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RESUMO

SAMPAIO-SILVA, J.Estudos genético-moleculares em surdez nao-sindedbensindrémica
[Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicinayddsidade de Sao Paulo; 2017.

A surdez de etiologia genética pode contribuir @m60% dos casos. Representa uma das
doencas mais geneticamente heterogéneas e sawamlzsetodos os padrdes de heranca
mendelianos e também heranga mitocondrial. Os estdd familias com vérios individuos
afetados por perda auditiva permitiram o mapeamdatonais de 110 I6cus candidatos a
conter genes responsaveis por surdez. Porém, ni@sses genes tém apenas poucas familias
associadas ja descritas até o momento e parceificsiiva deles ainda nao foi identificada.

A identificagdo e caracterizagcdo desses genes s#@n farramenta importante que traz
diversos beneficios, como um aconselhamento gendétais preciso para as familias,
entendimento das correlagfes gendtipo-fendtipsevida bioldgicas fundamentais a audicéo.
O objetivo geral dessa dissertacédo foi identifiaaros genes e novas mutagdes relacionadas a
surdez nédo-sindrémica em familias brasileiras. dgshos trés casos familiais de perda
auditiva nao-sindrémica pos-lingual. No primeirs@damilial, cujo padrdo de heranca era
autossdmico dominante, foi realizado a varredunadiggca por meio de&SNP-arraye a
analise estatistica desses dados foi realizada c@rograma Alohomora. Os dados das
analises paramétricai.dd Scorg¢ e nao-paramétricasZ{mean foram comparadas para
obtencdo das regides cromossOémicas candidatasrelyeges cromossodmicas candidatas a
andlise de segregacdo dos haplétipos de micragssiteé mostrou compativel com ligagéao.
Em seguida, foi realizado o sequenciamento do exdanprobanda, analise das variantes
encontradas contidas dentro das regides cromosa®dientificadas pela analise de ligacéo e
analise da segregacdo. Com isso, foi possivelifsi@ntuma variante candidata que segrega
com a surdez em gene previamente ndo associadaléz smas que interage com gene ja
associado. No caso familial 2, foi possivel defmicausa genética e seu padrao de heranca
autossoémico recessivo ao identificar duas mutagatgyénicas em heterozigose composta no
gene TMPRSS3 ja previamente descritas. Dessa forma, essessdanlwoboram os da
literatura que apontam a importancia deste genea®®s menos comuns de perda auditiva
pés-lingual e heranca autossdmica recessiva. dasw3, de heranca autossémica dominante,
foi realizado o sequenciamento do exoma da probamwilgs novas variantes em heterozigose
foram encontradas. Ambas foram preditas como paioge pelas ferramentas de
bioinformética: p.R42C GJB3 e p.S906* KMYOH Somente a probanda e sua méae
normouvinte apresentaram a variante no gefig3 que esté localizada na mesma posicao de
aminoacido de uma mutacdo que causa a doenca eldqyghrokeratodermia variabilis
Nenhuma das duas apresentou essa doenca de pei®, Asmutacdo no ger®JB3 foi
considerada uma variante de significado incerteegregacdo da mutacdo do tipmnsense

no geneMYOG6com surdez na familia foi confirmada. Essa mutasia no dominioeckda
miosina VI, apos o dominio motor. Estes dados fmenme suporte adicional as correlagdes
gendtipo-fendtipo que afirmam que quando o domimador da proteina esta funcionando a
perda auditiva € mais leve e com manifestacdo a@a@oncluindo a causa genética foi
identificada em dois casos, fornecendo evidéndasceais as correlacdes gendtipo-fenotipo
previamente estabelecidas na literatura. Além digso novo potencial gene candidato a
surdez foi revelado.

Descritores: Surdez Na&ao-Sindrbmica, Mapeamento d@énBequenciamento de Nova
Geracéo, Varredura Genomica, Perda Auditiva HetgdjtHeranca Autossémica Dominante,
Herancga AutossOmica Recessiva.



ABSTRACT

SAMPAIO-SILVA, J.Molecular-Genetic Studies in Non-syndromic and &ymit Deafness
[Dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de Mediclaiversidade de S&ao Paulo; 2017”

Genetic etiology may represent up to 60% of deaficases, it is one of the most genetically
heterogeneous diseases and may exhibit all Memdielreeritance patterns and mitochondrial
inheritance as well. Studies of families with maimgividuals affected by hearing loss
allowed the mapping of more than 110 locus, candgldor containing deafness genes.
However, many of these genes have only a few famiissociated described so far and a
significant portion of them has yet to be identifi&ene identification and characterization is
an important tool that provides several benefiighsas a more accurate genetic counseling
for families, better understanding of genotype-mtgoe correlations as well as discovery of
biological pathways crucial for hearing. The gehearajective of this dissertation was to
identify novel genes and mutations related to ngrdeomic deafness in Brazilian families.
We investigated the cause of post-lingual nonsymédrdiearing loss in three familial cases.
In the first family case, with autosomal dominameritance, a genomic scanning through
SNP-array was performed and a statistical anabfsise data was done with the Alohomora
program. The data of the parametric (Lod Score)ramdparametric (Z-mean) analyzes were
compared to obtain the candidate chromosomal regitm the candidate chromosomal
regions, segregation analysis of the microsateiaplotypes was shown to be compatible
with linkage to the deafness in the family. Therprae sequencing of the proband was
completed, analysis of the variants, contained iwithe candidate chromosomal regions
identified by linkage, was performed as well as $hgregation analysis. A candidate variant
that segregates with the deafness in this familg wkentified in a gene that was not
previously associated with deafness, but thataatsrwith a known deafness gene. In familial
case 2, definition of the genetic cause was acdshgd and its autosomal recessive
inheritance pattern confirmed through the detectdntwo pathogenic mutations in the
TMPRSS3jene in compound heterozygosis, both previoustgrilged. Thus, we corroborate
data from the literature that point out the impoce of this gene in the less common cases of
both post-lingual hearing loss and autosomal regessheritance. In case 3, with autosomal
dominant inheritance, exome sequencing of the prbbavealed two novel heterozygous
variants that were predicted to be pathogenic lmynformatics tools: p.R42CEIB3 and
p.S906 * MYOH. The proband and her normal hearing mother ptedethe variant in the
GJB3 gene, that is located in the same amino acid ipasdf variant that causes the skin
diseaseEritrokeratodermia variabilis Neither subjects had this skin disease. ThusGtHg3
variant was considered to be of uncertain signitea Segregation with deafness of the novel
nonsense MYOG6 mutation was confirmed in the familyis mutation is in the neck domain
of myosin VI, after the motor domain. These findirgjve further support for the genotype-
phenotype correlations that state that when th@epromotor domain of Myosin-IV is
functioning, hearing loss is milder and with laterset. In conclusion, genetic causes were
shown in two causes, providing additional evidetéhe genotype-phenotype correlations
previously established in the literature. In addfifia novel potential deaf candidate gene has
been revealed.

Descriptors: Non-syndromic Deafness, Gene MappiNgxt Generation Sequencing,
Genomic Scanning, Hereditary Hearing Loss, Autodddmminant Inheritance, Autosomal
Recessive Inheritance.
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1. INTRODUCAO

A perda auditiva (PA) € uma deficiéncia que afetasnde 360 milhdes de pessoas
em todo o mundo e sua incidéncia afeta 1 a cadadi@n-nascidos (SHEARER; SMITH,
2015). A incidéncia de afetados por esse tipo dieiéiecia aumenta para 2,7 por mil antes
dos cinco anos de idade e para 3,5 por mil enteeloescentes (FORTNUB al, 2001).

A PANS é o defeito sensorial mais comum que atangepécie humana e em muitos
casos € decorrente de mutagbes em um Unico gendungdes especificas na orelha interna
(HILGERT; SMITH; VAN CAMP, 2009; VAN CAMP; SMITHT03/2017). Estima-se que a
PANS de etiologia genética represente aproximaden@?¥ dos casos de perda auditiva em
paises desenvolvidos e estimada em 16% no Brasihtdtua década de noventa (MORTON,
1991; BRAGA; OTTO; SPINELLI, 1999).

A orelha interna tem a fungdo de converter onda®ras em sinais elétricos,
capacidade essa que depende da acdo combinadthdeemde proteinas (DIAZ-HORTét
al., 2014). Dessa forma, espera-se que alteracdesgad de qualquer uma dessas proteinas
possa levar a PANS. Essas proteinas podem partigipa exemplo, do processo de
homeostase idnica, juncdes do tigafy’, regulacdo da expressédo génica, desenvolvimento,
manutencdo e motilidade dos estereocilios, manaikede diferenca de potencial elétrico,
inibicdo de apoptose, sinalizacdo de células @bad/ou neurbnios, entre outras
funcionalidades, porém muitas dessas proteinas goecem até o momento sem
identificacdo (DIAZ-HORTAet al, 2014).

A PANS genética € uma das doencas mais heteroggmeae tem conhecimento,
apresentando todos os mecanismos de heranca nagnded mitocondrial. Estima-se que 1%
dos genes humanos sdo necessarios a audicado (FRIED&RIFFITH, 2003). Dessa forma,
fica evidente que ndo necessariamente todas adagdps terdo a mesma mutagcao quando
apresentarem PANS genética (VOMNAal 2015). Além disso, a surdez de etiologia genética
é classificada como sindrémica (surdez associaual#ras sinais clinicos) e nao-sindromica.
Embora ja tenham sido descritas mais de 400 sirefrgue incluem surdez como um de seus
sinais clinicos, 70% dos casos de surdez heredgdn ndo-sindrémicos (KEATS; BERLIN,
1999).

Até o momento mais de 110 Iécus foram mapeadosngor de analise de ligacao
em diversas familias com muitos afetados por PAN& nem todos os seus genes foram

identificados. Por exemplo, a PANS de heranca adtoga dominante tem apenas 70% dos



l6cus com genes ja identificados (tabela I). Jhelanca autossémica recessiva tem apenas
77% dos l6cus com genes identificados (tabelaldgo significa que € bem provavel que
exista pelo menos 49 novos genes de surdez agdargamna serem identificados (VON&

al., 2015), ou seja, ha muitos I6cus mapeados semsgdepatificados. A dificuldade na
identificacdo dos genes se deve a diversos fatomesp a heterogeneidade genética e as
mutacOes distintas em um mesmo gene, 0 que d#icedtabelecer a correlacdo das
caracteristicas clinicas com a(s) mutacdo(6es) mppdem diferir entre si (SHEARER;
SMITH, 2015; LEZIROVITZet al, 2008).

Na identificacdo de novos locus e/ou genes, vendss@mpregada a analise de
ligagcdo em grandes familias com muitos afetadasndlise de ligacéo consiste na utilizacao
de marcadores moleculares polimorficos cogtPs(Single Nucleotide Polymorphisnos
polimorfismos de nucleotideo Unico) e/ou microdga que permitem ao pesquisador
comparar a segregacdo dos marcadores com a traéenda doencga entre 0s inUmeros
individuos de uma mesma familia, afetados e natadds, e assim delimitar as regides
cromossOmicas candidatas a conter o gene respong@la deficiéncia auditiva
(LEZIROVITZ et al, 2009). OsSNPscompreendem a maior parte das variantes do DNA e
constituem posi¢cdes gendmicas nas quais existememws dois residuos de nucleotideos
distintos (alelos), sendo que cada um € observadonea porcao significativa da populagéo
humana. Na analise de ligacdo se utilddPsdispostos enmarrays que sdo matrizes de
genotipagem contendo milhares de polimorfismos delentideo Unico, utilizados para
deteccao de doencas raras (LAFRAMBOISE, 2009).

O sequenciamento de nova geracdGH tem sido utilizado por muitos
pesquisadores para identificacdo e caracterizaganodos genes (QIN@t al, 2014). A
analise de ligacdo do genoma inteiro dentro de dgnfamilias bem caracterizadas
clinicamente proporciona uma estratégia poderosa panapeamento de intervalos criticos
do cromossomo (VONAt al, 2015). O sequenciamento de nova geragao ou Seguoesnto
massivo em paralelo permite sequenciar milhareBadgnentos de DNA ao mesmo tempo
gerando um conjunto de dados que pode chegar 8.2000000 de pares de bases do DNA
(NHS, 11/2015). Enquanto que o0 sequenciamento deeBasequencia um amplicon
(fragmento de DNA) por vez, com até cerca de 10@gde base (VONAt al, 2015). A
utilizagdo doNGSna area da pesquisa genética de genes que caddthgdnhou maiores
proporcdes nos ultimos anos, viabilizando a ideaifio de novos locus e genes em
pequenas familias. No entanto, essa técnica géinares de dados que precisam ser filtrados

e analisados com o auxilio de profissionais qualifos de bioinformatica. Apesar de



trabalhoso, odNGS revolucionou a area da genética molecular, meso® aada empresa
desenvolva seu préprio protocolo e quimicas utlizao objetivo final € o mesmo (L al,
2012). Entretanto, se associado ao mapeamentcedé®es cromossdmicas candidatas, por
meio da analise de ligacdo, reduz-se sensivelnmemigmero de variantes geradas a serem
analisadas pelblGS Dessa forma, a associagédo das duas técnicagterasirado de grande
eficiéncia na identificacdo dos genes respons@ei®ANS.

A identificacdo e caracterizacdo de genes respeisapor PANS constitui
ferramenta importante que traz diversos benefiétesmite um diagndstico mais apurado do
defeito genético que predispés a PANS naquele ithaoy um aconselhamento genético mais
preciso para as familias, além de maior conhecimneabre os mecanismos moleculares,
entendimento de novas vias bioldgicas, alvos tetayms em potencial e a possibilidade de
desenvolvimento de novas estratégias terapéutitasa$ (OITICICAet al, 2010). Estudos
de mapeamento, descoberta de novos genes e edtudignais sO0 sd0 possiveis em
laboratorios que contam com colecdes de amostrasanigue de familias compostas por
muitos individuos afetados e bem estudados clirecé®) que concordem em participar desse
tipo de investigagao.

Foram selecionadas trés familias com PANS que cdacamm em participar do
estudo. A nossa hipotese foi que ao mapear e fdantos genes responsaveis pela PANS,
em familias com histéria e genealogia compativeis) @ causa genética, por meio da
associacdo da andlise de ligacdo e com o sequeamtimrde nova geracdo do exoma, foi
possivel caracterizar novas mutacdes ou variamegemes ainda nao relacionados a PANS

na literatura cientifica, e contribuir ao conheamoeeda fisiologia da audicéo.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi mapear novos genelentificar novas mutacoes
relacionadas a surdez nado-sindrobmica em familiasilbiras e correlaciona-las com o

fendtipo.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar diferentes abordagens no mapeamento desngenes e identificacdo de
novas mutagdes em cada caso familial de PA seksiion



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 SURDEZ HEREDITARIA

A perda auditiva ou surdez é caracterizada comadéficit ou comprometimento
auditivo que restringe ou néo as habilidades dauotracéo verbal. Os termos perda auditiva,
surdez ou deficiéncia auditiva séo utilizados ca@nd@nimos para 0s geneticistas. Um a cada
quinhentos recém-nascidos tem perda auditiva sensoiral (PANS) bilateral permanente (
40dB) ao nascimento (HILGERT; SMITH; VAN CAMP, 2009a em paises desenvolvidos a
incidéncia é de uma a cada mil criangcas nascidasRA ou que ira desenvolver PA com
grau severo ou profundo durante o periodo pré-#h@ETIT et al, 2001). Essa frequéncia
pode ser até trés vezes maior em paises em dedemio como o Brasil, a diferenca de
frequéncia é devida a contribuicdo de fatores amdie que levam a perda auditiva, como
rubéola materna, citomegalovirus, exposicdo a dragetoxicas ou ruidos e meningite os
quais refletem o grau de desenvolvimento socioeo@mwda populacédo brasileira. Embora
em nosso pais, esses fatores ambientais tenharm mmmbrtancia como causa de perda
auditiva, com a melhora das condi¢cdes de sauderasilBa frequéncia de surdez genética
deve estar se aproximando dos numeros de paisssvdegdos. Em paises desenvolvidos a
frequéncia de surdez de etiologia genética ché&®@@a(MORTON, 1991).

A PA pode ser classificada quanto a sua etiolgggaédtica ou decorrente de fatores
ambientais), manifestacdo clinica (sindrbmica oo-siddromica), idade de manifestacao
(pré-lingual ou pés-lingual), lateralidade (unilutateral), origem do defeito (sensorioneural,
condutiva ou mista), evolucdo (progressiva ou emtacda), frequéncias atingidas (baixas,
médias ou altas) e a gravidade da perda. A graeidagerda é classificada conforme o valor
da perda em decibéis: leve (21 a 40dB), moderatidB(4 70dB), severa (71dB a 90dB) ou
profunda (mais de 91dB) (DAVIS; SILVERMAN, 1970).

A perda auditiva de etiologia genética ndo-sindo@mesta associada a diversos
l6cus, os quais sdo chamados de DFN (do ingEs-Nesy e numerados de acordo com a
ordem de descoberta. Tais I6cus referem-se a ugi@reromossémica candidata a conter
um ou mais genes associados a PA e ndo necesgasamem Unico gene. Os l6cus que
provavelmente contém genes de surdez autossomciaalate sdo designados como DFNA,
os l6cus de surdez autossémica recessiva DFNB @& os que estdo no cromossomo X sao
designados por DFNX, anteriormente DFN. Ja forampeaados dois l6cus modificadores, 0s
quais sdo denominados com a sigla DFNM (VAN CAMRIITBH, 03/2017). Além disso, ja



foram descritas muta¢des em genes mitocondriaigiasss a surdez.

3.1.1 Surdez de heranga autossémica dominante

Em sua grande maioria, 0s genes relacionados &zsukel heranca autossémica
dominante (DFNA) apresentam como caracteristidascak PA poés-lingual (geralmente na
segunda a terceira década de vida), progressieasoigoneural (PETIEt al, 2001; VAN
LAER et al, 1999). Dessa forma, o padrao de heranc¢a autoss@ominante contribui de
forma significativa na proporcao de casos de PA @paquisicdo da linguagem (pos-lingual)
(PETIT, 1996).

A PA autossdmica dominante possui uma frequénceavguia de 15% a 20% no
namero de casos de perda auditiva ndo-sindrémig&ITR 1996; CORDES; FRIEDMAN,
2000). Ja foram mapeados cinquenta e um locusgulais foram identificados trinta e seis
genes, listados na tabela | (VAN CAMP; SMITH, 032D N&o foi observado até o
momento nenhum l6cus desses 51 que fosse maidqireva

3.1.2 Surdez de heranca autossdmica recessiva

A surdez de heranca autossdmica recessiva é résbip®r cerca 80% dos casos de
PA ndo-sindrébmica (VAM CAMP; SMITH, 03/2017; VAN LR et al, 1999;
ZANCHETTA et al, 2000).

Geralmente PA de heranca autossOmica recessiva éetal maior gravidade do que
a surdez autossémica dominante, pois costumar@s caracteristica clinicas perda de severa
a profunda, pré-lingual, antes dos 12 meses de jdahsorioneural, estacionaria, totalmente
penetrante e atingindo todas as frequéncias (GURIPF@t al, 1994; KEATS; BERLIN,
1999; CAMPBELLet al, 1997).

Ja foram mapeados 83 l6cus, dos quais ja forantifidados 64 genes, listados na
tabela Il (VAN CAMP; SMITHT, 03/2017).



Tabela I. Localizagédo dos genes responsaveis por surdeditégi@ ndo-sindromica autossémica dominante
(modificado VAM CAMP; SMITH, 03/2017).

Locus LocallzaAan Gene Locus LocallzaA(;aQ Gene
cromossomica cromossoOmica
? 16pil2.. CRYM DFNA3Z 11p1t ?
DFNA1 5g31 DIAPH1 DFNA3Z 13g34-qte ?
DFNA2A 1p34 KCNQ4 DFNA36 9q13-g21 TMC1
DFNA2B 1p35.1 GJB3 DFNA39 4921.3 DSPP
DFNA3A 13g11-g12 GJB2 DFNA41 12qg24-qgter P2RX2
DFNA3B 13ql: GJBE DFNA42 5g31.1-g3 ?
DFNAA4 19913 MYH14 DFNA43 2pl2 ?
DFNA4B 19q13.32 CEACAM16 DFNA44 3728-29 CCDC50
DFNA5 7p15 DFNA5 DFNA47 9p21-22 ?
DFNAG6/14/3¢ 4p16.: WFS! DFNAA4¢ 1g21-g2: ?
DFNA7 1g21-g23 ? DFNA50 7932.2 MIRN96
DFNAS8/12 11g22-24 TECTA DFNA5L 9g21 TIP2
DFNA9 14912-913 COCH DFNA52 4928 ?
DFNA1C 6022-g2. EYA(¢ DFNASZ 140g11.2-g1 ?
DFNA11 11g12.3-g21 MYOT7A DFNA54 531 ?
DFNA13 6p21 COL11A2 DFNA56 9g31.3-g34.3 TNC
DFNA15 531 POU4F3 DFNA57 19p13.2 ?
DFNA16 2q2¢ ? DFNASE 2p12-p2. ?
DFNA17 22¢ MYH¢E DFNASS 11p14.2-q12. ?
DFNAL8 3922 ? DFNA64  120924.31-12924.35MAC/DIABLO
DFNA20/26 17925 ACTG1
DFNA21 6p21 ? DFNAG5 16p13.3 TBC1D24
DFNA22 6q1: MYO¢€ DFNAG67 20g13.3. OSBPL:
DFNA23 14g21-g22 SIX1
DFNA24 4q ? ? 15025.2 HOMER2
DFNA25 12g21-24 SLC17A8
DFNA27 4912 ? ? 3921.: MCM2
DFNA28 8g22 GRHL2 ? 12921.32 KITLG
DFNA30 15025-26 ? ? 15g21.2 DMXL2
DFNA31 6p21.3 ?



Tabela Il. Localizagdo dos genes responsaveis por surdeditéei@ ndo-sindromica autossémica recessiva
(modificado VAM CAMP; SMITH, 03/2017).

Lécus Locahzaf;a(_) Gene Ldcus Locallzaigag Gene
cromossomica cromossomica
DFNBI1 13q1: GJB: DFNB51 11p13-p1 ?
DFNBZ 11913.! MYO7£ DFNB5: 6p21.: COL11A:
DFNB: 17p1l.. MYO15/ DFNB5E 4912-q13. ?
DFNB4 793! SLC26A. DFNBS5¢ 2931.1-g31. PJVK
DFNBE 14q1: ? DFNB6( 5023.2-g31. SLC22A¢
DFNBE 3pl4-p2. TMIE DFNB61 7922.: SLC26A!
DFNB7/11 9913-g2. TMC1 DFNB6Z 12p13.2-pll.Z ?
DFNB8/1( 2192 TMPRSS DFNB6: 11913.2-q13. LRTOMT/CON
DFNB¢ 2p22-p2: OTOF DFNB6E 200913.2-q13.c ?
DFNB1Z 10921-g2 CDH23 DFNBG6€E 6p21.2-22. DCDC?2
DFNB1: 7934-3 ? DFNB66/6' 6p21.3. LHFPL5
DFNB14 793! ? DFNBG6¢ 19p13.: ?
DFNB15/72/9 3g21-g2! GIPC3 DFNB71 8p22-21.: ?
5 19p1: DFNB7( 2p16.: PNPT!
DFNB1¢ 15921-g2 STRC DFNBT: 1p32. BSNL
DFNB17 793! ? DFNB74 12g14.2-q1 MSRB:!
DFNB1¢ 11p14-15. USH1C DFNBT€E 19913.1. SYNE:
DFNB18E 11p15.: OTOC DFNB77 18912-g2 LOXHD1
DFNB2(C 11925-gte ? DFNBT¢ 9g34. TPRN
DFNB21 11c TECT# DFNBS8C 2p16.1-p2 ?
DFNB2z 16p12.: OTO# DFNB81 19 ?
DFNB2: 10p11.2-g2 PCDH1E DFNB8: 9p21-2: ?
DFNB2<4 11g2: RDX DENBS4 12021.2 PTPRC
DFNB2t 4pld GRXCR! OTOGL
DFNB2¢ 4931 ? DFNBS8E 17p12-g11. ?
DFNB21 2023-g3: ? DFNB8¢E 16p13.: TBC1D2:
DFNB2¢ 2291 TRIOBF DFNB8¢ 2p12-p1l. ELMOD?3
DFNB2¢ 2192: CLDN14 DFNB8¢ 16921-923. KARS
DFNB3C 10p11l. MYO3/ DFNB9C 7p22.1-p15. ?
DFNB31 9932-g3. WHRN DFNB91 6p2t SERPINB!
DFNB32/8: 1p13.3-22. GPSM: DFNB9: 11912.3-11g13 CABP:
DFNB3: 9934.: ? DFNB94 11g14.. NARS:
DFNB3t 14924.1-24. ESRRI DFNB9¢ 1p36.31-p36.1 ?
DFNB3¢ 1p36.: ESPN DFNB97 7931.: MET
DFNB37 6g1< MYOE DFNB9¢ 21g22.3-qte TSPEAI
DFNB3¢ 6026-92 ? DFNB9¢ 17q1: TMEM132¢E
DFNB3¢ 7921.: HGF DFNB10! 5g3: GRXCR:
DFNB4( 22c ? DFNB10:Z 12p12.: EPS¢
DFNB4: 3013.31-g22. ILDR1 DFNB10: 6p21.: CLIC5
DFNB4<4 7pl4.1-q11.2 ADCY]1 DFNB105 1p21.2-1p21. CDC14A
DFNB4E 1g43-g4 ? ? 6p22.: FAMG5E
DFNB4¢ 18p11.32-p11.: ? ? 11p15.! EPS8L.
DFNB47/8: 2p25.1-p24. ? ? 17925. WBPZ
DFNB4¢ 15023-925. CIB2 ? 1p31. ROR!
DFNB49 5012.3-q14.1. MARVELD2

BDP1



3.1.3 Surdez de heranga n&o-sindromica ligada ao X

A PA ligada ao cromossomo X tem seus l6cus denatomacomo DFNX,
anteriormente denominavam-se DFN (VAN LAER al, 2003; VAN CAMP; SMITH,
03/2017). E responsavel por 2% a 3% dos casos rdezshereditaria (VAN LAERet al,
2003).

Ja foram mapeados seis locus e identificados gjanes associados a esse padrdo de
heranca, listados na tabela Ill (VAN CAMP; SMITH/R017).

O locus do cromossomo X mais frequente associalodez € o DFNX2, onde se
localiza o gen®OU3F4,que codifica um fator de transcricdosurdez associada ao DFNX2
ou DFN3 apresenta como caracteristicas clinicasmi®&ta resultante da fixagdo do estribo
(DE KOK et al, 1995). No entanto, a surdez sensorioneural pdafuas vezes mascara o
elemento condutor da surdez associada ao DFNX2o@ahado clinico que pode ocorrer € 0
vazamento da perilinfa, por meio da estapedectdmiacesso cirlrgico utilizado como
tratamento para surdez devida a otosclerose),eqmedmo objetivo retirar o estribo quando
este se encontra fixado. As mutacdes no gEDE3F4apresentam-se dispersas por todo ele,
nao havendo uma mutacdo mais comum, além de j& teido descritas delecdes fora do

gene, mas que alteram sua expressao (SCHRIJVER).200

Tabela Il . Localizagdo dos genes de surdez hereditariaindodsnica ligada ao cromossomo X (modificado
de VAM CAMP; SMITH, 03/2017).

Localizacéo

Lécus N Gene Heranca
cromossdmica
DFNX1 (DFN2) Xg22 PRPSI recessiv
DFNX2 (DFN3) Xg21.1 POU3F: ?
- .
DENX3 (DFN4) Xp21.2 : dominante
DFNX4 (DFN6) Xp22 svpx ~ dominante
DFNX5 (AUNX) Xg26.1 AIFM1 recessiv
DFNX6 Xg22.3 COL4A6 ?

3.1.4 Surdez nao-sindrémica de heranga mitocondrial

Acredita-se que as mutacdes no DNA mitocondriarsajesponsaveis por cerca de
1% dos casos de surdez nao-sindrémica heredi@8aIVILL et al, 1998). A lista com as

mutacdes ja descritas encontra-se na tabela IV.



A PA de heranca mitocondrial geralmente apresed#amlei de manifestacdo e
gravidade muito variavel (ESTIVILEt al, 1998). Uma das primeiras muta¢des identificadas
no DNA mitocondrial como responsavel por surdezaf@ubstituicdo A1555G no get@S
rRNA sendo uma das mais frequentes em varias popsla@@REZANT et al, 1993;
ABREU-SILVA et al, 2006; SILVA, 2008; PUP@t al, 2008). Individuos portadores dessa
mutacdo apresentam uma susceptibilidade maior &oxatmlade pelos antibidticos
aminoglicosideos (ESTIVILIet. al, 1998).

Tabela IV. Muta¢gdes mitocondriais associadas a surdez n@ioésitica, com os sinais clinicos ocasionalmente
associados (modificado de VAM CAMP; SMITH, 03/2017)

Sinais clinicos ocasionais

Gene Mutagéo .
associados

Susceptibiidade aumentada a
MTRNR1 1555A-> G ototoxicidade dos
aminoglicosideos

Susceptibiidade aumentada a
MTRNR1 1494C->T ototoxicidade dos
aminoglicosideos

Susceptibiidade aumentada a
MTRNR1 961 (mutacdes diferentes) ototoxicidade dos
aminoglicosideos

MTTS1 T445A-> G QueratodermaP almoplantar
Disfuncdes neuroldgicas
MTTS1 7472insC incluindo ataxia, disartria e
mioclénus
MTTS1 7510T-> C Nada relatado
MTTS1 7511T-> C Nada relatado

3.1.5 Surdez sindrémica

A palavra sindrome é de origem grega e significguro de sintomas e sinais que se
apresentam numa doenca e que a caracterizam (DERGINMICHAELIS, 2009), ou seja,
é utilizada para designar pacientes que apreser@aas sinais clinicos com provavel origem
comum. Denomina-se de surdez sindrémica o paceregeapresenta o distirbio de audicéao
associado h& outras caracteristicas clinicas. wrak ja foram identificadas mais de 400
sindromes que apresentam surdez como um dos GF@RLIN et al; 1995).

As sindromes mais frequentes que apresentam ssdidezindrome de Waardenburg
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grupo de anormalidades de pigmentacdo de cabdm,epelhos, perda auditiva congénita
sensorioneural e dismorfismos faciais como o tekecam pacientes portadores tipo | - MIM
#193500; sindrome de Alport caracterizada por iogucia renal progressiva, perda auditiva
sensorioneural variavel, anormalidades ocularegawgis - MIM #301050; sindrome de
Pendred tem como caracteristicas alteracdes naasgienento da coclea, perda auditiva
sensorioneural, aumento difuso da tiredide ou bacMIM #274600; sindrome Usher,
sindrome tem como caracteristicas PA congénitadsdipgual progressiva, sensorioneural,
retinose pigmentar, constante disfuncao vestibuéiM #276900 (OMIM, 2015).

3.1.6 Triagem de mutacdes na populacéo

Embora a surdez genética ndo-sindrOmica apreseaite de uma centena de genes
responsaveis ja identificados, ha alguns genestagdes que se apresentam com maiores
frequéncias em diferentes populacdes, como a nutegddelG no gen&JB2 delecdes
del(GJB6D13S1830) e deJB6D13S1854) no gen&JB6 e a mutagcdo mitocondrial
A1555G no gend?2S rRNAAs alteracdes citadas acima tém contribuido comeato da
surdez de etiologia genética em paises em desemarito, como o0 Brasil, porém em nosso
pais ainda ocorrem influéncias de fatores ambig(BAATISSOCCOet al, 2009). Atualmente
muitos centros de pesquisa e aconselhamento gemétipregam a triagem dessas mutacdes
na rotina dos laboratorios. A seguir descrevemasocimram identificadas essas mutagoes.

GenesGJB2 e GJB6

Guilford et al. (1994) descreveram o mapeamento do primeiro l@ss®ciado a
surdez autossGmica recessiva, 0 qual foi denomin@&dIB1l, localizado na regido
cromossOmica 13q12. Maet al. (1995), verificaram a contribui¢cdo significativa thcus a
perda auditiva sensorioneural autossémica recepsivaneio de um estudo de ligagdo com
microssatélites realizado com uma populacdo cautasi Também observaram
expressividade fenotipica variavel dos pacientga surdez estava associada ao DFNBL,
tanto entre individuos da mesma familia quantoadeilfas diferentes. Em 79% das familias
do Mediterraneo com surdez sensorioneural autossdmcessiva estudadas por Gaspatini
al. (1997) o I6cus DFNB1 desempenhou um papel imptatan

No lécus DFNB1 encontra-se o ge@B2 (Gap Junctions2), identificado pela
primeira vez associado a surdez por Kelsekl.em 1997, por meio de estudo realizado em
uma familia com surdez sensorioneural congénitéupda, onde também segregava uma

doenca denominada queratoderma palmo-plantar (P&Hpos com heranca autossémica
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dominante. O gen@JB2possui dois exons, porém o exon 1 ndo é codifcaussuindo uma
regido promotora altamente conservada entre asiesg&IANG et al, 1997). Ele codifica a
proteina conexina 26 (Cx26), pertencente a fanddis proteinas de juncdes comunicantes.
Essas proteinas tém a funcdo de transportar iatapnilitos e mensageiros, além de alguns
estudos em animais sugerirem que esta proteina6j(o@ticipa na reciclagem de ions
potassio de volta para a endolinfa no ducto co¢BaIRTLERet al, 2003). Em um estudo
realizado por Denoyellet al. (1999), com 140 criancas de 104 familias afetpdasurdez
sensorioneural com varios graus de PA, mutacogene da conexina 26 localizado no locus
DFNB1 foram responsaveis pela surdez em metadecri@scas pesquisadas com perda
auditiva pré-lingual.

A mutacdo c¢.35delG é a mais frequente nos casaumdiez de etiologia genética,
sendo responsavel por até 75% de todas as mutaagt@EEnicas na Cx26 (SUNDSTRGH!
al., 1999; COHNet al, 1999), principalmente em populagbes caucasi@msgspecial nos
Estados Unidos e Europa (COHN; KELLEY, 1999). O djoaclinico associado a essa
mutacdo costuma ser PANS severa a profunda, nses géserva consideravel variabilidade
clinica, mesmo entre individuos da mesma familisndmgotos quanto a essa mutacéo
(LEZIROVITZ et al, 2006). Outras mutacdes recessivas detectadas gese foram a
c.167del. T comum em judeus askhenazi, a c.235detum em asiaticos, a T427C (ou
R143W) comum em africanos. No ge@dB2 ja foram encontradas mutacdes dominantes
associadas a surdez, que caracterizam o locus DFpi#3exemplo, as mutacdes ¢.C223T
(ou p.R75W, cuja surdez esta associada a doengaeeldequeratoderma palmoplantar),
c.G132C (ou p.W44C), ¢c.G131C (p.W44S), a c.G428R143Q) e c.G605T (p.C202F)
(BROBBY et al, 1998; LERERet al, 2000; ABEet al, 2000; LIUet al, 2002).

Outro gene encontrado no l6cus DFNB1 também astm@asurdez e vizinho ao
GJB2 € o gené&sJB6 Ele codifica a conexina 30. Os gei@iB2e GJB6estdo distantes um
do outro aproximadamente 35kb e apresentam 77%imddargdade entre as proteinas
codificadas. As mutacdes mais comuns descritaene@JB6foram as delecdes dElJB6
D13S1830), del6JB6D13S1854), sendo a mais frequente na populacé@mes|a de surdez
pré-lingual, e a delecaGJB6-30%b (TANG et al, 2008). Ambas as delecdes tém suas
frequéncias variando de acordo com os grupos étrestudados (DEL CASTILL@t al,
2002; DEL CASTILLOet al, 2005). Essas delecbes podem ser encontradasngunmtoocom
mutacfes no gen@JB2 ou seja, um individuo afetado por perda audifigde apresentar
uma heranca disgénica. Para explicar essa inteet#® os dois genes foram formuladas

duas hipéteses. A primeira hipétese formulada papdicar a interacdo entre os dois genes
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sugere que a presenca de duas mutacdes ndo afglecssvam a PA seria devida a interacao
dos produtos dos genes das conexinas levando adamde conexons heteroméricos e/ou
heterotipicos, sendo evidenciada no trabalho deigtaet al. (2003). Eles identificaram a
co-localizacéo celular das duas proteinas dos gedB2e GJB6G Outra hipotese sugere que
dele¢cbes n@JB6 poderiam levar a eliminagdo de um elemento regutatesponsavel pela
ativacdo da expressdo do ge@dB2 na orelha interna (COMMONMt al, 2005; DEL
CASTILLO et al, 2005). Atualmente essa segunda hipotese é matta apelos
pesquisadores. Além de ter sido evidenciada naltralde Commoet al, 2005, por meio da
analise de expressdo da conexina 26 e 30 em indwidom gendtipo normal e individuos
portadores das mutacoasl(GJB6-D13S1309 c.35delG.

Mutacao mitocondrial A1555G

Em um estudo com 70 familias, Estivell al. (1998) observaram que em 36 delas a
perda auditiva era congénita e em 34 delas eragusiga. Dezenove dentre as 70 possuiam
perda auditiva sensorioneural bilateral compatieeh heranca mitocondrial evidenciada por
meio da analise da segregacdo da surdez nas fanttm doze das 19 familias, havia
individuos que se tornaram surdos apoés tratamemto aminoglicosideos. Porém a relagcéao
entre aminoglicosideos e surdez foi completa apemagés familias, pois nas outras familias
os individuos ja haviam manifestado a PA antesrdt@arhento com estes antibidticos. A
mutacdo A1555G foi encontrada em homoplasmia, @ BINA mitocondrial idéntico em
todas as mitocondrias, em todos os individuos saddis das dezenove familias. Porém foi
encontrada em uma familia uma segunda mutacdo poaxdamente ndo descrita que
consistia na substituicdo de uma citosina por umiaa na posi¢cdo 1537 do geh2S rRNA
e todos os individuos a apresentavam em homoplaaléia da mutacdo A1555G, indicando
que a combinacdo das duas mutacbes causou a PéndBegs autores existe uma grande
variacdo entre os haplétipos que possuem a muiatddb5G no DNA mitocondrial, o que
sugere que esta mutacdo na populacdo espanhotitette de pelo menos cinco eventos
mutacionais independentes, ou seja, hdo h4 asdooitre transmissao materna de surdez
sensorioneural e determinados haplogrupos da pgjukspanhola. Por concluséo, Estwfll
al. (1998) sugerem que esta mutacdo (A1555G) é unsacayportante de surdez hereditaria
progressiva com penetrancia dependente da idadeng@o ser influenciada com tratamento
com aminoglicosideos. Por isso, recomendaram slizsfio na rotina de centros diagnosticos
de surdez da Europa, dada a sua frequéncia naagdpuleuropeia. E que se evitasse

tratamento com aminoglicosideos para individuosagores da mutacdo A1555G, a fim de
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atuar na prevencgao da surdez.

Em um estudo realizado por Abreu-Siktaal. (2006) com 203 pacientes atendidos no
Servico de Aconselhamento Genético do InstitutdBaeiéncias da Universidade de Séo
Paulo (IB-USP) cerca de 2% dos casos eram decesrdatmutacdo mitocondrial A1555G. A
maioria dos pacientes eram portadores de surdefingu&l. Segundo os autores essa
caracteristica também é encontrada em alguns assautopeus, cuja frequéncia da mutacéo
A1555G variou entre 0 e 2,4%. Outro ponto impodaghcontrado pelos autores, foi uma
paciente de 7 anos, filha de pais consanguineamgprde primeiro grau) e afetados por
surdez. A probanda era portadora de perda auditivfunda, pré-lingual, retardo mental e
epilepsia. Seu quadro clinico foi mais grave quacdmparado com os demais membros
afetados e analisados de sua familia. A causaad@dgde pode ser devida a homozigosidade
de genes deletérios. Além disso, os autores id=artin trés substituicdes raras no DNA
mitocondrial (T1291C, G7444A e A7569G). Indicandea simportancia na triagem de

servicos de aconselhamento genético no Brasil.

3.1.7 Genes relacionados a surdez néo-sindromicauas funcdes

Os genes que ja foram identificados como respoisaa surdez autossémica
dominante e autossdmica recessiva codificam prEedom funcdes diversas relacionadas
com citocinese e polimerizacado de actifDIAL), juncdes do tipo dag’ (GJB2 GJB3
GJB6H, matriz extracelular GOCH TECTA, COL11A2, STRCfatores de transcricdo
(POU4F3 EYA4, TFCP2L3, ESRRBcolagenos OL11A2, miosinas ndo convencionais
(MYO7A MYH9 e MYO#, proteinas transmembranicadMC1, WFSJ, homeostase idnica
(KCNQ4, GJB3, GJB2, GJB6, WFS1, SLC26A4, SLC17ARWEAD2, CLDN14, SCL26A5,
CRYM), formacdo e manutencdo do citoesqueleto doseesitos DIAPH1, ACTGI,
CCDC50, RDX, TRIOBP, WHRN, ESPHNroteina de adesdo dos estereocilRiSACAML16,
CDH23, PCDH15, LHFPL} regulagcédo da expressao génigHRN96, proteina motora dos
estereocilios NIYO7A, MYO6, MYH9, MYO15A, MYQ3Ananutencdo de diferenca de
potencial elétrico {TJP2), inibicdo de apoptoseD(ABLO, HGF, SERPINBG exocitose nas
vesiculas sinapticas das células ciliadas intef@a®©F), sinalizacdo de células ciliadas e/ou
neurdnios PIJVK, GPSM1, CIB2, CABRP2proliferacdo e diferenciacao celul®&TPRQ e
funcdo desconheciddYH14, DFNA5, TMC1, MYO1A, TMPRSS3, TMIE, TPRN,QIRT,
MSRB3, ILDR1, LOXHD1
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3.2 ANALISE DE LIGACAO E MAPEAMENTO

A descoberta das bases genéticas das doencas mimasg®rnece conhecimentos
importantes sobre os mecanismos moleculares denoritas doencas, vias biolégicas e alvos
terapéuticos em potencial. A analise de ligacadgrndes familias com muitos afetados por
surdez foi a estratégia que permitiu 0 mapeameargarhis de 110 l6cus associados a surdez
(VAN CAMP; SMITH, 03/2017). A analise de ligacaovéstiga a segregacdo de marcadores
moleculares, ou seja, sequéncias conhecidas do &fdAente polimdrficas utilizadas para
genotipar os individuos pesquisados, em genealodiascando aqueles marcadores
moleculares cujo padréo de transmisséo coincideapadrao de transmissdo da doenca em
estudo. Os marcadores mais utilizados sa&MPBs(Single Nucleotide Polymorphisnasi
Polimorfismo de Nucleotideo Unico) dispostos amays e 0os microssatélites, estes s&o
sequéncias repetidas em tandem de 1-4pb marcadasflgorescéncia. Atualmente na
varredura gendmica sao analisa&Psdispostos enarrays variando o niumero dSNPs
analisados de 6000 a 1,2 milhdo de marcadoreseditss genotipados. Ood scoresou
“logaritmo das chances” € o teste estatisticozatilo para definir se os resultados de um
estudo ou analise de ligacdo sao significativos acluir ou comprovar ligacdo entre o
marcador e a entidade clinica em estudo (LEZIROWT AL, 2009). O teste deod scores
permite ponderar as chances em favor de ligacau, qualquer fracdo de recombinacéao
significativamente menor que 50%, em relacdo aegegio independente ou fracdo de
recombinacdo igual a 50%. Por convend¢dm scoresigual ou maiores que +3,00 sao
suficientes para a ligacdo ser comprovada, enquasdoscoresabaixo de —2,00 permitem
excluir ligagao.

Quando um marcador se mostra significativamenéelticgh doenca, outros marcadores
mais polimorficos como microssatélites sdo anatisagpara confirmar e refinar o
mapeamento. Estabelecida a regido provavel a corgene, a busca pelos melhores genes
candidatos nela contidos classicamente envolvelegde daqueles mais interessantes por
terem expressdo no tecido em questdo e apresentangdn relacionada a condigdo. No
entanto, o sequenciamento tradicional de Sangea &ssa pesquisa gene a gene ardua e cara,
explicando em parte porque ha muitos locus de sunuEpeados sem genes identificados
(VAN CAMP; SMITH, 03/2017).

3.3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

O sequenciamento de nova gerag¢dG9 consiste primeiramente na fragmentacao do

DNA, em seguida sao adicionados adaptadores unisegsie se ligam ao mesmo. O DNA
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alvo é disposto sobre uma placaateay que contém sondas previamente identificadas ou
universais que se ligam somente aos fragmentosed@® sequenciados. Posteriormente o
DNA que néao hibridizou nas sondas doay sera eliminado por meio da digestdo com
exonuclease ou por meio de lavagem e eluicdo. pstonite que figuem somente as
sequéncias alvos, que sao entdo amplificadas, dgenamhdes ou bilhdes de fragmentos,
geralmente curtos. Estes fragmentos por sua vegesigenciados e alinhados ao genoma de
referéncia por meio de ferramentas computacioAasim, é possivel realizar uma cobertura
ampla, confiavel de acordo com o valor de cobertlgacada gene, extensa da amostra
(MOORTHIE; MATTOCKS; WRIGHT, 2011).

Recentemente, 0 avanco nas plataformad@§g aliado as tecnologias que permitem
o direcionamento da andlise por meio do enriquadim®u pré-captura dos segmentos
gendmicos de interesse, tornou-se possivel sequencias as sequéncias codificadoras de
proteina do genoma (exoma) de forma répida e @fstora. A medida que as tecnologias de
sequenciamento déGSforam desenvolvidas, surgiram as estratégias ueianarias para a
identificacdo de novos genes. LOcus candidatosendot centenas de genes para a triagem
podem agora ter todos 0s seus genes sequenciadparalelo tanto por meio da captura
customizada das sequencias-al@&Sde um Unico I6cus oONGSdo exoma, para diminuir a
necessidade de desenhar painéis customizados. digso, pequenas familias onde a
significancia tedrica nos estudos de ligacdo na@akancada, frequentemente eram excluidas
das estratégias convencionais e consequentementa rawam analisadas. Muitos desses
desafios, como triagem gene a gene em pequendsmfanéio adequadas a analise de ligacao,
foram sobrepujados por meio do uso de métodos psaerddNGScomo o sequenciamento
do exoma. (VONAet al, 2015).

Estima-se que 85% das mutacdes causadores de soeegdelianas e monogénicas
sejam encontradas na regido de codigo ou nos siéin8nicos desplicing embora essa
estimativa possa ser decorrente de um viés degaegdo (BOTSTEIN; RISCH; 2003;
GILISSENet al; 2012). Como as regides de codigo constituem apamamente apenas 1%
de todo o genoma humano, cerca de 30 Mb (Megabaspa)hados por cerca de 180.000
exons, a analise dessas regifes € uma estratétgacipdmente eficiente para revelar
mutacdes causadoras de doencas, principalmentelearsio a grande dificuldade atual em
se interpretar as consequéncias funcionais deg@@saem sequéncias nao codificadoras (NG
et al, 2010). O uso dessas estratégias se provou berdidama identificacdo de 21 genes
associados PANS néo-sindrémica, entre 2010 e 20Q8A et al, 2015).

Os estudos dos exomas por meio das tecnold¢iaS estdo mudando a genbmica
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médica e tornaram o sequenciamento de DNA e RNAltderendimento disponivel e com
custo acessivel. CoMGS o desafio de se identificar os genes das doeseasnsferiu da
etapa de identificacdo para a etapa de interpetagidhdes de variantes gendmicas sao
identificadas por genoma, mas apenas poucas poxpitae a doenca mendeliana. Dessa
forma, oNGS gera uma grande quantidade de dados que reques has de analise de
bioinformética a fim de se chegar a variante patmgécausadora da doenca (VOINAal,
2015).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 COMISSAO DE ETICA

Este estudo foi aprovado sob o protocolo de peaqfi©£2238412.0.1001.0068, pela
CAPPesq (Comissao de Etica para Andlise de Projietd@esquisa) do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sado REICFMUSP) em 13/10/2012,
parecer 1130.695. O adendo solicitando a inclusédo da alenmestrado como executante do
projeto foi aprovada em 19/02/2014, pareCe53%.535.

4.2 CRITERIO DE SELECAO

Um total de 313 individuos brasileiros ndo apackdade todo o pais que
apresentaram PA foram encaminhados para a Unidadéconselhamento de Surdez
Genética do Departamento de Otorrinolaringologiasftital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo). Ndo exdsima analise os pacientes com
suspeitas de causas ambientais ou caracteristicd®ricas. Aproximadamente 31% da
nossa coorte (100/313) foram de casos familiaikec®mamos trés desses casos familiais
com PA nao-sindrbmica para realizar o sequenciaandatexoma que apresentavam pelo
menos trés afetados e que concordaram em partdgppesquisa. Nao foram incluidos nas
analises os pacientes dos quais nao obtivemos daiiosos e/ou ndo responderam a

anamnese.

4.3 VARIAVEIS CATEGORICAS NOMINAIS

Classificamos as familias de acordo com as cafstitas clinicas e genéticas como,
manifestacdo clinica, lateralidade, origem do defgiravidade da perda e padrédo de heranca.
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4.4 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir de linfocitos de sangperiférico. Foram coletadas
amostras de cerca de 3 ml de sanguevanutainerscontendo EDTA Ethylenediamine
tetraacetic acij, de cada paciente participante da pesquisa. fl@ado um dos kits de
purificacdo de DNA gendmico descritos a segWizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega Corporation, Madison, WI, USAQiagen (Puregen® Blood Core Kit B,
QUIAGEN SciencedMaryland, USA),Quick-gDNA Mini Prep(Zymo Research CorpCA,
USA), NuleoSpin® Blood (MACHEREY-NAGEL GmbH & Cd&G, Duren, Germany) ou
AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep KaAxygen Bioscience€A, USA). O protocolo de
extracdo de DNA foi seguido conforme o estabeleprlos fabricantes de cada kit comercial

utilizado.

4.5 QUANTIFICACAO DO DNA :

A concentragdo de DNA de cada amostra foi quaatAccom o espectrofotdmetro
NanodropND-2000c NanoDrop TechnologieRockland, Delaware, USA). Posteriormente
foi feita uma diluicdo de cada DNA em agudli-Q com a finalidade de obter amostras com

concentracdes entre 50 e 100ng/uL.

4.6 PESQUISA DE MUTACOES MAIS FREQUENTES

A pesquisa de mutacbes frequentes e sabidamerdadmaas de perda auditiva foi
realizada conforme rotina do Laboratorio de Ingestoes Médicas 32 (LIM 32) de
Otorrinolaringologia. Foram pesquisadas as delegjies incluem parte do gen@JBg
GJBA(GJB6-D13S1830e A(GJB6-D13S1854) a mutacdo mitocondrial m.A1555G no
genel2SrRNAe mutacdes na regido de codigo do gedB?2.

Estudo das delecbes no gene dalB6: As delecbesA(GJIB6-D13S1830e A(GJIB6-
D13S1854)n0 gene daJB6foram testadas apés PCR com primers especific@s gsmas
delecdes (Tabela V) e visualizacdo em gel de ag&¥%s(DEL CASTILLOet al, 2005).
Estudo da mutacao mitocondrial m.A1555G:A mutagdo mitocondrial A1555G no gene
12S rRNA(MT-RNR] foi estudada por meio da PCR com primers espesifiTabela V),
seguida de digestdo do DNA com enzima de restiit@all (ESTIVILL et al, 1998). A
andlise foi realizada ap0s separacdo dos fragmemysificados e digeridos em gel de
poliacrilamida 6%, impregnacédo por nitrato de pra&adocumentacdo por meio da

digitalizacédo do gel.
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Sequenciamento da regido codificadora do geri®]B2: A regiao codificadora dos genes foi
amplificada por meio da PCR utilizando pares demers especificos (Tabela V). Depois de
purificados com as enzim&xonucleasd e Shrimp Alkaline Phosphatases produtos de
PCR foram submetidos a reacdo de sequenciamentcsamesmos primers da reacdo de
PCR e ABI BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing(Kpplied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA). Apos precipitacdo das amostras da reagigequenciamento pelo método de
etanol/Acetato de SoOdio/EDTA, elas foram analisadaa um dos aparelhos de
sequenciamento que fazem parte da Rede Premiumguipamentos multiusuarios da
FMUSP ou no aparelho ABI 3730 DNA Analyzépplied Biosystem Carlsbad, CA, EUA)
do CEGH-IBUSP, em ambos os casos de forma teradaiz

4.7 MAPEAMENTO GENICO POR MEIO DE ANALISE DE LIGACA O

As andlises de ligacdo da varredura gendmica fofamas com marcadores
moleculares do tip@&NPsespalhados por todo 0 genoma, utilizando “chigs280.0006NPs
(GeneChi® Human Mapping 250K Array Sty MJQOleitor Genechip 3000 Scannere
softwarepara interpretacao.

Nas regides que se mostraram candidatas aposealwargendmica col@NPs(Lod
scorespositivos — vide abaixo), escolhemos marcadorefpdomicrossatélites para delimita-
las. Marcadores moleculares do tipo microssatéldesm utilizados para refinar as regiées
cromossomicas candidatas. As condi¢cdes da amgéiicéoram: desnaturacéo inicial a 94°C
por 4 min, de 30 a 40 ciclos de amplificacdo cosndeuracéao a 94°C por 1 mimnhealing
por 2 min com temperaturas variaveis para caddearmers extensdo a 72°C por 1 min e a
extensdo final a 72°C por 6 min. Para a amplificad@s microssatélites, o volume final de
cada reacdao foi 10, contendo entre 50ng e 100ng de DNA genbémicaeedB3 de cada
primer a 1@M, 1,5U de Taq polimerase e 0,27mM dCTP, 0,27mMBRT0,27mM dGTP e
0,27mM dATP; 1,3 a 2,0mM MgCI2, 20mM TRIS pH = 839mM KCI. O primerforward
correspondente a cada um dos lécus foi marcado fammescéncia. O padrdo de peso
molecular utilizado foi 0Size Standard GeneScan™ - 500 LIZRpplied Biosystems,
Warrington, UK. Para analise dos dados foi utilizado o prograBeneMarker® The
Biologist Friendly Softwar€SoftGenetics, LLCState College, PA, USA).

4.8 ANALISE ESTATISTICA DO ESTUDO DE LIGACAO

Os resultados da determinacdo dos genotipos dosadwaes moleculareSNPse

microssatélites, foram analisados para obtencad.atk scores(teste paramétrico) de
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multiplos pontos &-mean(teste ndo-paramétrico, ou seja, ndo ha necessataedspecificar

0 padrdo de transmissdo da doenca) com o progralmiaomora (RUSCHENDOREF;
NURNBERG, 2005). Osod scoresoram calculados admitindo o padrdo de herangcaocom
autossémico dominante e de penetrancia alta (90&guéncia génica do alelo mutado de
0,0001, taxa de recombinacdo semelhante em ambgsxos e a taxa de mutacdo do gene
igual a zero. As frequéncias alélicas em cada rdarcéoram calculadas pelo programa
Alohomora (RUSCHENDORF; NURNBERG, 2005) com os d@os de todos os
individuos da propria familia. Osod scoresde multiplos pontos e @-meanresultam da
andlise de segregacdo de véarios marcadores de usmameegmento cromossdémico,
simultaneamente e em relagdo a doenca. O paramétod scorgé € comumente utilizado
em grandes familias com vérias geracbes de afetddosnétodos nao-paramétricos sao

utilizados em familias pequenas nucleares.

4.9 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO DO EXOMA

As amostras dos casos 2 e 3 foram submetidas @rsggmento do exoma pelos
pesquisadores Patricia Yoshie Nishimura, Laylaa &sdlindo e Luciano César Scarpelli nos
laboratorios do Grupo Dasa. O preparo da biblioteceealizado comon PI Library kit plus
e lon Pl Ampliseq Exome RDIM8. Para o preparo demplatefoi utilizadolon Pl Hi-Q OT2
200 kit, seguido de sequenciamento domPI Hi-Q Sequencing 200 latlon PI Chip v3 O
equipamento utilizado no sequenciamento de novacger foi oProton Semiconductor
Sequencer — lon Torrentife TechnologiegThermo Fisher MA, EUA). Alinhamento e
identificacdo de variantes utilizando protocoloshignformatica, tendo como referéncia a
versao hgl19/GRCh37 do genoma humano.

J& a amostra do caso familial 1, foi submetida equaenciamento do exoma pelos
pesquisadores Dr. David Schlesinger e Dr. JodooPKitajima, na empresdendelics—
Andlise Gendmica. O preparo da biblioteca utilizokit de captura de exor&ureSelecv4
(Agilent TechnologiesSanta Clara, CA, USA) e o0 sequenciamento massiv@aralelo de
exomas foi realizado por meio da plataforithamina (lllumina INC., San Diego, CA, USA).
A andlise de Bioinformatica foi realizada por meie ferramentas comBWA; GATK, R
ExomeDepth, Annovae SnpEff Todas as variantes foram avaliadas em ao menatsoqu
ferramentas de predicao de efeito de mutaBabdyphen 2Siftt PROVEANe MutationTastey
para mutacdes do tipo missencRSPLICEO.9 versione NetGene2 Serverpara mutacdes
desplicing

A filtragem das variantes foi realizada da segumémeira: 0os primeiros arquivos com
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extensdo VCF\ariant Call Formaj foram analisados em um sistema de gerenciamento d
banco de dados (MySQL, http://www.mysqgl.com/), onidéegramos as variantes dos
individuos da coorte controle do banco de dad@snote do paciente. Em seguida, excluimos
as variantes que ja possuiam baixa patogenicidguoaga (variantes encontradas em regioes
intrdnicas que nao afetamsplincing intergénicas, variantes sinbnimas, ou seja, $raea
base que geram o mesmo tipo de aminoacido semageds;novos sitios deplincing. A
etapa seguinte foi remover variantes com a meeguéncia alélica (MAF) maior que 0,5%
no banco de daddsxome Aggregate ConsortiuflaxAC), bem como variantes com um MAF
superior a 0,5% em um banco de dados variantess Ja@wan o intuito de destacar as variantes
especificas da populacdo local e evitar errosrséieos em métodos de sequenciamento ou
mapeamento. Por fim, filtramos as variantes enadas nos genes implicados na perda
auditiva hereditaria, conforme listado em httprédgaryhearingloss.org/ (VAN CAMP;

SMITH, 03/2017) e os classificamos de acordo cqradrao de heranca de cada familia.

4.10 BANCO DE DADOS E FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA

Os bancos de dados utilizados como referénciaseefifteagem do genoma humano
foram: EXAC Exome Aggregate Consortiym1000G (The 1000 Genomes Project
Consortium) Deafness Variation Databaghbttp://deafnessvariationdatabase.org/) e ABraOM
(Brazilian genomic variants03/2017, abraom.ib.usp.brBnsembl(hg19/GRCh37/p.13) do
genoma da espécie humana (http://grch37.ensemblary_sapiens/Info/Index).

As ferramentas de bioinformatica utilizadas paraificar a patogenicidades das
variantes encontradas foram: SIFT (http://sift.jgsg/www/SIFT_chr_coords_submit.html),
Provean (http://provean.jcvi.org/genome_submit_@)ph MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen 2 (hfgenetics.bwh.harvard.edu/pph2/), VeP -
Variant Effect Predictofhttp://grch37.ensembl.org/Tools/VEP).

4.11 SEQUENCIAMENTO CONVENCIONAL SANGER

O sequenciamento convencional de Sanger foi relipara validagéo dos resultados
do estudo exoma e analise da segregacao das eariead familias. A regido codificadora dos
genes foi amplificada por meio da PCR, utilizandoep derimersespecificos (tabela V). Os
primers foram desenhados utilizando o Primer3 (http:/fidmut.ee/primer3-0.4.0/) e
realizada a PCHh silico, ou seja, verificacdo da regido a ser amplificaoldanco de dados
UCSC Genome Browser(KENT et al, 2002) o |link de acesso foi

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr. Depois ddigados com as enzimas Exonuclease |
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e FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatas® produtos de PCR foram submetidos a
reacao de sequenciamento utilizando os megmersda reacdo de PCR, mas um em cada
tubo, e 0ABI BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing(Kpplied Biosystes) Carlsbad,

CA, EUA). Apds precipitacdo das amostras da rededsequenciamento com etanol, acetato
de sédio e EDTA, estas foram analisadas em umphrelaos de sequenciamento que fazem
parte da Rede Premium de equipamentos multiusudaiddvViIUSP ou no aparelho ABI 3730
DNA Analyzer(Applied Biosystes) Carlsbad, CA, EUA) do CEGH-IBUSP, em ambos os
casos de forma terceirizada. A analise das mutag®gesequéncias dos pacientes foi realizada
no programa Bioedit (HALL, 1999) por meio do alinfento com as sequéncias de referéncia
obtidas no banco de dad&mnsembl(hgl9/GRCh37/p.13) do genoma da espécie humana

(http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index)
Todas as etapas realizadas em cada familia podeshsa&vadas na figura 1.

Tabela V com o nome e sequéncia 5’ — 3’ de cada primdeatibs nas analises.

Gene Descriciio da seqiiéncia Sequéncia dos primers 5°-3*
OTOA EX21 OTOAex21F gaccacattagtgggactagge
- OTOAex21R aggaggcctcttgatetcag
GIB3 EX2 F aaccttgetgtgccteagtt
oJB3 B2 GIB3 EX2 R CATATTGAAGCCATGCCAGA
MYO6 EX MYO6ex26F agecatttttcagtttataattcag
- MYO6ex26R ttgtcattaaccactgteaatace
OR52I1 EX1 F ATGCTGGGTCCAGCTTACAA
ORI EX] OR52I1 EX1 R TCATGAACCCAGGTTGGAGT
SVEP1 EX46 F agcagaacacatgcaggaaa
SVEP1 EX46 = =
- SVEP1 EX46 R tcattttgccaccacttctg
CSNK2A3 EX1 F TGAAGCCATCAACATCACAAA
CSNK243 EX1 —
- CSNK2A3 EXI R CTCAGCCAAACCCCAGTCTA
UBAP2 EX1S UBAP2 EX15 F tcactecttettettgecagt
- UBAP2 EX15 R ggagatgatggaaggtcteg
TSNAXIPI_EX7 TSNAXIP1 _EX7 F cagaaatggccaateteett
TSNAXIP1 EX7 R tgpttatggaatgageagete
TUBBS EX3 TUBB8_EX3 F CTGATGAACATGCCATCGAC
- TUBB8 _EX3 R cgactegactepgaggatag
MTLLT4 EXl6 F ccatatgtctatgtgeatgaatee
MTLLT4 EX16 = =
- MTLLT4 EX16 R gaatcttgaaacatagetcactgaa
DOLK EXI DOLK EX1 F CACCTCATGACCTGTGTGCT
— DOLK EX1 R ATCAGCCAGATGGGAAGAGA
MCME FXS MCM6 EX8 F tegtotapgagaaaacattgpa
- MCM6 EX8 R ttcaatgtgagattggtattacagg




Tabela V (continuacao)
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Gene Descri¢iio da seqiiéncia Sequéncia dos primers §°-3°
MT-RNRI MT-RNRI1_F GCTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAA
MT-RNR1 R TTTCCAGTACACTTACCATGTTACGACTGG
GIB6-1R TTTAGGGCATGATTGGGGTGATTT
BKR-1 CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT
GRS DelBK1 TCATAGTGAAGAACTCGATGCTGTTT
DelBK2 CAGCGGCTACCCTAGTTGTGGT
Cx30Ex1A CGTCTTTGGGGGTGTTGCTT
Cx30Ex1B CATGAAGAGGGCGTACAAGTTAGAA
GIB2-Hs-F ACCTGTTTTGGTGAGGTTGTGT
QIR GIB2-UTR-R GCATCTGGAGTTTCACCTGAG
GIB2-Hs-int-F GAAGTTCATCAAGGGGGAGATA
GIB2-HS-int-R ACCTTCTGGGTTTTGATCTCCTC
TFITME IFITM2 ex1F ACTGAGAACCATCCCGGTAA
IFITM2 exIR TCACAGGGACACACAAGTCC
CORO24 CORO2Aex3F CAGGATCCCACAGGGAATAA
CORO2Aex3R CCACACAGTGACCTCACCTC
FAM?208B-ex8F TTGGTGATGTTTTATGAGGGAGT
FAM0SE FAM208B-ex8R TGTGCCATCTAGGCACAACT
FAM208B_Fex8-2 ATGAGGGAGTTTTATAACCAAGAAC
FAMZ208B Rex8-2 ATTTTCCCCTTGTCTGTTTGACA
ARAP? AKAP2 ex2F CTGGTGCAGTGGTTCTGGT
AKAP2 ex2R CTTGGCCTCCTTTTTCAGTG
TMPRSS3-EX2-F getttgtatggactgtegaa
TMPRSS3-EX2-R gaagaaaacaccggtcteea
TMPRSS3-EX3-F ctecaggeeatctccaaata
TMPRSS3-EX3-R cttggtgacaaagecatgag
TMPRSS3-EX4-F tteaccttgeactgtegttc
TMPRSS3-EX4-R gottatgtgetcteeccaag
TMPRSS53-EX5-F gaccagegagaagtctcagg
TMPRSS3-EX5-R ggatgatategggeatcota
TMPRSS3-EX6-F aggaagectttgatgggttt
TMPRSS3-EX6-R cteccteaggttcteacace
TMPRSS3-EX7-F gaattgtgtgaccteatcctea
TMPRSS3-EX7-R ctecagcaggtaggggtaca
IMPRSS3 TMPRSS3-EX8-F gagcetgeotgtgageteteg
TMPRSS3-EX8-R tetetetgtettecctetggac
TMPRSS3 EX9 I tteaggatacctgaggteaatg
TMPRSS3 EX9 R caactgatgceaacaccaac
TMPRSS3-EX10-F gggagatagtttgggetect
TMPRSS3-EX10-R atggaaccgtgactcctgac
TMPRSS3-EX11-F gegacacaccagagageat
TMPRSS3-EX11-R ttettetecacgeectgtaa
TMPRSS3 EXI12 F ctggtggattccettctgta
TMPRSS3 EX12 R tgttttcagcacaagegtet
TMPRSS3-EX13-F gtottcategtegagaacage
TMPRSS3-EX13-R AGATGGAAGGGTGCCTCTTT
Tabela VI com as ciclagens utilizadas para cada gene
Genes Ciclagens

MT-RNRI; IFITM2; CORO2A; FAM208B;
AKAP2; OTOA; GJB3; MYO6; OR5211;

CSNK243; UBAP2; TSNAXIP!; MILT4;
DOLK; MCM6,; TMPRSS3 (Exons:
2,34,5,6,7,8,0,10,11,12 e 13), TECTA

1° Estégio (1 Ciclo)

2° Estagio (10 Ciclos) | 3° Estagio (30 Ciclos)

4° Estagio (1 Ciclo)

-95°Cpor 5

minutos

- 95°C por 45 segundos
- 67°C por 45 segundos
- 72°C por 1 minuto

- 95°C por 45 egundos
- 57°C por 45 egundos
- 72°C por 1 minuto

- 72°C por 5 minutos
- 10°C infinito

TUBBS

1° Estégio (1 Ciclo)

2° Estagio (14 Ciclos)

3° Estagio (24 Ciclos)

4° Estagio (1 Ciclo)

- 95°C por 5 minutos

- 95°C por 45 segundos
- 69°C por 45 segundos
- 72°C por 1 minuto

- 95°C por 45 segundos
- 62°C por 45 segundos

- 72°C por 1 minuto

- 72°C por 10 minutos
- 10°C infinito




23

Coleta de Sangue

!

Extracdo de DNA com Kils comerciais

L

Quantificacdo do DNA e Preparac¢éo de aliquota comoacentragéo
entre 50 e 10(ng/ul diluidas emaguamilli-Q

¥

Pesquisa das causas de surdez mais frequentes

PCR para amplificagéo
da regido de codigo do
geneGJB2

\ 4

Purificacédo do
produto da PCR

!

PCR para deteccao das o .
delecoesh(GJIB6- PCR para amphﬂcar aregiao
do gene mitocondriall2S

Dlggissé%g eA(GJe'é%'BG rRNA (MT-RNR1) que contém
4)do gen a mutagdo m.A1555G

\ 4

Reacédo de
Sequenciamento com
produto da PCR

purificado

v Ensaio de digestdo com a
Gel de Agarose 2% para enzima de restricaoHaelll
verificar a presenca das do produto da PCR
delecoe

!

Precipitacédo da
Reacéo de
Seauenciament

!

Anélise do resultado

apos eletroforese em

gel de acrilamida com
impregnacéo por
nitrato de prata

! /

Corrida das amostras no
Sequenciador Automatico (Sanger) . detectada que explique a surdez em
e andlise dos resultados

Nenhuma mutacéo patogénica

todos ou na maioria dos afetado

Casos 1 ‘

Mapeamento génico por meio de estudos de ligacadliaando “chips”

de 50.000SNPs, leitor Genechip 3000 Scanner e saftevpara Casos2e3

interpretacdo. Analise dos dados com o programa Mén para
obtencao delod scoresde mdltiplos pontos com quanto a todos os
cromossomos. Refinamento da regido cromossdmica chishata com o
uso de macadores do tino microssatélite

]

v

Encontrada ligagdo || Encontrada ligacdo || Encontrada ligacdo
com locus de com locus de com regido
surdez ja descrito, surdez ja descrito, cromossOmica na

com gene com gene ainda qual ndo héa lécus
identificado. nédo identificado. de surdez descrit

A\ 4

Analise da segregacdao de
mutacdes nos genes
candidatos nos membros da

\ Sequenciamento Massivo em Paralelo (de nova

v '

geracao) do exoma para identificar a alteracdo
genética que segrega com a surdez na familia

!

Andlise da patogenicidade da(s) alteracédo(des)
encontrada(s) por meio de ferramentas

familia por meio do
sequenciamento de Sanger

Figura 1: Fluxograma de trabalho.
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mutac&o mitocondrial A1555G tiveram resultados tiegs nas trés familias.

O estudo das causas mais frequentes de surdeg, eadanutacfes na regido codigo do
gene GJB2 as dele¢ded\(GJIB6-D13S1830) eA(GJB6-D13S1854)] no gen&JB6 e a

5.1 CASO FAMILIAL 1: FAMILIA DE GOIANIA-GO

5.1.1 Dados clinicos e genealdgicos

Foram coletadas amostras de sangue para extracBdlAede quatro afetados por

PANS bilateral, progressiva, de grau leve a moder@idgura 2A) e padrdo de heranca
autossémico dominante (Figura 3). Uma paciente @Vdestacado em cinza na figura 3)
apresentou PA mista de grau moderado na orelh@mesga PA mista de grau leve na orelha
direita (Figura 2B) e de trés normouvientes (Figzdy. A idade de manifestacao variou de 5

a 30 anos.
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Figura 2: (A) Audiometrias dos individuos do caso familial (B) Audiometria IV:6 PA mista de grau
moderado na orelha esquerda e PA mista de graunéeweelha direita



25

5.1.2 Estudo Molecular

Apbs a exclusdo das mutacbes frequentes citadasaacealizamos a varredura
gendmica conBNP-arraydos individuos afetados (lll:2, 1V:1, 1V:2, IV:31¥:6) seguida do
sequenciamento de nova geracdo do exoma da profdhdp. Foi realizada a analise de
ligagdo com os resultados obtidos $ldP-arraye calculadod.od scorede multiplos pontos
numa analise paramétrica na qual definimos o padiedloeranca e demais parametros (vide
meétodos, analise estatistica do estudo de ligagdaneannuma analise ndo-paramétrica na
qual ndo definimos nenhum parametro. Ambas as s@salforam feitas em todos os
cromossomos (Figura 4) com o programa AlohomoraSBHENDORF; NURNBERG,
2005). Comparamos as duas analises para definiegg@es cromossdmicas candidatas a
conter o gene responsavel pela surdez na familia.

As regides cromossdmicas que apresentaram val@ddl scoree Z-meanmais
elevados por uma extensdo minima de 2cM foram laglesl para serem analisadas com
maior detalhe por meio de marcadores moleculareBpdomicrossatélites: Cr: 2: 2q21.2-
g22.3, Cr 6: 60926-27, Cr 9: 9p24.2-p13.3, Cr 9:1982-934.11, Cr 10: 10p15.1-p14, Cr 11:
11p15.5-p13, Cr 15: 159q11.2-13.3, Cr 16: 160q12.2-82Cr 22: 22¢913.31-13.1 (Figura 2). A
sigla cM, também chamado de unidade de mapa, étandia entre dois marcadores, que
equivale a 1% de recombinacéo, ou seja, € utilizadanapeamento cromossoémico feito pela
andlise da porcentagem de recombinantes entre ndaisadores em uma mesma regiao
cromossOmica. Em todas as regides candidatas, liaeadé@ segregacdo dos haplotipos de
microssateélites, que sdo uma combinacdo de aletosdiferentes marcadores ao longo do
seguimento cromossdmico que sao herdados como niateede do pai ou da méae, se mostrou
compativel com ligacao.

Em seguida, realizamos o sequenciamento do exorpeobdanda. Apos a filtragem das
variantes identificas no exoma, evidenciamos duwasgntes em genes ja associados com
surdez: c¢.5685delC (p.D188p no geneLOXHD1, ndo descrita, e ¢.1851 1853delTCC
(p.P618del) no genBIAPH1, considerada benigna no banco de dddeafness Variation
Database O geneLOXHD1 causa surdez congénita com padrdo de herancas@miios
recessivo, diferente do observado na familia endestPor isso, ndo testamos a segregacao

desta variante na familia.
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111:1 1l:4

Mb cM Marcador
124 131.51 D2S347

* * * *
VAT Iv2 IV:6 IV:7
Mb cM Marcador
124 131.51 D2S347 ] 3 1 ) 41
133 141.62 D2S112 4 2| 4 2| 4 1
147 152.04 D2S151 3 13 13 3
156 161.26 D2S142 22 2 2 12

Figura 3: Heredograma do caso familial 1 com os haplétipomitrossatélites em 2q21.2-922.3.
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Figura 4: Gréfico com os resultadale Lod scorgpicos vermelhos) mean(picos azuis) do caso familial 1
obtidos a partir do programa Alohomora com as mgiGromossdémicas apontadas como candidatas, na
varredura genémica coBNPs

No entanto, ao filtrarmos variantes contidas derdes regifes cromossdmicas
candidatas por meio da analise de ligacao, chegamssguintes variantes (tabela VI).

A andlise de segregacédo dessas variantes foiadalizor meio do sequenciamento de
Sanger em todos os individuos. Em 28 de junho d& aBtivemos mais informacgdes clinicas
da paciente IV:6 que de fato apresenta quadracolitistinto dos demais afetados e, portanto,
poderia ter perda auditiva por outra causa. Aléssali também confirmamos que os
individuos 1V:4, IV:5 e IV:7 sdo normouvientes. Baforma, a Unica variante que mostrou
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segregar com surdez e ndo estava presente nosdimmBvnormouvientes da familia foi a
variante ¢.1082A>G no exon 8 do geMdCM6 (rs141448886, GRCh37, isoforma
ENST00000264156.2) (Figura 5) que se encontra ndébaromossdémica 2g21.3, dentro de
uma das regibes cromossdmicas mapeadas enconpadaseio do estudo de ligacao
(varredura genbmica mais microssatélites). Os iddos 1V:4, IV:5, IV6 e IV:7 nédo
herdaram a variante, enquanto que os individuds IN:1, IV:2 e IV:3 sdo heterozigotos, ou
seja, compativel com padrdo de heranca autossapiomante, e os afetados com quadros

clinicos semelhantes herdaram a alteracao.

Tabela VII: Analise das variantes identificadas no sequencitordo exoma da probanda dentro das regides
cromossOmicas candidatas, com score de patogetécal MAF.

MAF (Menor
Banda Gene Mutacio Proteina SIFT/Polyphen-2/MutationTaster/Provean frequéncia alélica) | ABraOM dbSNP ID
- Ensembl
11pl5.5| JIFITMZ c.245_246insG | p.S83VEs*2| 0 ----e- / causadora de doenga {0.9999)/------ | = eeeee | e ] e
16q22.1| 2074608 CAGST pEK Deletéria (0.014)/Provavelmente deletéria (0.925)/ causadora de <00 | e LSS8TE0922
doenga (1)/Neutra (- 1.13)
9q31.3| SVEP] £204416delingTT | === | eseees famnnes / causadora de doenga (1)/~----- | emeee | e | e
Deletéria (0.000)/P1 Imente deletéria (1.000)/ dora de
oq22.33| CORG24 c295G>A p.A99T eletéria (0.000)/Provavelmente deletéria (1.000)/ causadora de <0.01 0,000821 15141565492
doenga (0.9999)/Deletéria (-3.87)
Deletéria (0.003)/P: Imente deletéria (0.920)/ dora de d
10p15.1| FAM2085 ¢314T>C pligsT |Peletéria (0-003)Provavelmente deletéria (0.920)/ causadora de doenga 0T U — 15371027335

(0.81916)/Neutra (-1.96)
11p15.4] CSNK2A3 c.239G>A p.REOH Deletéria (0.000)/ ------, B o/ enee <001 | e rs75784263
Deletéria (0.000)/Provavelmente deletéria (0.780)/ causadora de

9313 | AKAP2 1090G>A 33645 <001 | e 759481374
4 ¢ P doenca (0.9999)/Neutra (-2.35) ®
op133| wmarz c1703CST p.S568L Deletéria (0.007)/Provavelmente patogéncia ((')..998)/ causadora de cool | e (510971808
doenga (0.999476561162578)/Delétia (-2.58)
Tolerivel (0.094)/P Imente patogénica (0.859) dora d
16q22.1| TSNAXIPS cs7sa=G | pDioag | Tokrivel 0.094)/Provavelmente patogénica (0.859)/ causadora de 0,01 0,001642 [$74684664
doenca (0.9977)/Deletéria -5.25)
10p1s3| rumEs G p.STEW Deletéria (0.000)/ Provavelmente deletf:r_m (1.000)/ caugadora de 002 | e 5140792516
doenga (0.9999)/Deletéria (-5.06)
Dreletéria (0.015)/P1 Imente deletéria (0.990)/ dora de d
o411 DOLE c1070A=G | p.y3goc |eietéria 0015 Provavelmente deletéria (0.990)/ causadora de doenga 0,01 0,007389 15138453255
(0.9999)/Deletéria (-6.34)
2@13|  MCM c10824>G | p.N36LS Tolerdvel (0.091)/Benigna (0.339)/ causadora de doenga 0,02 0.008210 15141448886
(0.9999)/Deletéria (-3.64)
6027 MLLT4 €.2129G>A p.R710Q "Tolerdvel (0.096)/---/causadora de doenca (0.9999)/ Neutra (-1.06) 0,01 0,004105 15149079362
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Figura 5: Eletroferogramas mostrando sequéncias selvagensea mutacdo ¢.1082A>G (p.N361S) no gene
MCM6.
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Essa variante é prevista como patogénica por dermanfentas de bioinformatica
(MutationTaster: 0.999999999791244 de chancesrderegavelmente Causadora de Doenca
e Provean com score -3.64 considerada deletériduas ferramentas consideraram-na
toleravel e/ou benigna (SIFT score 0.091 e PolyPlseore 0.399). Os scores de conservacao
do nucleotideo entre diferentes espécies sao @tdoP= 4.601, que varia de -14 a +6 e 0s
resultados positivos indicam conservacgao, e Phast€lg que reflete a probabilidade de cada
nucleotideo pertencer a um elemento conservadoatbaseo alinhamento mdultiplo de
sequéncias gendmicas de 46 espécies diferentesgidéando todas as populacdes contidas
no banco de dados Ensembl (http://www.ensemblratgk.html) a frequéncia dessa variante
€ menor que 1%. Porém, em amostra da populacadmidadia essa frequéncia chega a 2%,

que pode ser considerada um pouco alta para unaeteapatogénica.
5.2 CASO FAMILIAL 2: FAMILIA DE CURITIBA - PR

5.2.1 Dados clinicos e genealdgicos

A familia 2 foi atendida no Ambulatério de Surdegn@tica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Salo RdGFMUSP). Todos os afetados por
PANS pos-lingual e progressiva desta familia eraomise uma Unica geracdo. Por isso, ndo
era possivel definir com certeza o padrdao de haraeqbora o mais provavel fosse o
autossdmico recessivo (Figura 7). Participaram esgusa 12 pessoas, dos quais cinco
realizaram audiometria tonal por via aérea (2500889) e por via 6ssea (250-4000 Hz). A
perda auditiva entre os individuos 11:2 (62 ands3, (58 anos), 1I:7 (45 anos) foi semelhante
de moderada a profunda, pior em frequéncias ag{kdgsra 6). A idade de manifestacéo
variou de 20 a 30 anos. Apenas um dos afetadoseaytoel PANS bilateral de grau leve em
altas frequéncias (II:7) e seu quadro clinico fiderénte quando comparado aos demais
afetados da familia. A probanda realizou tomograf@mputadorizada e ressonancia

magnética que descartaram a presenca de malforsag@@elha interna.
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Figura 6: Audiometria dos individuos do caso familial 2.

5.2.2 Estudo Molecular

Foram coletadas amostras de sangue para extradabAlele trés afetados e nove
individuos normouvintes (Figura 6). Foi realizadeseguenciamento de nova geracdo do
exoma com amostra de DNA da probanda (11:7).

O sequenciamento de nova geragédo do exoma rev@i@asenca de 37.834 variantes
em 12.885 genes. ApOs o0s processos de filtragstesddis nos métodos restaram 376

variantes, das quais quatro estavam presentes snge&ltes ja descritos como responsaveis

por surdez (tabela VIII).

Tabela VIII: Com genes identificados no sequenciamento do exanpaobanda, com score de patogenicidade
e MAF

Patogenicidade de
Loécus Gene Mutacdo | Proteina S]]j‘TIPolyphen— acordo con-u)- M'fF (-IV[en’o-r ABraOM | dbSNP ID
2/MutationTaster/Provean Deafhess Varigtion | frequéncia alélica)
Database
Tolerdvel (0.765)/Benigna
i Provavelmente
DFNB49 BDPI ¢.1963G>A | p.V655M | (0.002)/Polimorfismo (0.9999)/Neutra (0.68 benigna <0.01 0.000821 | rs201582692
)
Deletéria (0.000)/Provavelmente Deletéria Variante nido
DFNB49 BDP} c.3191T>C |p.L1064S (0.999)/Polimorfismo (0.9999)/-1.32 | - | e e descrita
(Neutra) anteriormente
Deletéria (0.002)/Provavelmente Deletéria
DFNB&/10 TMPRESS ¢.916G>A | p.A306T | (1.000)/Causadora de doenga (0.9999)/ - Patogénica <001 | e 18181949335
3.70 (Deletéria)
0.000 (Deletéria)/Provavelmente Deletéria
DFNB8/10 | TMPRSSS | ¢.1276G>A | p.A426T | (1.000)/Causadora de doenga (0.9999)/ - Patogénica < 0.01 0.004926 | rs56264519
3.49 (Deletéria)

A primeira variante (c.1963G>A) no
descartada como patogénica pela literatidaafhess Variation Databasela a segunda

gerBDP1 jA havia sido previamente

variante ndo foi descartada num primeiro momentis pluas ferramentas preditoras de
patogenicidade classificaram-na como neutro e/leudeel e outras duas como patogénicas e

nunca foi descrita em nenhum banco de dados quedessem informagfes sobre sua

frequéncia populacional.
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As variantes do gen€EMPRSS3a foram descritas na literatura como patogénicas
(Deafness Variation DatabasePara analisar a segregacdo dessas varianted6E9
(p.A306T) no exon 9 e ¢.1276G>A (p.A426T) no ex@h fbi realizado o sequenciamento de
Sanger com amostra de todos os individuos da fanib resultados confirmaram a presenca
das alteracdes em heterozigose composta, istorButagdes estdo etrans (cada alteragédo
em um alelo diferente do mesmo gene) em todosedadafs (11:2, 11:3 e 1I:7; figura 7). A
alteracédo c.916G>A leva na proteina a troca dealarna por uma treonina na posicdo 306
e a mutacdo c.1276G>A leva a troca de uma alamnarpa treonina na posicao 426 (exon
12). Sete normouvientes séo portadores de umatdescaes (I:1, 11:1, 11:9, llI:1, 111:3, 11I:4
e lll:5) e dois ndo herdaram nenhuma das mutad@ése( Ill: 2) conforme observado na
figura 7. Portanto, a segregacao entre os indigitioomouvientes também € compativel com

a hipdtese de que essas mutacdes sao patogéneasaen surdez em heterozigose composta.

112 I3 14 -5 17
+/- +[+ +/+ -/- +/+
e o dRdE R

Figura 7: Heredograma do caso 2. Os sinais positivos e ivegahdicam a presenca e auséncia das mutacdes,
respectivamente. Destacado na cor preta a mutad@0§T no exon 9 e na cor vermelha a mutacéo p.A4R26
exon 12 do gendMPRSS3Destacada na cor cinza (11:5) apresenta PANSebda de grau leve em altas
frequéncias.

TMPRSS3 p.A426T

TMPRSS3 p.A306T S
A TG A CATCIRIC CC TTZ AT G
O | T I S AR ’ oo,
| A [l‘ i h I alta AR A
‘ A NN B PR
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Figura 8: Eletroferogramas mostrando sequéncias selvagems @s mutacdes c.916G>A (p.A306T) no exon 9
e €.1276G>A (p.A426T) no exon 12 do gdidPRSS3
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5.3 CASO FAMILIAL 3: FAMILIA DE BELO HORIZONTE — MG

5.3.1 Dados clinicos e genealdgicos

Esta familia possui quatro geracdes com 13 afetg@elgera 10a) de ambos 0s sexos,
homens e mulheres transmissores, indicando quedigale heranca é o autossdmico
dominante. A probanda realizou tomografia compuiadda do osso temporal que descartou
a presenca de malformagdes na orelha internaciparam do estudo 17 membros da familia,
dos quais 14 realizaram audiometria tonal por gr@a (250-8000 Hz) e por via 0ssea (250—
4000 Hz). Das 14 audiometrias, 12 eram de afetaddsjndo um individuo afetado por PA
unilateral mista devida a perfuracdo timpanicaye garacteriza um fenoétipo clinico distinto
(Il:111) e dois normouvintes. A perda auditiva eensorioneural e bilateral, exceto no
individuo 1I:1. Dividimos as audiometrias em duggifas baseadas na idade no momento do
exame, 19 a 37 anos (Figura 9a) e 55 a 87 anosréF8lp). A idade de manifestacéao variou
de 12 anos (IV:4) a 60 anos (lI:7). Nos 12 indivislafetados com fendtipo semelhante, no
inicio da manifestacdo a PA afetava principalmaitees frequéncias, com a configuracéo da
audiometria descendente. A PA da probanda foi deoteda como progressiva (vide
audiogramas IlI:1 19 anos e lll:1 32 anos) e setimossssimétrica, sendo profunda em altas
frequéncias na orelha direita aos 32 anos. As deaugliometrias de trés membros da familia
obtidas na quarta década de vida mostraram uma peitiva leve, enquanto as outras sete
audiometrias de trés membros da familia entre T @nos apresentaram perda auditiva
moderada. Portanto o fenotipo da probanda foi s&rero em comparagcdo com seus primos
da mesma idade e parece haver progressdo da pesdademais afetados tambem.
Levantamento da histéria clinica revelaram queodgmda teve febre reumética aos 18 anos,
cerca de um ano antes de perceber a perda ausvautros individuos afetados da familia
nao relataram nenhuma doenca antes do inicio da peditiva. A perda auditiva mais grave
de todas pode ser observada no individuo afetad® velho com 87 anos, que apresentava
perda severa de baixa a médias frequéncias e piefm altas frequéncias.

A paciente 11:11 sofreu uma perfuracdo timpaniceadte a infancia, em decorréncia
de uma infeccdo das amigdalas. Uma tonsilectonnieefizada aos 12 anos e aos 16 uma
timpanoplastia. Desde entdo ela apresentou infea@erelha recorrentes que resultaram em
perda auditiva mista unilateral (Figura 9c). Padara perda auditiva nesta paciente foi

considerada como fenocdépia, ou seja, com causatdist
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Figura 9: Audiometrias dos individuos do caso familial 3) (8ades dos individuos no momento do exame
entre 19 anos e 37 anos; (B) Idades dos individoasomento do exame entre 55 e 87 anos, 0s noreriasi
sdo representados em linhas pontilhadas. (C) bhaivill:11 apresenta PA unilateral mista uma dewado
perfuracao timpanica.

5.3.1 Estudo molecular

Foram coletadas amostras de sangue para extragaNAlele 17 pacientes (Figura
10a). Realizamos o sequenciamento de nova geragaexdma da probanda (lll:1).
Identificamos quatro variantes em trés genes difeseque ja foram associados a surdez: a
variantenonsenseem heterozigose ¢.2717C>A (p.S906*, NM_004999kxron 26 do gene
MYOG6 (DFNA22/DFNB37); a variantemissenseem heterozigose ¢.124C>T (p.R42C,
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NM_024009) no exon 2 do geri@lB3 (DFNA2B) (Figura 10b); e duas variantes no gene
OTOA (DFNB22), umanonsensdc.2401G>T, p.E801*, rs200988634, NM_144672] e uma
missensgc.2395A>C, p.T799P, rs464696, NM_144672], ambaseron 21. Outras trés
variantes em genes ja descritos associados a siordea identificadas@TOF ¢.4463A>T,
CDH23 c¢.676A>C,SYNE4 c.799C>T). Porém o padrdo de heranca descrito grabos 0s
genes é o autossbmico recessivo, ou seja, hao tierlpsom o apresentado pela familia e
nao identificamos uma segunda mutacdo em nenhumetes.

Com relacao ao ger@TOA,a variante p.T799P foi considerada polimorfismajtraee
elou toleravel pelas ferramentas preditoras degpatoidade (Tabela IX) e benigna pelo
Deafness Variation Databas¢a a alteragdo p.E801* foi considerada como ahursade
doenca pelo MutationTaster uma vez que é uma nwtagaAsensemas foi considerada
benigna peloDeafness Variation Databasélém disso, ambas mutacdes no g&€nEOA
foram encontradas no banco de dados ABraOM da ag@albrasileira com uma frequéncia
de cerca de 2-3%, bem como no banco de dados d& ExA799P — 0.17% e p.E801* -
0.12%]. Outro fator importante foi a analise dereggcéo que descartou o g&ieOAcomo
0 gene causador, uma vez que as mutacfes no @QEOA causam surdez autossOmica
recessiva e a probanda, seu pai, sua mae, suaatenhg e um individuo de controle com
audicdo normal tém ambas as variantes, indicand@aariante esta eas.

Ambas as mutac¢des encontradas nos géd&S8 e MYO6nao foram relatadas até o
momento nos bancos de dadmafness Variation Datalsa, EXAC, 1000G ou ABraOM.

Tabela IX: Com genes identificados no sequenciamento do exlanpobanda, com score de patogenicidade e
MAF

Patogenicidade de

acordo com o MAF (Menor
Gene | Mutacdo |Proteina SIFT/ Polyphen-2/ Mutation Taster/ Provean Deafness frequéncia |ABraOM| dbSNP ID
Variation alélica)
Database
OTOA |c.2401G>T | p.ESO1* | = -=--m- e / causadora de doenga (1)/ ====——- | = -me-e- <0.01 0.027094 [rs200988634
Tolerante (1.000)/ Benigna (0.000)/ polimorfismo

(0.9947)/ Neutra (2.17)

OTOA | ¢.2395A>C | p.T799P Neutra 0.01 0.025452 | 1464696

GIB3 | c124C5T | pRaZC Deletéria (0.009)/ Provavelmente deletéria | v a;:::lct;tr;ao ______ Va:::lctz;ﬁ‘)
(0.999)/causadora de doenca (0.0479)/ Deletéria (-5.01) A .
anteriormente anteriormente
Variante nio Variante nio
MYO6 | c.2717C>A| p.S906* | ----m- | e / causadora de doenca (1)/ =----- | = === descrita | ------ descrita
anteriormente anteriormente

A mutacdo no gendYO6 (p.S906*) foi predita como patogénica por todas as
ferramentas de bioinformatica (MutationTaster, YBBsim como a mutacdo no geaéB3
p.R42C (MutationTaster, Sift, PolyPhen2, Prove@n)ariante encontrada no geiy O6
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altera um nucleotideo altamente conservado em iespée vertebrados, indicado por ambos
osscoresPhyloP=5.718, que varia de -14 a +6 e os resudtpdsitivos indicam conservacao,
e PhastCons=1, que reflete a probabilidade de nadkotideo pertencer a um elemento
conservado baseado no alinhamento multiplo de se@me gendmicas de 46 espécies
diferentes. O PhyloP s6 analisa aquele nucleotidet@do, o PhastCons leva em conta as
posi¢cdes flanqueadoras também. Ja a variante ne @@B3 altera um nucleotideo que
também é conservado, mas cauoores de conservacdo mais fracos (PhyloP=0.692 e
PhastCons=0.977). A mutacdo p.R42C também € prediteo deletéria e/ou causadora de
doenca pelas ferramentas preditoras da estrutupgoti@ina: SNPs3Bcorede -0.2; PhD-
SNP score 8; aumenta a hidrofobicidade da proteina de 0.08para 0.073704, calculado
por SOSUI.

Noés confirmamos que a mutacdo no gbheO6 (p.S906*) segrega com a surdez na
familia (os afetados herdaram e os normouvientesheédaram), como pode ser observado
na figura 9. Enquanto que a mutacdo no géd83 foi confirmada em heterozigose na
probanda (figura 9) e na sua mde normouvinte, ndasfoi detectada em nenhum outro

membro afetado ou normouvinte da familia.

11:5 I:6
@oy) /-
7

11:7 11:9 11:10 ;11 12 13
(60y) (18y) - (18y) -
/- +/- HL

L4 I11:5 11:6
(26y) (20y) (36y)
L) /- +/-

11:3

V:1
(12y)
H-

GJB3 p.R42C MYO6 p.Ser906*

TI:1 I11:6

Figura 10: (A) Heredograma do caso familial 3. Os sinais dsitjyo e negativo indicam a presenca e auséncia
da alteracdo ¢.2717C>A (p.S906*) encontrada no @46 respectivamente. A mutacéo ¢.124C>T (p.R42C)
abaixo dos simbolos da probanda e de sua méae imdopge ambas sédo heterozigotas para ela. (B)
Eletroferograma dos exons 2 e 26 dos g&#Ha3e MYOR] respectivamente, com a mutacdo e sem a mutacao.
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5.4 RESUMO DOS CASOS FAMILIAIS ESTUDADOS

Tabela X: Resumo do quadro clinico e dos resultados alclsgeom os casos familiais de PA estudados.

o
Casos |[N° total de| Normou |. N 'de Idade de . Padréo de|
I ; individuos . ~ | Tipo de surdez Grau Gene
Familiais |individuos| vintes manifestacao Heranca
afetados
1 2 PA mista OE(;E”;_OIZS;&dO’ 2 2
1) Goianig :
"GO 8 3 4 | De5a30angs NS poslingua  Levea AD | MCM6?
progressiva moderado
PANS bilateral
? ? ?
2) Curitiba 1 : leve etn a.Itas Leve ? ?
PR 12 8 frequéncias
3 De 20 a30 | PANS pos-lingual o ¢ AR | TMPRSS3
anos e progressiva
PA un||ateral~m|st OE: moderado
3) Belo 1 ? perfuragao rofundo ? ?
Horizonte 17 3 timpanica P
MG De 10 a 60 .
13 anos PANS pos-linguafLeve a profund AD MYO6

Legenda: AD: Autossdmico dominante. AR: Autossonmecessivo. OD: Orelha Direita. OE: Orelha Esquerda

6. DISCUSSAO

Em dois casos familiais identificamos a causa geméta surdez: no caso 2, duas
mutacdes ja conhecidas em um gene previamenteiadsar surdez; no caso 3 uma nova
mutacdo em um gene previamente associado a su®deaso 1 em que ndo detectamos
mutacbes em genes ja conhecidos ilustra que aiddgehes de PA a serem descobertos.
Portanto o estudo desses casos familiais sem dévtamissor para revelar novos genes e
vias biolégicas importantes para a audicdo, maajetdria até a comprovacao de que o gene
de fato causa surdez, quando mutado, costumarsga B cheia de obstaculos e armadilhas.
Além disso, ha uma limitagcdo ddGSdo exoma, pois ele ira cobrir as regides de codigo
sitios desplicing situadas nas regides exon-intron, portanto ndectlet alteracdes que
estejam fora dos exons, por exemplo, em regideslaigias. Um exemplo disso foi um
estudo realizado por Mekt al, 2015 com individuos portadores da sindrome deABRP@s
pesquisadores ndo encontraram nenhuma varianteegéses codificadoras por meio do
sequenciamento completo do genoma, mas observanandelecdo de 216pb (Pares de Base)
na regido nao codificadora em homozigose no gEh€?2. Essa delecdo gerou a
superexpressao do gene e sobrepds em 9pb a 5’ trad@iaida do maior transcrito do gene
KLC2, o que significa que esta mutagdo esta localizedaegido promotora e pode ter

causado a infrarregulacadofvnregulation do gene, em vez do ganho de funcdo. Eles
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também observaram que embora a regido possuaerégstcas de um promotor, os fatores
complexos de transcricdo que se ligam a regidaorpodidir a transcricdo, o que explicaria a
suprarregulacaaupregulatior) do gene. Além disso, os autores observaram @igtegdo do
gene KLC2 sobrepbe um RNA longo néo-codificador, antissensaque nao sofre
processamento degplicing A sobreposicdo nesta regido reguladora e nadicante pode
alterar o nivel de expressédo dos ges@snstreamp que explicaria o0 ganho de funcdo do
gene. Os autores surpreenderam-se com o0s resuleaciositrados e descreveram uma
variante recessiva nunca antes relatada em un@orego-codificante. Embora o0 mecanismo
de regulacéo observado no estudo ainda nao estejadescrito, 0os autores ressaltam a
importancia das regides nao-codificantes quanfméiogias humana.

Observamos heterogeneidade etiologica da PA éagamilias, pois em cada uma,
um individuo apresentou quadro clinico distintocdesa diferente (fenocopias) em relacéo
aos seus parentes em primeiro grau. Essa heteidgéaesem duvida é um dos obstaculos. A
alta prevaléncia da perda auditiva na idade adoltatitui também um dos fatores que geram
essas fenocopias. Além disso, também torna maipleam a classificacdo das variantes

como polimorficas ou raras, patogénicas ou benignas

6.1 CASO FAMILIAL 1

Identificamos uma variante (c.1082A>G) no g&M@M6 que segrega com a surdez
na familia. As ferramentas de predicdo de patogkde s&do contraditérias, mas como o
proprio nome diz sdo previsbes e, portanto, podstar equivocadas. A frequéncia dessa
variante na populacao da Finlandia chega a 2%jdemasla um pouco alta para uma variante
patogénica, embora represente um desafio defimmiar para considerar uma variante muito
comum para ser considerada patogénica (KOBAYASHIal, 2017). No entanto, com
algumas excec¢des, como mutacdes fundadoras, adarnit uma variante é pré-requisito para
patogenicidade (KOBAYASHEt al, 2017). Pela recomendacdo do consenso conjunto da
ACMG (American College of Medical Genetics and Genojmecsla AMP Association for
Molecular Pathology para interpretagdo das variantes de sequénctabetecido que uma
frequéncia alélica maior do que a esperada paocecd deve ser considerada forte evidéncia
para classifica-la como benigna (KOBAYASEH al, 2017). Baseado nas observacdes feitas
no estudo de Kobayasht al. (2017), as frequéncias alélicas globais do ExAQ4® para
esta alteracdo) é maior do que a esperada parédantas doengas com padrdo de heranca
mendeliano. Porém, se considerarmos que a prevaldecsurdez na idade adulta (20-69
anos) de 14% em estudo realizado nos Estados Ueides 2011 a 2012 (HOFFMAG#L al,
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2016), que metade desses casos se deve a etigleggica e ha entre 100 e 200 genes
envolvidos nela, chegamos a uma frequéncia de &089,07% de cada gene na etiologia
genética da surdez de manifestacdo na idade afdttanto, a frequéncia da variante no
EXAC, ndo seria alta o suficiente para admitirmos gla é benigna. Além disso, os bancos
populacionais modernos (por exemplo, EXAC) incluedividuos recrutados para estudos de
doencas especificas, portanto, a probabilidadéaédal que variantes causadoras de doencas
estejam presentes nesses bancos. Essa probabiidailela maior para doencas de baixa
penetrancia, padrao de heranca autossémico regesside manifestacdo tardia, como é o
caso da PA nas familias por nos estudadas (KOBAYASHI, 2017). Portanto, sO pela
frequéncia na populacdo ndo descartariamos es&mnteacomo causa de surdez com
manifestacao tardia.

O geneMCMB6 codifica a proteina Componente 6 do complexo deuteacdo do
Minicromossomo. Esta proteina faz parte de um cergptenominado MCM formado por
proteinas com funcao de helicases (enzima que p@m@@bertura da fita de DNA para que
ocorra a replicacdo). Sao importantes tanto pamgpkcacdo quanto para as forquilhas de
replicacdo (YOU; MASAI, 2005) e promove a hidrolide ATP (YOUet al, 1999). As
proteinas pertencentes ao grupo MCM sédo conserdadaselulas de leveduras a mamiferos,
ou seja, as sequéncias proteicas apresentam gsEimilesidades entre as diferentes espécies
(YOU et al, 1999). Os genes MCMs foram originalmente idesddios em leveduras
deficientes na manutencéo dos minicromossomoscde aggado tem se demonstrado 0s papéis
gue desempenham na progressao do ciclo celulartessdo genes controladores da divisao
celular. Acredita-se que os ged€Ms 2 a 7 séo fatores de “licenciamento de DNA” que se
ligam ao DNA apds a mitose e permitem a replica@onesmo antes de serem removidos
durante a fase S. Harvest al. (1996) identificou o gen®CM6 humano. Esse gene €
expresso em uma grande variedade de tecidos huradatiss e fetais, inclusive na orelha.
Também foi descrito como expresso na orelha intéeneamundongoszebrafish(Unigene).
MutacBes somaticas nesse gene ja foram associatiasrseos tipos de cancer como cancer
endometrial (CHANGet al.2017) e cancer oral (CHE#t al, 2017).

Mutacdo em outro gene MCM, MCM2, ja foi descrita como associada a perda
auditiva autossébmica dominante que segregava emfamifia Chinesa (GA@t al, 2015).

Os produtos dé&MICM6 e MCM2 interagem entre si de acordo com a ferramenta ISGRI
CONSORTIUM 2017 (http://version10.string-db.org)eqdescreve as redes de interacéo e é
citada no site GeneCards (http://www.genecards.@égnutacdo encontrada por Gabal

(2015) nao estava descrita nos bancos de dadoardetes na populagdo normal, n&o foi
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detectada em 76 pacientes esporadicos de perd@awginem em 145 controles normais.
Eles confirmaram a expressdo da proteina MCM2 okeadle ratos e guinea pigs por meio
de western blottinge imunofluorescéncia, inclusive no citoplasma daétilas ciliadas
terminalmente diferenciadas. Os autores realizaaperimentos para expressao transiente,
em linhagem celular HEK293 do cDNA d@CM2 contendo a mesma variante da familia e
encontraram que estas células mostraram ligeirceatomda apoptose sem gue isso viesse
acompanhado de alteracGes na proliferacdo ou @etldar. Esses dados fornecem evidéncias
de que essa mutacao no g&eM2 é de fato patogénica.

Portanto, esses dados fornecem evidéncias adisiaieague dVMICM6 pode estar
associado a perda auditiva autossdmica dominaateju¢ oMCM2 foi descrito como
associado a PA em uma familia chinesa e os prodiesses genes interagirem entre si. Sem
davida, a analise de ligacdo e o sequenciamentexdma Sao0 apenas 0S primeiros passos
fundamentais na descoberta de um novo gene imperaaraudicdo. No entanto, estudos
funcionais sao necessarios para avaliar o papgédeMCM6 na perda auditiva.

6.2 CASO FAMILIAL 2

O sequenciamento do exoma revelou duas mutacOdemrozigose composta no
gene TMPRSS3 uma no exon 9 (c.916G>A/p.A306T) e outra no exd2
(c.1276G>A/p.A426T). Ambas as alteracdes levano@atde uma alanina por uma treonina e
ja foram descritas como patogénicas.

O gene TMPRSS3 codifica uma proteina denominada Serina Protease
Transmembrana I, cuja estrutura € composta podaminio transmembrana N-terminal, um
dominio de receptor A de lipoproteinas de baixasidede (LDL), que se liga célcio e LDL;
um dominio rico em cisteina envolvido nas intera¢peoteina-proteina e um dominio de
serina protease C-terminal da familia S1, do cladeApeptidases do tipo serina (OMIM,
#605511). Na orelha de murinos o gadMPRSS3® expresso no ganglio espiral, nas células
de suporte do 6rgédo de Corti e na estria vascGldtFPONIet al, 2002). A possivel fungéo
do gene esté associada com absor¢do de soédiontereseorelha interna, realizada por canal
de sodio sensivel a amilorida (ENaC), cuja reguagéeita por protesases do tipo serina que
ativam canais ligados a membrana, como € o capootigina codificada pelo geitMPRSS3
(OMIM, #605511). Guipponet al. (2002) propuseram em seu estudo que as sinalzagbe
orelha interna podem ser controladas por clivagewteglitica, incluindo a ativagédo
autocatalitica d@MPRSS3e que a ENaC pode ser um substratof MEPRSS3ha orelha

interna.
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A primeira descricdo da mutacéo c.916G>A (p.A30T yealizada por Elbraclet
al. (2007) ao estudar uma familia de origem alema ostappor quatro individuos afetados
por PA pos-lingual, com padrdo de heranca autossbneicessivo, e seis normouvintes. O
inicio da PA foi relatado como ao redor dos sesgrara todos os afetados e progressao da
surdez por cerca de 20 anos. Como o JdMBRSS3a havia sido previamente descrito como
responsavel por surdez poés-lingual autossémicassaee eles decidiram realizar analise de
trés marcadores do tipo microssatélite altamentenpdicos proximos a esse gene para a
construcdo dos haplotipos e os resultados foramsistentes com ligacdo da surdez a regiao
cromossomica onde BMPRSS3stava localizado. Por meio de sequenciamenttodieas
mutacdes em heterozigose composta foram ident#fgcadna mutacdo no exon 8 (¢c.646C>T)
e outra no exon 9 (c.916G>A). Ambas as mutacOespdomissensealteram aminoacidos
altamente conservados evolutivamente. A alterac@6G>A ndo foi encontrada em 200
cromossomos controles de origem alema. Os autogesisam que 0 genEMPRSS3eria o
melhor candidato em casos autossOmicos recessdsfinguais, principalmente em casos
em que ndo ha consanguinidade. De fato, é o quervasos no caso familial 2, cujos pais
dos afetados ndo eram consanguineos e a PA foliingdsi de heranca autossémica
recessiva. Além dessa familia alema, esta mutagaaeitificada associada a PA em familias
da Holanda, China e Coreia (LEE al, 2013; CHUNGet al, 2014; WEEGERINKet al,
2011; GAOCet al, 2017). A andlise de haplotipos nas familias Gusandica efeito fundador
da mutacdo (CHUNGet al, 2014). Segundo Gaet al (2017) esta mutacdo reside num
dominio catalitico serina protease altamente ceoadere provavelmente perturba a funcéo
proteolitica da TMPRSSS3, 0 que pode ser a explicag@ecanismo molecular etiolégico da
surdez neste caso.

A outra mutacao identificada no exon 12 (p.A426d )descrita como possivelmente
patogénica por alguns estudos. No estudo realipadd.eeet al. (2003), os pesquisadores
determinaram que esta mutacdo do tiiesensesstava afetando a atividade proteolitica da
TMPRSS3 utilizando um ensaio de protease baseadtewsduras, com o qual puderam
monitorar a proteodlise a partir do crescimentoldasduras. Eles fizeram um substrato para a
clivagem com protease que s6 ocorreu com co-eXjweda proteina TMPRSS3 selvagem
sem a mutagdo. Esta mutacdo no potencial sitio tdacao da clivagem diminuiu
consideravelmente a atividade proteolitica, e atagdes no residuo da triade catalitica da
serina (sitio ativo das serino proteases formadot@@s aminoacidos, nesse caso serina,
histidina e aspartato), aboliram completamenteiadatle proteolitica. Os dados obtidos

indicam que a patogénese desta mutacdo esta foteeroerrelacionada com o defeito na
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atividade proteolitica da TMPRSS3. Adicionalmentieseexaminaram duas alteragbes
descritas anteriormente como polimorfismos p.D1#8.A426T por Wattenhofeet al.
(2002) em virtude da frequéncia nas populacdesradiasta (0,8%) e espanhola (0,5%),
respectivamente. Porém, ndo havia tampouco eviagmscificientes para classifica-las como
nao patogénicas. Os resultados do estudo deeted (2003) mostraram que a mutacéo
p.D173N possui atividade proteolitica normal, emjoaa mutacdo p.A426T apresentava
diminuicao significativa dessa atividade. Isso siaggue a mutacao p.D173N é polimorfismo
nao patogénico, enquanto a mutacao p.A426T podpasegénica em certas circunstancias.
De fato, em um estudo realizado por Weegeenkl. (2011) em oito familias holandesas, a
mutacdo p.A426T foi considerada patogénica, pdiavasem heterozigose composta, em
individuos afetados, com outras mutacdes ja conaplamente patogénicas. Apos analises de
ligacdo e das sequéncias os autores identificaraatray variantesmissense(p.A306T,
p.A138E, p.V199M e p.A426T) e dudmmeshift(p.T7ds e p.C10%*) nas oito familias.
Eles compararam o efeito clinico das mutac¢des astfamilias e sugeriram que a mutagéo
p.A426T quando comparada com a mutacdo p.A306Tuenefeito deletério menor. No
entanto, os autores sugerem que a heterozigoseostange uma mutacao leve associada a
uma mutacdo grave pode levar a perda auditivaipgsdl, compativel com o periodo de
ocorréncia da deficiéncia observada em nossa tamili

6.3 CASO FAMILIAL 3

O sequenciamento do exoma da probanda revelou mutscdes potencialmente
patogénicas em dois genes de surdez diferehté€6e o GIJB3 A mutacédo, do tipo sem
sentido fGonsense)no geneMYOG6 segrega com a surdez da familia. Portanto essa;@uuta
patogénica explica o quadro clinico de surdez érnado na familia. Enquanto a mutac¢éo do
tipo sentido trocadanfissenseno genesJB3foi encontrada apenas na probanda afetada e na
sua mae normouvinte. Ambas as variantes estdo egifese conservadas conforme as
ferramentas PhyloP e PhastCons, apesar da vanangeneMYO6 possuir valores muito
mais altos. Mutacdes nos ger@iB3e MYO6ja foram descritas segregando em familias com
surdez com padrdo de heranca tanto autossdomicandotai quanto autossémico recessivo.
Mutacdes no geneMlYO6 também foram associadas com cardiomiopatia hqfedr
hereditaria (MOHIDDINet al, 2004; HEGANet al, 2015) enquanto que as mutagdes no
gene GJB3 possuem associagdo com uma doenca de pele conhendao
Erythrokeratodermia variabiligRICHARD et al, 1998). Outro relato da probanda foi febre

reumatica aos 18 anos, aproximadamente um anodamf@sceber a PA. Até 0 momento nao
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houve relato de associacao entre febre reumapeada auditiva (SCHUBER®t al, 2001).

O geneMYO6 possui 35 exons (NM_004999) com 40 mutacdes patcae descritas
até o momento; ele codifica a proteina miosina &hcl285 amino acidos. Constitui uma
proteina essencial para o desenvolvimento esttuintegridade e funcionamento apropriado
das células ciliadas internas, movimento e transpwe cargas em direcdo a extremidade
negativa dos filamentos de actina (WEL&Sal, 1999; SWEENEY; HOUDUSSE, 2007). A
Miosina VI localiza-se na placa cuticular das adutiliadas e € importante para fornecer
protecdo ao restringir forcas mecéanicas (AVRAHAMal, 1995; HASSONet al, 1997,
SELFet al, 1999). A proteina consiste em um dominio motomesitio de ligacdo a actina,
seguido pelos dominios cauda globular e dominioques que interage com outras proteinas
(SWEENEY; HOUDUSSE, 2007). Uma hip6tese que expliea correlacdo de
genotipo/fendtipo quanto a mutacdes dominantessus recessivas no gen®lYO6 foi
proposta por Topsakat al. (2009). Se o dominio motor da proteina nao é ddet¢afuncionar
normalmente, a PA é mais leve e a idade de mamiféstsera tardia. De fato, a mutacdo no
geneMYOG6 aqui descrita afeta apenas o domimgzk mantendo o dominio motor intacto.
Nossa familia se assemelha com as familias DAN E2B&halisadas por Topsaket al.
(2009) e com as familias descritas por Yanl. (2013), onde as mutacbes que levam a
cédons de parada prematuros apés o dominio matsagaPA autossémico dominante com
manifestacdo tardia. Além disso, é previsto queutagdio por nés descrita (MutationTaster)
deve acarretar a degradacdo por NMD do mRNA dm ateltado, parcialmente ou total,
resultando em menos proteinas nos individuos afetagherda auditiva.

O geneGJB3 codifica a proteina conexina 31 (Cx31), tambémheoida como
proteina beta-3 de juncéo do tigap. Juncdes do tipgap sado grupos de canais intercelulares
que permitem a difusdo direta de ions e molécubagignas entre células adjacentes. Os
canais de juncao do tipgap permitem a passagem de ions, de moléculas dezaigtd
celular e de pequenas moléculas com tamanho apmdrirde 1.5 kDa (BENNETEt al,
1991; HARRIS, 2001). A expressao do géngB3foi observada na parede lateral e limbo
espiral da coclea de camundongos (¢Aal, 2000) Embora a mutacédo p.R42C encontrada
na familia 3 ndo tenha sido descrita, h4 uma matdigérente descrita no mesmo aminoacido
(p.R42P) que esta associada cBmgthrokeratodermia variabilisuma doenca de pele com
heranca autossémica dominante sem surdez (WILG®DS&IS 1999; RICHARDet al, 2000).

A probanda e sua mae normouvinte apresentam a &w@a®R42C, mas nenhuma delas
possui esse problema de pele. O fato de a mae neimb® carregar esta variante indica que

ela ndo é a causa principal da PA segregando niidamas pode estar contribuindo para o
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fendtipo como um gene modificador (RICHARDS al, 2015). De fato, a probanda
apresentou uma perda auditiva mais grave em unde idais jovem (32 anos) quando
comparada aos outros individuos afetados da famii muitos exemplos de genes
modificadores na literatura com agcédo em outras ghge(por exemplo: pancreatite, cancer de
mama, doenca de Gaucher, retinose pigmentar, hematwse hereditaria, cardiomiopatia
hipertrofica, degeneracéo lobar frontotemporal lenparopatia amiloidética familiar, doenca
de Alzheimer familiar de inicio tardio, entre owyoconforme a revisdo realizada por Cooper
et al. (2013). Portanto, como nao ha evidéncias sufiegepaira considerar essa variante como
patogénica nem como benigna, de acordo com os éadrdDiretrizes apresentados no
trabalho de Richardst al. (2015) classificamos como variante de significaderto.

7. CONCLUSAO

Conseguimos identificar a causa da perda auditivd@s dos trés casos familiais (2
e 3) estudados. No caso 2, as mutacdes ja havilmdescritas, no caso 3 descrevemos uma
mutacdo nova e, em ambos, pudemos contribuir pareelbor entendimento das relacdes
genético-fendtipo. No caso familial 1, um novo geaadidato a surdez foi identificado,

porém estudos funcionais sdo necessarios pararcagfio e correlacdo gendtipo-fenétipo.
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ESTUDO GENETICO-CLINICO DOS CASOS DE SURDEZ PARA U® EM ACONSELHAMENTO
GENETICO
Etiqueta
DADOS PESSOAIS
REGISTRO N DATA DA CONSULTA:

NOME DO PACIENTE:

ENDERECO:

TELEFONE:

ENCAMINHADO POR: ()1.DERDIC ( )2.HC-IMPLANTE COCLE AR ()3.HC OTORRINO ( )4.SURDEZ

SUBITA ()5.1.C. () 6. OUTROS  MEDICO

DATA NASC.: IDADE: SEXO 1 ()1=M()2=F
NATURAL:

OCUPACAO: ESCOLARIDADE:

GRUPO ETNICO: ()1.Branco ()2.Pardo ( )3.Negro () 4.Oriental
MAE:

DATA NASC./idade: NATURAL:

OCUPACAO:

ESCOLARIDADE: _

PAI:

DATA NASC./idade: NATURAL:

OCUPACAO:

ESCOLARIDADE:

HISTORICO FAMILIAL

CONSANGUINIDADE PARENTAL: ()1.NAO ()2.5IM GRAU:_
OUTROS CASOS DE SURDEZ NA FAMILIA: ()1.NAO ()2.SI M ()3. NAO SABE
H.D. GENETICA: ()1.AR ()2.AD ()3. LIGADO AO X ( 4. MITOCONDRIAL
CASOS DE DOENCAS GENETICAS NA FAMILIA: ()1.NAO ( )2.SIM

MAE DO PROPOSITO TEVE ABORTOS: ()1.NAO ()2.SIM

(VIDE HEREDOGRAMA PG 5)

CARACTERIZACAO DA SURDEZ
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LATERALIDADE: ()1.Unilateral ()2.Bilateral ()3 .N&o determinada
EPOCA EM QUE PERCEBEU O PROBLEMA: ()1.Pré-lingual ()2.Pés-lingual
Idade de inicio:

IDADE EM QUE FOI FEITO O DIAGNOSTICO:

EVOLUCAO: ()1.Estacionaria ()2.Progressiva ()3 .Subita ()4.N&o determinada

TIPO: ()1.Sensorioneural ()2.Condutivo ()3.Mis to ()4.Nao determinado

GRAU DA PERDA (Davis e Silverman, 1970):

()1.Leve (21-40dB)()2.Moderada (41-70dB)( )3.Se vera (71-90dB) ( )4.Profunda

(>91dB)

QUEIXAS DE: ZUMBIDO ()1.NAO  ()2.SIM TONTURA ()1 .NAO ()2.SIM

EXAMES REALIZADOS:

AUDIOMETRIA: ()1.NAO FEZ ()2.NAO TROUXE ()3.C OPIA NA PASTA
BERA/PEATE: ()1.NAO FEZ ()2.NAO TROUXE ()3.cO PIA NA PASTA
EMISSOES OTO-ACUSTICAS: ()1.NAO FEZ ()2.NAO TRO UXE ()3.COPIA NA PASTA
EXAMES DE IMAGEM: ()1.NAO FEZ ()2.NAO TROUXE ()3 INFORMACAO MEDICA ()4.COPIA NA
PASTA QUAL?
MALFORMAGAO COCLEO-VESTIBULAR ()0.NAO SEI ()1.NAO  TEM ()2.AQUEDUTO VESTIBULAR
ALARGADO ()3.MONDINI ( )4.APLASIA DE MICHEL ()5. outra(s)
GESTACAO

INTERCORRENCIAS: ()1.NAO ()2.SIM

PRE-NATAL: ()1.NAO ()2.5IM Obs.:

INFECCOES MATERNAS: ()1.NAO ()2.SIM QUAL?
USO DE DROGAS e MEDICAMENTOS: ()1.NAO ()2.SIM Qua is?

OBSERVACOES:

PERIODO PERINATAL
INTERCORRENCIAS: ()1.NAO ()2.SIM
PARTO:()1.NORMAL ()2.FORCEPS ()3.CESARIA Mot ivo:
NASCIMENTO:( )1.TERMO - 37 a 42sem ( )2.PRE-TERMO - <37sem ()3.POS-TERMO - >42sem
Ao nascer: Peso Comprimento _
Boas condigbes de vitalidade: ( )1.NAO ()2.SIM
ANOXIA: ()1.NAO ()2.SIM CIANOSE: ()1.NAO ()2.SI M
ICTERICIA: ()1.NAO ()2.SIM Banho de luz(Fototer apia): ()1.NAO ()2.SIM
INCOMPATIBILIDADE DE Rh ()1.NAO ()2.SIM
FEBRE ALTA: ()1.NAO ()2.SIM DEFEITOS FISICOS: () 1.NAO ()2.SIM

INCUBADORA: ()1.NAO ()2.SIM Motivo:
UTI neonatal: ()1.NAO ()2.SIM Motivo:

SAIDA DA MATERNIDADE COM A MAE: ()1.NAO Motivo:___ ()2.SIM
OBSERVACOES:

EXPOSICAO A FATORES ETIOLOGICOS AMBIENTAIS
ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS: ()1.NAO ()2.SIM Qu ais? ()3.NAO SABE
OUTRAS DROGAS OTOTOXICAS: ()1.NAO ()2.SIM Quais?_
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INFECCOES DE ORELHA: ()1.NAO ()2.SIM DIABETES MEL ITO: ()1.NAO ()2.SIM
MENINGITE/MENINGOENCEFALITES: ( )1.NAO ( )2.SIM SA RAMPO: ( )1.NAO ( )2.SIM
CAXUMBA: ()1.NAO ()2.SIM INFECCOES DAS VIAS AERE AS SUPERIORES: ()1.NAO ()2.SIM
EXPOSICAO CONSTANTE A RUIDOS: ()1.NAO ()2.SIM, po r gto tempo?
OUTRAS DOENGCAS: ( )1.NAO ( )2.SIM OBS.:

INTERNACOES: ( )1.NAO ( )2.SIM
OBS.: CIRURGIAS: ( )1.NAO ( )2.SI
OBS.:

M

DESENVOLVIMENTO NEUROMOTOR

DESENVOLVIMENTO:( )1.NORMAL ()2.ATRASADO BEBE: ()  1.FIRME ()2. MOLE

SUSTENTOU O PESCOCO: SENTOU:

ENGATINHOU:
ANDOU:
PRIMEIRAS PALAVRAS:

HIPOTESE DIAGNOSTICA

ETIOLOGIA:( )1.GENETICA(HEREDITARIA) ()2.AMBIENTAL (ADQUIRIDA) ()3.IDIOPATICA

MANIFESTACAO: ()NAO-SINDROMICA (isolada) ( )SINDRO MICA Qual?

()3.NAO DETERMINADA

H.D. GENETICA: ()1.AR ()2.AD ()3. LIGADO AO X ( )4. MITOCONDRIAL

COLETA DE MATERIAL PARA DIAGNOSTICO/PESQUISA:

Paciente Registro  Parentesco Datas Sangue | Saliva Cariét. Sangue Saliva
das /DNA /DNA /RNA IRNA

coletas

Outros

INFORMACOES — ACONSELHAMENTO GENETICO
PAIS PRETENDEM TER MAIS FILHOS: ()1.NAO ()2.SIM

METODOS CONTRACEPTIVOS: LAQUEADURA ()1.NAO ()2.S IM VASECTOMIA ()1.NAO (

)2.SIM

CONSULTA
()1. Paga ()2. Nao Paga Obs.:

Valor:

HEREDOGRAMA
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAUWLO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO SUJEITO DA PESQUISA O U RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : ...ocoiiveeieee e SEXO:M F
DATA NASCIMENTO: ........ A l.....
ENDEREGCO :...ooiiiiiiieiiiieeciee e eteee ettt esntee e nreeennees NO ..o APTO: ..o,
BAIRRO: .ttt e CIDADE .....oo it
CEP:eee e TELEFONEDD (............ ) ettt —————— ettt e e e nnee s

2. RESPONSAVEL LEGAL ....oouvoviieeeteeteeete ettt sttt s eaeas e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.).......ccccuurrriiireeeeeesiessiiiieeeeeees s senanreneeeeeeeas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cccvvevieee e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... [ l.....
ENDEREGCO: .. .iiiiiiiie e ciee ettt emmmmer e e antn e snaeeennee e e nneee e NO e APTO: i
BAIRRO: ...ttt e e s nnee e CIDADE: ettt
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ )ttt ettt e ne e e e e e e naee s

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudos Genéfitoleculares em Surdez Ndo Sindrémica e
Sindrémica
PESQUISADOR Jeanne Oiticica Ramalho Ferraz

CARGO/FUNCAO:Chefe do LIM32/Laboratério de Otorrinolaringologia INSCRICAO CONSELHO
REGIONAL N°:CRM: 96354 - SP

UNIDADE DO HCFMUSP:Laborat6rio de Otorrinolarigologia — LIM32
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMOx RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4DURACAO DA PESQUISA : minimo de 24 meses, mas agsa coletado podera ser armazenado em
biorrepositério por tempo maximo de 10 anos (remeis para a continuacdo dos estudos sobre a daugarda

auditiva
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA U NIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

1. O estudo serve para descobrir as possiveis caasizedca denominad8urdez hereditaria’em vocé
ou seu filho. A surdez, perda ou deficiéncia audijtié definida para esse estudo como qualquer
dificuldade de audi¢éo independente do tipo ou.ghaBurdez pode ser causada por fatores ambientais
ou genéticos. Em muitos casos, o fator genéticerdddo do pai e/ou da mée, por isso, chamamos
esses casos d8urdez hereditaria” Quando a surdez é hereditaria, ha um risco desgedificuldade
de audicdo venha a se repetir em outras pessofamiiga. Os exames descritos abaixo tém como

objetivo tentar identificar a causa da perda awaligém vocé ou seu filho.

2. Todos os exames clinicos e coleta de sangue re&ing abaixo serdo realizados dentro de ambiente
hospitalar, cercado por infra-estrutura especidéizao atendimento de urgéncia, pronto-socorro,
enfermaria.

3. Descricdo dos exames:gudiometria € um teste realizado para saber se sua audig@aastal ou se
ha surdez e determina a quantidade desta perdse dlesme colocamos fones em suas orelhas e vocé
escutara sons e a voz da pessoa que fara o see.eXaudiometria comportamental tem a mesma

finalidade, mas é utilizada para avaliar crianga® @ 24 meses. Nesse exame sédo utilizados briosjued
e instrumentos musicais pedagogicos. Sdo apressngatimulos vocais e instrumentais para crianca e
0 examinador observa as mudancas de comportamemtdgatica (movimentos corporais dos membros,
da cabega em procura e/ou localizagdo da fonter@ooontragdo do musculo orbicular do olho como
piscar, etc) frente a esses estimulos, para postdaboracao do relatério da avaliagdo audioldgica
imitanciometria é feita junto com a audiometria e pesquisa o guamhembrana que tampa o fundo da
sua orelha se move e se 0 musculo da orelha respansom alto. Neste exame colocamos um fone em
uma orelha e uma sonda de borracha na outra onalhé, vai sentir a orelha tampada e ouvir sons

altos, mas logo volta ao normal. Amissfes otoacuUsticasdo feitas para saber se células dentro da sua

orelha estdo funcionando bem. Vamos colocar umdasde borracha em uma orelha de cada vez, e

vocé vai escutar sons ndo tao altosP@encial evocado de tronco encefdlico (PEATE)valia a

integridade da via auditiva desde o nervo auditit® o tronco encefélico, sendo muito utilizado na
avaliacdo de individuos dificeis de serem avaligotrsmeio de procedimentos convencionais. Para a
realizacdo desse exame, primeiro a pele atrasré#sas e na testa € limpa com pasta abrasiva e séo
fixados eletrodos (com uma fita adesiva antialérgicestes locais, e ainda sdo colocados fones. O
paciente fica deitado, o mais tranquilo e relaxadssivel, com os olhos suavemente fechados e recebe
estimulo sonoro através dos fones. Sempre quewo @editivo e as estruturas do tronco encefalico
forem ativados pelo estimulo sonoro, é gerada umaatoglade minima de eletricidade que é captada
pelos eletrodos, registrada no equipamento e idga pelo examinador. @games de sangusdo

feitos no laboratorio onde um funcionério vai @atium pouco do seu sangue, no brago, usando uma
agulha. Vocé vai sentir uma picada antes da retieadepois vai ser orientado a fazer presséo @b loc

da picada com algodéo. tamografia computadorizada de 0ssos temporaisata-se de um exame de

imagem importante na identificacdo de possiveismatias, malformacdes ou ossificacdo da céclea,
que podem fornecer pistas sobre a causa da sua gedddiva. Vocé vai ficar deitado em uma mesa de
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exame por alguns minutos. Ao mesmo tempo, o anedide X no interior do tomografo vai girando a
volta da mesa de exame, tomando fotos altamerathddas que podem posteriormente ser exibidas na
forma de fotografias. Aessonancia magnética dos ouvidos fundamental para a determinacao das

condicdes da orelha interna e do nervo auditivaé/simplesmente deita-se numa confortavel mesa de
exame que, muito lenta e suavemente, vai passaral@s de uma abertura. Vocé vai ficar deitado em
uma espécie de tunel por alguns minutos, e ouvirauwido alto que é decorrente do barulho que a

maquina faz enquanto colhe as imagengesPe de percepcdo de falrata-se de um teste subjetivo

que avalia a capacidade de deteccéo e discrimacdond da fala, palavras e frases.
Riscos dos exames: Os examesadédiometria, imitanciometria, emissées otoacusticas, teste de

percepcao de falae potencial evocado de tronco encefalico (PEATH)ao envolvem riscos de lesao

ou dano para a saude. ©sames de sangueferecem risco baixo, pois seréo realizados adrae

puncdo venosa para coleta de sangue. Pode ocamrerodmomento da puncdo, extravasamento de
sangue com equimose na pele, sangramento localasmde compressdo inadequada apds puncgéo.
Estes sintomas sdo leves e transitérios, podenda@asagidos no préprio ambiente hospitalar. A
tomografia_computadorizada oferece risco baixo. O exame utiliza Raios X paléer as imagens

necessdrias, em quantidade maior do que por exempéssonancia magnética. O exame dura em
média de 15 a 30 minutos; entretanto, devido a madicnologia o tempo de exposi¢do do corpo aos
raios X, na realidade, é bem menor, de apenas akpgundos. Portanto, apesar da maior quantidade
de radiacéo, a brevidade do exame minimiza osgjsE®@ risco associado a um Unico exame é muito
pequeno. Este risco aumenta a medida que o nunemxames adicionais realizados cresce. No
entanto, esta quantidade de Raios X de um Unicom@xade ser prejudicial para pacientes gravidas,
portanto, tal fato sera devidamente questionadmomento da solicitacdo do exame. Como o aparelho
de tomografia possui abertura bem ampla, é grand&oeé fechado, isto em geral é suficiente para
proporcionar comodidade. E incomum o paciente aeléibia ou sensacgédo que ndo pode tolerar a
realizacdo do exame, pois ele é muito rapido. Rtwrtao mais provavel é que vocé ndo sentird
incomodo de espécie alguma. Em certos casos pddeesenecessario 0 uso de um meio de contraste
para mostrar determinados vasos de modo mais elareciso. As injecdes endovenosas de meios de
contraste radiolégico sdo quase sempre desacongmstie qualquer reacdo ou desconforto. Em
alguns casos, porém, podem ocorrer durante a mgg&ontraste uma leve sensacéo de calor ou ardor
Nno corpo e ou um gosto metalico na boca, entretastes sintomas costuma ser frustros e logo
desaparecem. Em certos casos poder&o ser semtida®ntaneamente, nauseas, coceiras ou irritagdo
na pele, sintomas inflamatérios no local da pur@mdmo trajeto venoso. Caso ocorram, estes sintomas
poderédo ser contornados no momento ou logo apraroee com a medicacao apropriada, utilizando-se
0 Mesmo acesso venoso obtido para a infusdo dodeetontraste, no préprio ambiente hospitalar. A
meia vida do meio de contraste administrado palé&ele aproximadamente 2 horas, e quase 100% da
dose sera eliminada da corrente sanguinea em 24;entretanto isto s6 € valido para pacientes com
funcéo renal normal. O meio de contraste pode indimda a insuficiéncia renal aguda, o que pode
ocorrer em 2-7% dos exames. Este risco € maior ipaigiduos com insuficiéncia renal leve ou
moderada prévias, ou diabetes. Portanto, a presdestes dados na histoéria sera devidamente
questionada no momento da solicitacdo do examemesmo contra-indicado se for o caso, visando

minimizar riscos. Em casos excepcionalmente e meneente raros podem ocorrer reagfes alérgicas de
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maior gravidade como anafilaxia, edema de laribgencoespasmo, parada cardio-respiratoria e ébito.
Entretanto, a utilizacdo de meios de contraste mode(ndo ibnicos) tem reduzido sensivelmente a
ocorréncia dessas reacfes. De um modo geral, gdesavariando de leves a graves, ocorrem em 1-3%
dos casos para os contrastes ndo ibnicos e em ®2%agdos para os contrastes ibnicos. Atualmente,
com 0s contrastes mais modernos, as reagdes naigsgcomo anafilaxia podem ocorrer em 0,01-

0,04% dos casos. Obito ocorre em 2-30 individueslp@00.000 de exames, em geral por anafilaxia ou
faléncia renal aguda. Em caso de complicacdes graiges, as medidas de ressuscitacdo cardio-

respiratéria serao tomadas no proprio ambiente itatesp A ressonancia magnéticeoferece risco

baixo. E um dos mais seguros exames de imagemutii@a radiacdo ionizante, seus agentes de
contraste sdo muito mais seguros que os da tonmgpefis sdo contrastes a base de gadolineo que
praticamente ndo produzem reagdes alérgicas. Aesaalérgicas anafildticas com este tipo de
contraste sdo da ordem de 1 ocorréncia para 10@xies realizados. O risco de reac¢des adversas
com o contraste variam de 1 a 3% e incluem cefafé&za, dor ou queimagdo no local da injecéo,
nauseas e vertigem. Estes sintomas sédo levessitdrans, podendo ser corrigidos no préprio amlaent
hospitalar caso haja indicacdo. O risco inerent@x@mne esta relacionado aos portadores de marca-
passos, implantes metalicos, clips de aneurisndéegas metdlicas. Estes objetos podem ser deskbcado
pelo grande campo magnético gerado. Entretantosest corrigido excluindo-se estes casos do estudo
durante a avaliacao inicial, visto que configuraomtta-indicagdo formal ao exame. Serdo excluidos
ainda os pacientes que sofrem de claustrofobiaefay que sentem medo em ambientes fechados, pois
0 exame é sempre realizado em uma maca fechada.

A identificacdo da causa da perda auditiva poddiauxa escolha do tratamento e vai nos ajudar a
calcular a chance desse problema de audicdo aeordecnovo em outra pessoa da familia. Esses
exames ndo vao curar a sua surdez.

Caso vocé queira, pode ver os resultados, no fiesta pesquisa. A qualquer momento, vocé pode
entrar em contato para saber os resultados padaagesquisaO principal investigador é Bra.
Jeanne Oiticica Ramalho Ferraz que pode ser encontrado no ender&g¢oDr. Arnaldo,

455 2° andar sala 2209 — Cerqueira Cesar — Sao B&P.Telefone (11) 3061-7166.

Se vocé tiver alguma duvida sobre a pesquisa, enireontato com o Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° antklr 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 36842

ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

Vocé pode desistir ou interromper a sua colaboraeéte estudo a qualquer momento, sem necessidade d

qualquer explicacdo; Sua desisténcia ndo vai tree@num prejuizo a sua salde ou bem estar fisém vhi

interferir no seu atendimento ou tratamento mé@iaso tenham sido tiradas fotografias,

() concordo que sejam incluidas em publicac@atificas, se necessario

() concordo que sejam apresentadas em aulappHissionais da saude

() ndo concordo que sejam incluidas em nenhpond& publicagdo ou apresentagao.

7.

Os resultados obtidos serdo mantidos em segredopoaerdo ser divulgados em revistas ou encontros
cientificos, os seus dados pessoais ndo seragddas.

Sempre que surgirem novos resultados da pesquois@,sera informado e podera entrar em contato
quando quiser para saber sobre os resultados.
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9. Vocé ndo vai ter despesas para participar do esfladobém nédo vai ter nenhum apoio financeiro para
participar. Qualquer despesa adicional sera reklizam o orcamento da pesquisambém néo ha
compensacao financeira relacionada a sua partépac

10. Num primeiro momento, 0 seu sangue sera utilizada p realizacao de testes genéticos de rotina para
algumas das causas mais frequentes de Surdez tddeedNo entanto, existem mais de 100 causas
diferentes para a Surdez Hereditaria e ndo exiséstes para todas elas no momento. Portanto, €
possivel que ao final da realizacéo desses testedigos de rotina, ndo seja possivel ainda idemtié
causa do problema de audicdo, mesmo que seja g@whétieditario Caso esses testes iniciais nao
determinem o diagndstico, a medida que forem cdlzE@m rotina novos testes, eles serdo realizados
com o sangue colhido e o resultado sera entregioe@ Por isso, precisaremos armazenar 0 sangue
gue coletamos de vocé, por periodo minimo de 16 eom objetivo de identificar a causa do problema
de audicdo em vocé ou em sua familia. Portanto,Né\ Bxtraido a partir do seu sangue ficara
armazenado em um banco para definir seu diagnostjgara se estabelecer novos exames genéticos

para d'Surdez hereditaria”.

“No caso de realizagao de outras pesquisas usatelonaterial doado, ha necessidade de contatadopéer

novas autorizacbes?

() Nao, eu dispenso estas novas autoriza¢deseptiiu ciente e de acordo que cada nova pesguisa s
analisada pela Comissao para Analise de ProjetBesiguisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP que autorizara ou ndo a utilizalgiimaterial biolégico que foi por mim doado.

() Sim, no caso de novas pesquisas, eu quermstatado para autorizar ou nao a utilizacdo demadt
biolégico que foi por mim doado.

Acredito que fui suficientemente informado a respeio que li ou do que foi lido para mim, sobre studo
“Estudos Genético-Moleculares em Surdez Nao Sina@m Sindrémica”.

Eu discuti com o Dra. Jeanne Oiticica Ramalho EegrBra. Karina Lezirovitz Mandelbaum sobre a midbaisdo
em participar deste estudo. Ficou claro para mial §uo objetivo do estudo, quais os procedimentas sgrao
realizados, os desconfortos e riscos, as garashtiagie meus dados serdo guardados em segredoue d&rthas
davidas serdo esclarecidas a qualquer momentou lelemo também que eu ndo vou ter despesas e qué&ero
acesso garantido ao tratamento hospitalar semprefaunecessario. Concordo em participar destedespor
vontade prépria e sei que posso retirar 0 meu odinsento a qualquer momento, antes ou duranteunl@ssem
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que euagessadquirido, ou no meu atendimento neste Servic
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Assinatura do paciente/representante legal Data/ /

Assinatura da testemunha Data / /
Para casos de pacientes menores de 18 anos, atadfademi-analfabetos ou portadores de deficiénmiiva

ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e volun@@onsentimento Livre e Esclarecido deste paciemte

representante legal para a participagédo nesteaestud

Karina Lezirovitz Mandelbaum Data / /

Jeanne Oiticica Ramalho Ferraz Data / /
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudos Genético-Moleculares em Surdez Nao Sindrémica e Sindrémica
Pesquisador: Jeanne Oiticica Ramalho Ferraz

Area Tematica: Genética Humana:
Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnésticos novos (fases I, Il e Ill) ou
nao registrados no pais (ainda que fase 1V), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicagdes, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagdes.

Versao: 3
CAAE: 02238412.0.1001.0068
Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DA NOTIFICACAO

Tipo de Notificacdo: Outros

Detalhe: relato

Justificativa: Inclusdo de Pesquisador Responsavel e Inclusédo de pesquisadores Executante para
Data do Envio: 11/02/2014

Situacao da Notificacao: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 534.535
Data da Relatoria: 19/02/2014

Apresentacao da Notificacao:

Os pesquisadores enviam carta, solicitando inclusdo de pesquisadores, assim como relatério do andamento
da pesquisa.

Objetivo da Notificacao:

Incluir a Dra. Karina Lezirovitz Mandelbaum como pesquisadora responsavel (antes executante) e incluir a
Dra. Juliana Sampaio Silva e Dr. Gustavo Guilherme Deschamps como pesquisadores executantes

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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Continuagao do Parecer: 534.535

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Ja analisados anteriormente.

Comentarios e Consideracoes sobre a Notificacao:
Os pesquisadores apresentam relatério parcial da pesquisa, mostrando que a pesquisa ja foi iniciada e que
varios casos ja foram inclusos. Mostram alguns resultados parciais.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Ja analisados anteriormente.

Recomendacoées:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
A inclusdo dos pesquisadores é aceita, e o relatério parcial aprovado.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 19 de Fevereiro de 2014

Assinador por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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