome de Bjornstad
com marcador D2S434 (escore LOD: 4,98 em 6 = 0). Analisou-se, entao, ligagao entre
gene da doenga e outros /oci do cromossomo 2q. Escores LODs obtidos com 16
marcadores polimérficos sdo mostrados na Tabela 1. Baseando-se na ligagédo do /ocus
de doenga e marcador ancora do cromossomo 2 , D2S434, o gene foi localizado para o

cromossomo 2g34-36.



Tabela 1. Ligacéo entre o gene da doenca e os /oci do cromossomo 2.
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Escore
LODs em
4=

LOCUS (0] 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30
D2S2382 -0 -79 ,33 58 43 ,04
D2S164 -w 2,88 3,23 3,07 2,38 1,49
D2S2210 - o 2,85 3,18 2,99 2,26 1,32
D2S1371 -w® 1,71 2,13 2,07 1,61 .96
D2S173 2,49 2,44 2,25 2,01 1,50 ,95
D2S8434 4,98 4,88 4,49 3,99 2,92 AT
D25433 4,04 3,97 3,65 3,25 2,39 1,48
D2S2179 - 1,44 1,88 1,84 1,41 84
D2S163 - -,38 78 1,04 1,01 ,66
D25120 -w -1,44 -,20 ,20 ,40 33
D2S424 - -,38 78 1,07 1,01 67
D2S2372 - 1,92 2,34 2,27 1,80 1,16
D2S313 -® -1,3 48 97 1,02 64
D2S360 - -,46 g2 1,04 1,05 76
D2S351 - -1,12 67 1,18 1,24 87
D2S51363 -® -1,29 48 ,96 99 ,59

Para refinar ainda mais o locus de doenga, os haplotipos de 3 individuos que

exibiram recombinagdes ao longo dessa regiao foram analisados (Fig. 4). Os gendtipos
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dos individuos lll-4, IV-1 e V-3 definiram eventos recombinantes e indicaram que o

locus da doenca estava dentro de um intervalo de 3 cM entre os loci D2S1371 e

D2S163.

Loci 2382 164 2210 1371 173 434 433 2179 163 120 424

ID Clin,

Stat.
Ii-4 U sy ]
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IV-3 A e |  E— (EEE

Figura 4. Representacdo esquematica dos gendtipos de 3 individuos que foram
discordantes com a condigdo clinica no intervalo de 5¢cM entre D2D2382 e D25424.
Sao mostrados nimeros de identificagdo (ID) na arvore genealdgica e a condigéo
clinica (Cond. Clin.; NA, nao afetado; A, afetado). Barras pretas representam
discordancia entre locus de DNA e condigdo clinica; barras com preenchimento branco
representam concordancia; linhas representam gendtipo nao-informativo. O intervalo
de 3cM contendo gene da sindrome de Bjornstad € mostrado. A localizagéo dos loci
D2S2382, D2S164, D2S2210, D2S1371, D2S173, D2S434, D252179, D25163,
D2S120, e D2S424 foram retiradas do mapa genético do cromossomo 2. Distancias

entre esse loci ndo estdo desenhadas em escala.
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DISCUSSAO

Relata-se que mutagdo genética recessiva responsavel pela sindrome de
Bjornstad em grande familia mexicana localiza-se no cromossomo 2¢34-36. Todos
individuos afetados com pili torti e perda auditiva neurossensorial foram homozigéticos
para alelos entre D2S1371 e D2S163. Esse intervalo exclui o vizinho gene PAX3, que
esta mutado em desordens (sindrome de Waardenburg e sindrome craniofacial-surdez-
mao) que compartiham algumas caracteristicas clinicas com sindrome de Bjornstad
(Tassabehiji et al. 1992; Asher et al. 1996).

Analises clinicas de 7 portadores heterozigéticos do gene da doenga nao
identificaram anormalidades auditivas ou capilares, mas um individuo carreando o
haplétipo de doencga tinha surdez pre-lingual neurossensorial profunda. Entretanto, a
textura, resisténcia e morfologia do cabelo desse individuo eram normais. Embora sua
perda auditiva possa ser devida ao alelo de doenga, suspeita-se que outra etiologia
causou sua surdez. Avaliagdes de outras familias com sindrome de Bjornstad deverao
ajudar a determinar se mutagées no gene da sindrome de Bjornstad podem causar
outros defeitos auditivos.

O cabelo consiste de 50-100 proteinas (Rogers e Powell 1993), das quais
queratinas e filamentos intermediarios associados a proteinas (FIAP) predominam
(Emonet et al. 1997). Camundongo transgénico superexpressando produtos de genes
de FIAPs tém pélos frageis, quebradicos (Rogers e Powell 1993), achado que apdia
ainda mais modelo que anormalidades nessas proteinas podem alterar estrutura
capilar. Pode-se esperar que defeitos em queratinas, FIAPs ou em enzimas envolvidas
com modificagdes pos-transducionais dessas moléculas possam causar defeitos ultra-

estruturais do cabelo na sindrome de Bjornstad.
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Surdez neurossensorial e pili torti na sindrome de Bjornstad podem ser fenétipos
independentes que resultem de co-herangas de defeitos genéticos proximamente
ligados. Embora nossos estudos ndo excluam a possibilidade de sindrome de gene
contiguo, a reconhecida imunorreatividade de citoqueratinas e outros FIAPs na céclea
(Anniko et al. 1990; Bauwens et al. 1991) faz-nos considerar como mais provavel
defeito de gene Unico que seja responsavel por ambos fenétipos. Dessa forma, genes
codificando componentes estruturais maiores do cabelo (citoqueratinas e FIAPS)
parecem ser bons genes candidatos para mutagdes que causam distintas
manifestagées dessa desordem.

Até o presente, somente vilina codificada no cromossomo 2q35 (Rosseau-Merck
et al. 1988), localiza-se no intervalo do gene da doenga definido nesse estudo (Schuler
et al. 1996). Embora essa proteina ligadora da actina seja largamente expressada nas
microvilosidades (Hofer e Dreckhahn 1996), a vilina ndo foi encontrada em
microvilosidades especializadas, conhecidas como “estereocilios”, da orelha interna
(Flock et al. 1982; Alberts et al. 1994). Assim, antecipa-se que analises em andamento
do intervalo entre D2S1371 e D2S163 levarao a identificagdo do gene que tem papel

critico na estrutura do cabelo do escalpo e na estrutura das células da orelha interna.
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