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convencionais para excluséo de ligagdo (-2.00) e de ligacéo significativa (+3.00). Coluna da esquerda: Subpedigree 1; Coluna
central: Subpedigree 2; Coluna da direita: Subpedigree 3. 145

Figura 8.3. Resultados de Lod Scores de multiplos pontos obtidos com resultados de Arrays de SNPs, para cada autossomo,
calculados pelo programa allegro. A) Subpedigree 1; B) Subpedigree 2; C) Subpedigree 3. 153



Resumo

A surdez pode ser causada por fatores ambientais, genéticos ou ambos. Do ponto
de vista genético, a surdez é extremamente heterogénea, pois é condicionada por
mutacBes em diversos genes localizados em diferentes cromossomos, podendo exibir
mecanismos de heranca diversos. O objetivo desse estudo foi identificar novos genes e
mutacOes relacionados a perda auditiva de heranca autossdmica dominante. Foram
estudadas molecularmente cinco familias. A familia 1 foi averiguada na cidade de
Maringa-PR. Apresenta 20 individuos afetados pela sindrome Oto-branquial (BOS).
Estudos de mapeamento génico com arrays de SNPs mostraram um Lod Score
sugestivo de ligacdo para uma regido do cromossomo 8, onde esta localizado o gene
EYAL, ja relacionado a sindrome. O sequenciamento dos exons do gene ndo revelou
mutacdo. No entanto, estudos de array-CGH e de PCR em tempo real permitiram
detectar uma duplicagcdo de aproximadamente 72 kb no gene EYALl em 11 dos 12
individuos afetados testados da familia, ausente nos individuos fenotipicamente
normais. Portanto, concluimos que a sindrome nessa familia é decorrente dessa
duplicacdo, nunca antes descrita em casos de BOS. A familia 2 foi averiguada na
cidade de Sdo Miguel-RN, com 16 individuos afetados por perda auditiva de heranca
autossomica dominante ndo sindrémica. Estudos de mapeamento génico com
marcadores moleculares do tipo microssatélites e calculos de Lod Score indicaram
uma regido no cromossomo 3 como candidata a conter o gene responsavel pelo
fendtipo na familia. Estudos de sequenciamento massivo em paralelo da amostra de
um individuo afetado apontaram trés variantes missense em heterozigose como sendo
as mais provaveis causas do fenotipo, mas duas delas foram excluidas com base em
estudos de segregacdo. A terceira variante foi triada em uma colecdo de 47 amostras
de probandos de familias com surdez autossémica dominante, mas ndo foi encontrada.
Ha estudos em andamento buscando confirmar seu papel na surdez hereditaria. A
familia 3 foi averiguada na cidade de S&o Paulo-SP e apresenta 15 individuos afetados
por perda auditiva de heranca autossomica dominante ndo sindrémica. Estudos de
mapeamento génico com o uso de arrays de SNPs e calculos de Lod Score mapearam
uma regido no cromossomo 20 como candidata a conter o gene responsavel pelo
fenotipo. Estudos de sequenciamento massivo em paralelo de amostras de dois
individuos afetados apontaram trés variantes missense em heterozigose como as mais
provaveis causas do quadro. Estudos de segregacdo excluiram duas das variantes e a
terceira variante foi triada na colecdo de 47 amostras de probandos de familias com
surdez de heranga dominante, mas ndo foi encontrada. Outros estudos estdo em
andamento para verificar seu papel na surdez. A familia 4 foi averiguada na cidade de
Porto Alegre-RS e apresenta 11 individuos afetados por perda auditiva de heranca



autossomica dominante ndo sindrémica. Estudos de mapeamento genético com 0 uso
de arrays de SNPs e de céalculo de Lod Score mapearam duas regides, nos
cromossomos 14 e 22, como candidatas a conter o gene responsavel. Estudos de
sequenciamento massivo em paralelo em amostras de trés individuos afetados
apontaram 3 variantes missense em heterozigose nas regides mapeadas (duas no
cromossomo 14 e uma no cromossomo 22). Observamos que somente a variante
rs80338828 no gene MYH9, no cromossomo 22, segrega com o fendtipo. Essa variante
ja foi previamente relacionada a perda auditiva de heranca autossémica dominante e
provavelmente explica a perda auditiva na familia. A familia 5 foi averiguada na
cidade de Sdo Paulo-SP e apresenta 30 individuos afetados por perda auditiva de
heranca autossomica dominante e ndo sindrémica. Estudos de ligacdo com arrays de
SNPs e calculos de Lod Score ndo apontaram a regido candidata devido a limitacdes
computacionais e a estrutura da genealogia. Estudos de sequenciamento massivo em
paralelo de amostras de quatro individuos afetados apontaram 13 variantes presentes
nos quatro, em heterozigose. Foram selecionadas para estudo duas das variantes, uma
no gene MYO3A, por se tratar de um gene ja relacionado a perda auditiva € uma no
gene LONP2, por se tratar de uma mutacdo de cddon de parada prematuro. Estudos de
segregacdo mostraram que a variante no gene LONP2 ndo segrega com o fenotipo na
familia e que a variante no gene MYO3A parece segregar com o fenétipo, exceto por
sua auséncia em um individuo afetado e sua presenca em sete individuos
aparentemente normais, que poderiam ser ndo-penetrantes. Mutacdes no gene MYO3A
ja foram relacionadas previamente a perda auditiva de heranca autossémica recessiva,
mas chama a atencdo o fato do padrdo de heranca nessa familia ser o dominante. Mais
estudos sdo necessarios para confirmar o papel dessa e de outras variantes no fendtipo
da familia. Portanto, o estudo molecular das cinco familias revelou dois possiveis
novos genes de surdez, um novo mecanismo mutacional na sindrome BOS, mutacdo
em gene ja conhecido e hipdtese de novo mecanismo de heranca para mutacdo no gene
MYQO3A.



Abstract

Deafness can be caused by environmental factors, genetic factors or both.
Genetic deafness is highly heterogeneous, because it is caused by mutations in many
genes located in different chromosomes and can be explained by different inheritance
patterns. The aim of this study was to identify new genes and search for new mutations
related to autosomal dominant hearing loss. Five families were selected for molecular
studies. Family 1 was ascertained in Maringa-PR. It includes 20 individuals affected
by Branchio-oto syndrome (BOS). Genomic scanning with SNP arrays showed
suggestive Lod scores on a region at chromosome 8, where the EYAL1 gene is located,
already known to be related to this syndrome. Sequencing of all exons of the gene did
not reveal the mutation. However, array-CGH and real time PCR studies detected a
duplication of 72 kb on EYAL gene, in 11 of the 12 affected individuals tested, and it
was absent in the unaffected individuals. Our findings implicate this EYA1 duplication
in the BOS1 phenotype observed in the pedigree. Large duplications in EYAL gene
were not reported before. Family 2 was ascertained at Sdo Miguel-RN, with 16
individuals affected by non syndromic autosomal dominant hearing loss. Genomic
scanning with microsatellites and Lod score calculations mapped a region at
chromosome 3 as candidate to contain the gene responsible for the phenotype in the
family. Massive Parallel Sequencing of a sample from one affected individual
indicated 3 missense variants in heterozygosis that could explain the phenotype. Two
variants were excluded after segregation studies. The third variant was screened in a
cohort of 47 probands from families with individuals affected by autosomal dominant
hearing loss and it was not detected. Further studies are needed to confirm its role in
hearing loss. Family 3 was ascertained in S&o Paulo-SP and presents 15 individuals
affected by non syndromic autosomal dominant hearing loss. Genomic scanning with
SNP arrays and Lod score calculations suggested a region at chromosome 20 as the
candidate to contain the gene that causes the phenotype. Massive Parallel Sequencing
with samples from two affected individuals suggested 3 missense variants in
heterozygosis that could explain the phenotype. Two variants were excluded after
segregation studies and one variation was selected as the best candidate to explain the
phenotype. We searched for this variant in a cohort of 47 probands from families with
individuals affected by autosomal dominant hearing loss and it was not detected. Other
studies are being conducted to confirm the role of this variation in deafness. Family 4
was ascertained at Porto Alegre-RS and presents 11 individuals affected by non
syndromic autosomal dominant hearing loss. Genomic scanning with SNP arrays and
Lod score calculations indicated two regions, at chromosomes 14 and 22, as the best
candidates to contain the hearing loss gene. Massive Parallel Sequencing studies with



samples from 3 affected individuals indicated 3 missense variants in heterozygosis
(two variants at chromosome 14 and one at chromosome 22). We observed that only
the variant rs80338828, in MYH9 gene, in chromosome 22, segregates with the
phenotype. This variant was previously related to autosomal dominant hearing loss and
probably explains the phenotype observed in this family. Family 5 was ascertained at
S@o Paulo-SP and presents 30 individuals affected by non syndromic autosomal
dominant hearing loss. Genomic scanning with SNP arrays and Lod score calculations
did not indicate candidate regions due to computer limitations. Massive Parallel
Sequence studies with samples from four affected individuals suggested 13 candidate
variants, in heterozygosis. Two variants were selected for further studies: one in
MYOB3A, previously related to hearing loss, and one in LONP2 gene, a nonsense
mutation. Segregation studies showed the LONP2 variant did not segregate with the
phenotype and MYO3A variant seems to segregate with the phenotype, except for its
absence in one affected individual and its presence in seven unaffected ones, who
could be nonpenetrants. Mutations in MYO3A were previously related to autosomal
recessive hearing loss, but the family described here presents autosomal dominant
pattern of inheritance. More studies are needed to explain the role of this variant in the
phenotype. Thus, the molecular study of five pedigrees revealed two novel candidate
genes for deafness, one novel mutation mechanism in BOS, a mutation in one
previously known gene and the possibility of a novel inheritance mechanism for a
MYO3A mutation.



CAPITULO 1.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Audicéo e Perda auditiva.
As informacgdes a seguir foram obtidas principalmente dos artigos de reviséo de

Carlson (1998), Willems (2000) e Pujol e col. (2002).

A audicdo e caracterizada pela capacidade do ser humano receber, escutar e
interpretar as ondas sonoras produzidas no meio em que vive. Ela é o meio pelo qual o
individuo tem contato com os sons e, portanto, é de suma importancia para que possa
adquirir e aprimorar as habilidades de linguagem.

O deficiente auditivo pode ndo conseguir perceber esses sons, a depender do grau
e a idade do inicio da deficiéncia. Em consequéncia, hd um comprometimento de
varias capacidades que dependem do correto funcionamento da audicdo. Além do
mais, a perda auditiva pode isolar o individuo do mundo, o que pode acarretar varios
disturbios psicoldgicos e de interacdo. Portanto, a deteccdo da deficiéncia e o correto
diagnostico nos primeiros meses de vida sdo importantes para que se tomem as
medidas adequadas para minimizar os danos que a deficiéncia possa vir a causar no
individuo.

Nesse estudo, o termo surdez sera comumente utilizado para definir qualquer tipo
de perda auditiva independente do tipo ou grau de comprometimento. Os termos
surdez, perda auditiva e deficiéncia auditiva serdo considerados sindnimos nesse
estudo, embora em textos de audiologia seja feita a distingdo entre os termos surdez e
0s demais, o termo surdez sendo reservado para perdas graves ou profundas.

A perda auditiva pode ser causada por uma enorme variedade de fatores, sendo,
portanto uma caracteristica heterogénea. Suas causas podem ser tanto genéticas quanto
ambientais ou uma combinacdo de ambos os fatores. Em paises pouco desenvolvidos,
as doencas infecciosas sdo as principais responsaveis pela alta incidéncia da perda
auditiva. Entretanto, em paises desenvolvidos, a principal causa de perda auditiva sdo
as causas geneticas, uma vez que o sistema de saude prové melhor acesso a cuidados
com a salde materna e infantil. Portanto, a medida que o sistema de saude melhora, 0s

casos de perda auditiva decorrentes de causas infecciosas tendem a diminuir e, com
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IS0, 0s casos decorrentes de deficiéncia hereditaria se tornam proporcionalmente mais
frequentes (Grundfast, Atwoo e Choung, 1999). Além das doencas infecciosas, temos
também como causas ambientais as exposi¢des a drogas ototoxicas, os traumas fisicos
e acusticos.

De acordo com a organizacdo mundial de satde, em 2013, cerca de 360 milhdes
de pessoas sofrem de perda auditiva dos tipos moderada a grave, sendo que 80%
dessas pessoas estdo em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. No Brasil,
segundo o censo IBGE/2000, cerca de 30% da populacdo sofre de perda auditiva de
algum tipo ou grau, o que corresponde a aproximadamente 5,7 milhdes de deficientes.

E estimado que, em paises desenvolvidos, cerca de um em cada mil nascimentos
sejam de deficientes auditivos com grau de grave a profundo. No Brasil essa
frequéncia pode atingir trés ou quatro em cada mil nascimentos (Braga e col., 1999;
Piatto e Maniglia, 2001), devido a causas ambientais. Em relacdo aos casos genéticos,
0 padrdo de heranca mais frequentemente encontrado € o padrdo de heranca recessivo,
especialmente entre os pré-linguais. No que se refere a perda auditiva pos-lingual de
carater hereditario, o padrdo de heranca mais frequente é o dominante (Smith e col.,
2012).

As perdas auditivas podem ser classificadas de acordo com: a manifestacédo
clinica, a lateralidade, a idade de manifestacdo, a gravidade, as frequéncias atingidas, a
evolugdo do quadro e a origem da deficiéncia. Segundo a revisdo de Smith e col.
(2012), de acordo com a manifestacdo clinica, a perda auditiva pode ser dividida em
ndo sindromica ou sindromica (presente em sindromes com surdez). Nos casos nao
sindrdmicos a perda auditiva aparece isolada, sem outros sinais associados a
deficiéncia. A perda auditiva sindromica é caracterizada pela perda auditiva associada
a outros sintomas e deficiéncias. A perda auditiva pode ser unilateral, quando afeta
somente uma das orelhas ou bilateral, quando ambas as orelhas sdo afetadas. Em
relacdo a idade de manifestacdo, a deficiéncia pode ser classificada como pre-lingual,
quando ela ocorre antes do individuo adquirir a capacidade de falar, ou pos-lingual,

quando ocorre depois do individuo adquirir a fala.



De acordo com a gravidade, a perda auditiva € classificada como sendo de grau
leve, quando os limiares auditivos aumentados se situam na faixa entre 21 e 40
decibéis (dB); é moderada, quando os limiares estdo na faixa entre 41 e 70 dB; é grave,
quando atingem a faixa entre 71 e 90 dB e profunda, quando os limiares sdo superiores
a 91 dB (Davis e Silverman, 1970). Para essa classificacdo, sdo calculados os valores
médios dos limiares em decibéis da melhor orelha para as frequéncias de 500, 1000,
2000 e 4000 Hertz (Hz) (Silman e Silverman, 1991). Se a perda for em sons agudos,
denomina-se, entdo, perda auditiva de altas frequéncias. Se for em sons graves, é
denominada perda auditiva em baixas frequéncias.

De acordo com a evolugdo do quadro, a perda pode ser considerada progressiva
ou estacionaria. No caso de ela ser progressiva, ocorre evolucdo com a idade para
deficiéncia mais grave. No quadro estacionario, mantém-se a gravidade por toda a vida
do individuo.

Caso o disturbio esteja localizado na orelha externa ou média, impedindo
fisicamente a captacdo e conducdo da onda sonora até o ouvido interno, a deficiéncia é
caracterizada como sendo condutiva. Ja a classificacdo da deficiéncia neurossensorial
é um pouco mais complexa, pois pode decorrer de defeitos na orelha interna e/ou
defeitos no sistema nervoso central e periférico. Esses casos podem ser classificados
em dois tipos: na perda auditiva dita sensorial, o defeito ocorre nas células ciliadas
externas da coclea; no caso da perda auditiva neural, o defeito encontra-se nas células
ciliadas internas e/ou nervo auditivo. Quando o defeito ocorre no tronco encefalico ou
em outras estruturas do sistema nervoso central, ha autores que denominam a perda
auditiva como central (Smith e col.,, 2012). Entre os casos de perda auditiva
neurossensorial hereditaria, predominam os que sdo decorrentes da morte das células
ciliadas da coclea, ou seja, as sensoriais. Até o presente momento, a maioria dos
produtos génicos conhecidos relacionados a perda auditiva hereditaria se expressam na
coclea.

1.2. Perda auditiva Hereditaria.
Cerca de 70% dos casos de perda auditiva hereditaria sdo classificados como nao

sindromicos (Keats e Berlin, 1999). No que se refere a perda auditiva sindrémica, as



sindromes mais frequentes que apresentam a perda auditiva como um de seus
principais sintomas séo as: sindrome de Waardenburg (OMIM #193500), sindrome de
Treacher Collins (OMIM #154500), sindrome de Usher (OMIM #276900), sindrome
de Pendred (OMIM #274600), sindrome Branquio-oto-renal (OMIM #113650) e
sindrome de Alport (OMIM #301050).

Ja se conhecem mais de 100 locus associados a perda auditiva ndo sindrémica.
Entretanto, se conhece um nimero bem menor de genes responsaveis ja identificados
(Van Camp e Smith, 2012). Para 0 mapeamento dessas regides, foram utilizados, ao
longo dos dltimos anos, principalmente os estudos de ligacdo em grandes familias de
individuos afetados por perda auditiva. Recentemente, tém sido utilizadas também as
técnicas de sequenciamento massivo em paralelo (de nova geracéo), principalmente a
analise de exomas, para se encontrar o provavel gene causador da doenca, com ou sem
mapeamento cromossémico prévio (Rehman e col., 2010; Walsh e col., 2010;
Schraders e col., 2011). As perdas auditivas hereditarias podem apresentar os seguintes
tipos de heranga: heranga autossomica dominante, heranga autossomica recessiva,
heranga mitocondrial, heranca ligada ao cromossomo X dominante e recessiva e
heranca ligada ao cromossomo Y.

DFN sdo as siglas utilizadas para identificar os l6cus associados a perda auditiva.
Essa nomenclatura vem da palavra da lingua inglesa Deafness. Os lécus séo
numerados de acordo com a ordem em que foram mapeados. Os I6cus responsaveis
por conter provaveis genes causadores de perda auditiva de heranca dominante
recebem a terminagdo A, portanto, sdo os chamados DFNA, seguidos do numero
correspondente a ordem em que foram mapeados. Os l6cus da deficiéncia auditiva de
heranca autossémica recessiva recebem a terminacdo B. Sdo chamados de DFNB,
seguidos do numero correspondente a ordem em que foram mapeados. Os locus
mapeados no cromossomo X sdo denominados DFNX (seguidos dos numeros
correspondentes) e o0 Unico locus mapeado no cromossomo Y é denominado DFNY 1.

1.3. Perda auditiva de heranga autossdomica recessiva.
A perda auditiva de heranca autossémica recessiva corresponde a cerca de 80%

dos casos de perda auditiva hereditaria do tipo ndo sindromica (Estivill e Gasparini,
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2008). Geralmente é do tipo estacionaria, pré-lingual, neurossensorial, variando de
grave a profunda, atingindo todas as frequéncias (Campbell e col., 1997; Keats e
Berlin, 1999). Existem 71 l6cus mapeados (DFNB) e 45 genes identificados (Tabela
1.1).

Dentre todos os locus mapeados e genes identificados, o lI6cus DFNB1, no qual
se localiza 0 gene da conexina 26 (GJB2), é o mais importante, uma vez que mutacoes
nesse gene correspondem a mais de 50% dos casos de perda auditiva de heranca
autossdémica recessiva. Em 75% dos casos de mutacdo no gene GJB2 esta presente a
mutacédo c.35delG (Denoyelle e col., 1997; Wilcox e col., 1999; Sundstrom e col.,
1999). A frequéncia de heterozigotos com a mutagéo ¢.35delG na populagéo brasileira
ouvinte foi estimada em 1% (Sartorato e col., 2000).

Existem outros l6cus que também sdo frequentemente encontrados como
mutados em muitas familias com perda auditiva de heranca autossémica recessiva e,
portanto, sdo os lécus pesquisados com maior frequéncia nos estudos moleculares de
perda auditiva. S&o eles: DFNB4 (gene SLC26A4), DFNB9 (gene OTOF), DFNB12
(gene CDH23), DFNB7 (gene TMC1), DFNB8 (gene TMPRSS3) e DFNB3 (gene
MYO15A).

O gene SLITRKG foi relacionado a perda auditiva tanto em humanos quanto em
camundongos (Mustafa e col., 2013). No entanto ainda nao foi designado um DFNB

para esse gene.



Tabela 1.1: Locus mapeados responsaveis pela perda auditiva hereditaria autossdmica recessiva

(modificada de Van Camp e col., 2013).

. Localizacéo
Locus . Gene
cromossémica

Referéncias

Bibliogréaficas

DFNB1 13q12 GJB2, GJB6 Guilford e col., 1994; Kelsell e col., 1997

DFNB2 11913.5 MYO7A Guilford e col., 1994; Liu e col., 1997; Weil e col., 1997

DFNB3 17p11.2 MYO15A Friedman e col., 1995; Wang e col., 1998

DFNB4 7q31 SLC26A4 Baldwin e col., 1995; Li e col., 1998

DFNB5S 14912 ? Fukushima e col., 1995

DFNB6 3pl4-p21 TMIE Fukushima e col., 1995; Naz et al, 2002
DFNB7/DFNB11 9913-g21 TMC1 Jain e col., 1995; Scott e col., 1996; Kurima e col., 2002
DFNB8/DFNB10 21qg22 TMPRSS3 Veske e col., 1996; Bonné-Tamir e col., 1996; Scott e col., 2001

DFNB9 2p22-p23 OTOF Chaib e col., 1996; Yasunaga e col., 1999

DFNB12 10qg21-g22 CDH23 Chaib e col., 1996; Bork e col., 2001

DFNB13 7g34-36 ? Mustapha e col., 1998

DFNB14 7q31 ? Mustapha e col., 1998

DFNB15 3021-025 GIPC3 Chen e col., 1997; Charizopoulou e col., 2011

19qg13

DFNB16 15g21-g22 STRC Campbell e col., 1997; Verpy e col., 2001

DFNB17 7q31 ? Greinwald e col., 1998

DFNB18 11p14-15.1 USH1C Jain e col., 1998; Ouyang e col., 2002; Ahmed e col., 2002

DFNB19 18p11 ? Green e col., 1998.

DFNB20 11qg25-qgter ? Moynihan e col., 1999

DFNB21 11q TECTA Mustapha e col., 1999

DFNB22 16p12.2 OTOA Zwaenepoel e col., 2002

DFNB23 10p11.2-q21 PCDH15 Ahmed e col., 2003

DFNB24 11923 RDX Khan e col., 2007

DFNB25 4p13 GRXCR1 Schraders e col., 2010

DFNB26 4931 ? Riazuddin e col., 2000

DFNB27 2023-g31 ? Pulleyn e col., 2000

DFNB28 22913 TRIOBP Walsh e col., 2000; Shahin e col., 2006; Riazuddin e col., 2006




DFNB29 21022 CLDN14 Wilcox e col., 2001

DFNB30 10p11.1 MYO3A Walsh e col., 2002

DFNBA31 9g32-34 WHRN Mustapha e col., 2002; Mburu e col., 2003
DFNB32/DFNB82 1p13.3-22.1 GPSM2 Masmoudi e col., 2003; Walsh e col., 2010

DFNB33 9g34.3 ? Medlej-Hashim e col., 2002

DFNB35 14924.1-24.3 ESRRB Ansar e col., 2003; Collin e col., 2008

DFNB36 1p36.3 ESPN Naz e col., 2004

DFNB37 6q13 MYO6 Ahmed e col., 2003

DFNB38 6026-027 ? Ansar e col., 2003

DFNB39 7921.1 HGF Schultz e col., 2009

DFNB40 22q ? Delmaghani e col., 2003

DFNB42 3913.31-g22.3 ILDR Aslam e col., 2005; Borck e col., 2011

DFNB44 7p14.1-q11.22 ? Ansar e col., 2004

DFNB45 1g43-g44 ? Bhatti e col., 2008

DFNB46 16ptt.3z- ? Mir e col., 2005

p11.31

DFNB47/DFNB83 2p25.1-p24.3 ? Hassan e col., 2005

DFNB48 15¢23-25.1 ? Ahmad e col., 2005

DFNB49 5912.3-q14.1 MARVELD?2 Ramzan e col., 2004; Riazuddin e col., 2006

DFNB51 11p13-p12 ? Shaikh e col., 2005

DFNB53 6p21.3 COL11A2 Chen e col., 2005

DFNB55 4912-913.2 ? Irshad e col., 2005

DFNB59 2031.1-gq31.3 PJVK Delmaghani e col., 2006

DFNB61 7922.1 SLC26A5 Liu e col., 2003

DFNB62 12p13.2-p11.23 ? Ali e col., 2006

DFNB63 11913.2-q13.4 LRTOMT/COMT2 Du e col., 2008; Ahmed e col., 2008

DFNB65 20913.2-q13.32 ? Tariq e col., 2006
DFNB66/DFNB67 6p21.2-22.3 LHFPL5 Tlili e col., 2005; Shabbir e col., 2006; Kalay e col., 2006

DFNB68 19p13.2 ? Santos e col., 2006

Continuagdo da tabela 1.1.



DFNB71 8p22-21.3 ? Chishti e col., 2009

DFNB72 19p13.3 GIPC3 Ain e col., 2007; Rehman e col., 2011

DFNB73 1p32.3 BSND Riazuddin e col., 2009

DFNB74 12q14.2-q15 MSRB3 Waryah e col., 2009; Ahmed e col., 2011

DFNB77 18q12-g21 LOXHD1 Grillet e col., 2009

DFNB79 9934.3 TPRN Rehman e col., 2010

DFNB81 19p ? Rehman e col., 2011

DFNB84 12g21.2 PTPRQ, OTOGL Schraders e col., 2010; Yariz e col., 2012

DFNB85 17pl12-q11.2 ? Shahin e col., 2010

DFNB89 16021-q23.2 KARS Santos-Cortez e col., 2013

DFNB91 6p25 SERPINB6 Sirmaci e col., 2010

DFNB93 1ql23- ? Tabatabaiefar e col., 2011
1113.2

DFNB95 19p13 GIPC3 Charizopoulou e col., 2011

DFNB96 1p36.31-p36.13 ? Ansar e col., 2011

DFNB98 21qg22,3-1ter TSPEAR Delmaghani e col., 2012

Continuagdo da tabela 1.1.

1.4. Perdas auditivas de heranca ligada ao cromossomo X

Correspondem a cerca de 2 a 3% dos casos de perda auditiva hereditaria (Van

Camp e col., 1997). J& foram mapeados cinco locus e identificados trés genes, até o

momento (Tabela 1.2).

O lécus mais frequentemente associado aos casos de perda auditiva de heranca
ligada ao cromossomo X é o lécus DFN3, onde se localiza 0 gene POU3F4. Esse gene
codifica um fator de transcricdo (Willens, 2000). Esse tipo de deficiéncia é classificada
como mista, pois pode ocorrer a fixacdo do estribo. A maior importancia da previa
identificacdo de mutacdes nesse gene é o fato de que nesses pacientes ocorre
vazamento da perilinfa quando se executa a retirada do estribo (estapedectomia), um

processo cirargico simples e muito utilizado em casos onde a deficiéncia é decorrente

de problemas no sistema de ossiculos.



Tabela 1.2: Lécus mapeados responsaveis pela perda auditiva hereditaria ligada ao cromossomo X
(modificada de Van Camp e col., 2012).

) Localizagio Referéncias

Locus Gene
Cromossémica Bibliograficas

DFNX1 Xq22 PRPS1 Tyson e col., 1996; Liu e col., 2010
DFNX2 Xg21.1 POU3F4 Brunner e col., 1988; De Kok e col., 1995
DFNX3 Xq21.2 ? Lalwani e col., 1994
DFNX4 Xq22 SMPX del Castillo e col., 1996; Huebner e col., 2011
DFNX5 Xq23-927.3 ? Wang e col., 2006

1.5. Perda auditiva de heranca ligada ao cromossomo Y
Foi realizado um estudo em uma grande familia de origem chinesa com perda

auditiva e foi observado que a perda auditiva nessa familia era transmitida somente por
meio de individuos do sexo masculino. O estudo de mapeamento através de
microssatélites ndo encontrou sugestdo de ligacdo com nenhum dos 22 autossomos.
Foi sugerido, por conta do mecanismo de transmissédo, que o padrdo de heranca dessa
familia fosse ligado ao cromossomo Y (Wang e col., 2004), mas o gene nunca foi
identificado.

1.6. Perda auditiva de heranga mitocondrial
A perda auditiva de heranga mitocondrial pode ser encontrada tanto associada a

sindromes como isolada. Na maioria dos casos, a perda auditiva de heranca
mitocondrial ocorre como um sintoma adicional em sindromes causadas por defeitos
na mitocondria. E muito comum que uma Gnica mutagdo em gene mitocondrial cause
varios fenotipos distintos.

Mesmo nos casos das mutacGes que causam deficiéncia ndo sindromica séo
ocasionalmente encontrados outros sinais associados a perda auditiva. Os principais
genes e mutagdes relacionados a surdez mitocondrial ndo sindromica estéo
apresentadas na tabela 1.3.

Prezant e col. (1993) identificaram uma mutacdo mitocondrial que causava
susceptibilidade a perda auditiva ap6s administracdo de antibidticos do tipo

aminoglicosideos. Essa mutacédo estava associada também a perda auditiva dos



Tabela 1.3: Muta¢des mitocondriais responsaveis por perda auditiva de heranca mitocondrial do tipo ndo

sindrémica (modificada de Van Camp e col., 2012).

Gene Mutacao Referéncia Bibliografica
Prezant e col., 1993; Usami e col., 1997;
MTRNR1 m.1555A>G
Estivill e col., 1998
MTRNR1 m.1494C>T Zhao e col., 2004
MTRNR1 961 (diferentes mutagdes) Bacino e col., 1995; Casano e col., 1999

Reid e col., 1994; Fischel-Ghodsian e col.,

MTTSE mT44A>G 1995; Sevior e col., 1998
Tiranti e col., 1995; Jaksch e col., 1998a;
MTTS1 m.7472insC Jaksch e col., 1998b; Schuelke e col.,1998;
Verhoeven e col., 1999
MTTS1 m.7510T>C Hutchin e col., 2000
MTTS1 m.7511T>C Friedman e col., 1999; Sue e col., 1999

individuos da mesma familia que ndo tinham sido expostos ao antibidtico. A mutacéo
identificada foi a m.1555A>G, presente no gene MTRNR1 que codifica a unidade 12S
do ribossomo mitocondrial. As demais mutacdes do gene MTRNR1 também estdo
relacionadas a possivel ototoxicidade mediante administracdo de aminoglicosideos

Foi realizada uma pesquisa por Abreu-Silva e col. (2006), em amostras do nosso
laboratdrio, que indicou que cerca de 2% dos casos de perda auditiva hereditaria eram
devidos a mutagBes mitocondriais. Essa mutagdo também foi encontrada em muitos
paises (Prezant e col., 1993; Hutchin e col., 1993; Pandya e col., 1997; Gardner e col.,
1997; Fischel-Ghodsian e col., 1997; El-Schahawi e col., 1997; Casano e col., 1998;
Estivill e col., 1998). Os achados desse estudo mostraram que a mutacdo m.1555A>G
é frequente na populacéo brasileira, indicando a sua triagem em individuos com perda
auditiva como recomendada. Essa triagem € muito importante, pois o conhecimento
prévio da presenca da mutacdo pode evitar a administracdo de aminoglicosideos,
evitando ou protelando, assim, o inicio da perda auditiva.

Outro gene mitocondrial importante, com diferentes mutacdes que levam a perda
auditiva ndo sindromica, € o MTTS1, com quatro mutacOes identificadas. A mutacéo
m.7445A>G do gene MTTS1 pode estar associada com queratoderma palmoplantar e a
mutacdo 7472insC do mesmo gene esta associada com disfuncdes neuroldgicas,

incluindo ataxia, disartria e mioclonus (Kokotas e col., 2007).
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1.7. Genes modificadores da perda auditiva hereditaria
A perda auditiva € uma caracteristica que apresenta grande diversidade de

fenotipos entre os individuos, mesmo dentro de uma mesma familia. Essa grande
diferenca de fendtipos pode ser causada por fatores ambientais ou pela interacéo entre
produtos de diferentes genes.

Riazuddin e col., (2000) mapearam uma forma de perda auditiva ndo sindromica
de heranca recessiva em uma familia paquistanesa com consanguinidade. O locus
mapeado foi 0 DFNB26, no qual oito individuos afetados dessa familia apresentavam
um haploétipo em homozigose. Entretanto, em sete individuos ouvintes, foi encontrado
0 mesmo haplotipo em homozigose e, por isso, foram considerados ndo penetrantes.
Riazuddin e col., (2000) mapearam, entdo, um lécus dominante, chamado DFNM1, em
outro cromossomo, que impedia o desenvolvimento da perda auditiva nesses sete
individuos normais.

Bykhovskaya e col.,, (2000) realizaram um grande estudo com familias
espanholas e italianas que sofriam de perda auditiva de heranca mitocondrial do tipo
neurossensorial. Foram estudados 35 individuos que possuiam a muta¢do m.1555A>G.
Os estudos de mapeamento encontraram ligacdo do marcador D8S277 com uma regiao
a conter um provavel gene modificador. Esse foi o primeiro l6cus nuclear sugerido
como modificador de uma condicdo de heranca mitocondrial, mas o gene suposto
nunca foi encontrado.

1.8. Perda auditiva de heranca autossémica dominante

Aproximadamente 10 a 20% dos casos de perda auditiva hereditaria sdo de
heranca autossdmica dominante do tipo ndo sindromica (Guilford e col., 1994). Ja
foram mapeados 55 locus e identificados 29 genes (Tabela 1.4). As perdas auditivas
com este tipo de heranca sdo na maioria pds-linguais, progressivas e neurossensoriais
(Van Laer e col., 1999).

N&o existe um locus ou gene predominante no que se refere a perda auditiva de
heranga autossomica dominante, como ocorre na perda auditiva de heranca

autossomica recessiva. Por isso, 0 estudo molecular e a triagem das mutagdes nas
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familias em que ocorre esse mecanismo sdo muito dificeis, especialmente em familias
pequenas.

Os genes ja identificados como responsaveis por perda auditiva ndo
sindrdmica autossdmica dominante codificam proteinas com funcdes diversas
relacionadas com citocinese e polimerizacdo de actina (HDIAL), jungdes do tipo
“fenda” (GJB2, GJB3, GJB6), canais ionicos (KCNQ4), matriz extracelular (COCH e
TECTA), colagenos (COL11A2), fatores de transcricdo (POU4F3, EYA4 e TFCP2L3),
miosinas ndo convencionais (MYO7A, MYH9, MYO6 e MYO1A), proteina da familia
das caderinas com funcdo ndo conhecida (DFNA5), proteinas transmembranicas
(TMC1, WFS1) e actinas (ACTGL1). Esses genes e as fun¢des de seus produtos estdo
resumidos na Tabela 1.5.

1.9. Estratégias de Mapeamento de genes de surdez
Nos ultimos tempos, a metodologia favorita empregada para mapear e identificar

genes responsaveis por surdez e a com mais sucesso foi a baseada na clonagem
posicional. Nessa metodologia sdo utilizados principalmente os estudos de ligacéo e os
pontos de quebra de rearranjos cromossOmicos para identificar a posi¢do dos genes nos
cromossomos. Na clonagem posicional classica, um determinado gene € identificado
primeiramente através da descoberta da sua localizagcdo cromossdmica. A primeira vez
que essa metodologia foi empregada com sucesso foi na identificacdo do gene
responsavel pela distrofia muscular de Duchenne (DMD; OMIM #310200).
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Tabela 1.4: Locus mapeados como responsaveis por perda auditiva hereditaria ndo sindrémica

autossdémica dominante (modificado de Van Camp e Smith, 2013).

Lé6cus ocalizagdo Gene Referéncias Bibliograficas
Cromossémica
DFNA1 5031 HDIA1 Leon e col., 1992; Lynch e col., 1997
DFNA2 iiiil GJB3, KCNQ4 Coucke e col., 1994; Kubish e col., 1999
DENA3 13g11-gq12 GIB2, GIBG Chaib e col., 1994; Denoyelle e col., 1998;
13q12 Grifa e col., 1999
DENAY 19913 MYH14, Chen e col., 1997; Donaudy e col., 2004;
CEACAM16 Zheng e col., 2011
DFNAS5 7p15 DFNA5 Van Camp e col., 1995; Van Laer e col., 1998
4pl6.3 Lesperance e col., 1995; Van Camp e col.,
DFNAG6/DFNA14/DFNA38 WFS1 1999; Bespalova e col., 2001; Young e col.,
2001
DFNA7 1g21-g23 ? Fagerheim e col., 1996
DFNA8 / DFNA12 1g22-24 TECTA Verhoeven e col., 1997; Verhoeven e col., 1998
DFNA9 14q12-9q13 COCH Manolis e col., 1996; Robertson e col., 1998
DFNA10 6022-923 EYA4 O’Neill e col., 1996; Wayne e col., 2001
DFNA11l 11g12.3-g21 MYO7A Tamagawa e col., 1996; Liu e col., 1997
DFNA13 6p21 COL11A2 Brown e col., 1997; Kunst e col., 20002
DFNA15 5931 POU4F3 Vahava e col., 1998
DFNA16 2924 ? Fukushima e col., 1999
DFNA17 22q MYH9 Lawani e col., 1999; Lawani e col., 2000
DFNA18 3022 ? Bonsch e col. 2001
DFNA19 10 (pericentr.) ? Hereditary Hearing Loss Home Page
DENA20/DENAS 17925 ACTGL Morell e col. 2000; Kemperman e col., 2004;
Yang e Smith 2000
DFNA21 6p21 ? Kunst e col., 2000b
DFNA22 6913 MYO6 Melchionda e col., 2001
DFNA23 14qg21-g22 ? Salam e col., 2000
DFNA24 4q ? Hafner e col., 2000
DFNA25 12g21-24 SLC17A8 Greene e col., 1999; Ruel e col., 2008
DFNA27 4912 ? Fridell e col., 1999
DFNA28 8922 GRHL2 Anderson e col., 1999; Peters e col., 2002
DFNA30 15025-26 ? Mangino e col., 2001
DFNA31 6p21.3 ? Anderson e col., 1999; Snoeckx e col., 2004
DFNA32 11p15 ? Li e col., 2000
DFNA33 13g34-qter ? Bonsch e col., 2009
DFNA36 9913-921 TMC1 Mangino e col., 2001; kurima e col., 2002
DFNA39 4021.3 DSPP Kurima e col., 2000, Xiao e col., 2001
DFNA41 12qg24-qter ? Blanton e col., 2002
DFNA42 5031.1-q32 ? Talebizadeh e col., 2000; Xia e col., 2002
DFNA43 2p12 ? Xiao e col., 2001; Flex e col., 2003
DFNAd4 3028-29 P Modamio-Hoybjore col., 2003; Modamio-

Hoybjore e col., 2007
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DFNA47 9p21-22 ? D'Adamo e col., 2003
DFNA48 12q13-q14 MYO1A Flex e col., 2003, Donaudy e col., 2007
DFNA49 1g21-g23 ? Modamio-Hoybjor e col., 2003
DFNAS50 70932.2 MIRN96 D’Adamo ¢ col,. 2003a; Mencia e col., 2009
DFNA51 9921 TIP2 D’Adamo e col,. 2003b; Walsh e col., 2010
DFNA52 4028 ? Xia e col., 2002; Moreno-Pelayo e col., 2004
DFNA53 14911.2-q12 ? Talebizadeh e col., 2000; Yan e col., 2005
DENASA 5931 ) Modamio-Hoybjor e col., 2004; Gurtler e col.,
2004

DFNAS56 9¢31,3-34,3 TNC Zhao e col., 2013
DFNA57 19p13.2 ? Bonsch e col., 2008
DFNAS58 2p12-p21 ? Lezirovitz e col., 2009
DFNA59 11p14.2-9q12.3 ? Chatterjee e col., 2009
DFNAG0 2021.3-g24.1 ? Liu e col., 2007
DFNA64 12g24.31- SMAC/DIABLO Cheng e col., 2011

12024.32

Continuagdo da tabela 1.4.
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Tabela 1.5: Genes identificados responsaveis por perda auditiva autossdmica dominante ndo sindrémica, suas func@es e efeitos das mutacdes identificadas.

Lé6cus Gene Produto Fungéo Consequéncia Referéncias
. . Disfuncéo auditiva atraves da perda
. Se liga ao hormonio da ] o
CRYM Crystallin, MU. o da capacidade de ligagdo com o Abe e col., 2003
tireoide T3 .
hormdnio T3.
Polimerizacéo das fibras B )
) ) ] Malformacéo do citoesqueleto de
DFNAL1 DIAPH1 Diaphanous 1. de actina nas células i Lynch e col., 1997
actina.
ciliadas da cdclea.
Potassium channel, voltage-gated, kqt-like ~ Formag&o de canais de o . ]
DFNA2A KCNQ4 ) o Desequilibrio da homeostase idnica. Kubisch e col., 1999
subfamily, member 4. potéssio.
DFNA2B GJB3 Conexin 31. JuncBes GAP Falha na comunicacéo entre células.  Xia e col., 1998
DFNA3A GJB2 Conexin 26. Juncdes GAP Falha na comunicagdo entre células.  Kelsell e col., 1997
DFNA3B GJB6 Conexin 30. JuncBes GAP Falha na comunicacdo entre células.  Grifa e col., 1999
InteracGes com
) ) citoesqueleto, regulando 3 -
DFNA4 MYH14 Myosin heavy chain 14. o -~ Malformacéo dos estereocilios. Donaudy e col., 2004
citocinese, mobilidade e
polaridade celular.
DFNA5 DFNA5 DFNADB. ? ? Van Laer e col., 1998
DFNAG6/DFNA14/ Formacéo de canais o o Bespalova e col., 2001;
WFS1 WFS1. o Desequilibrio da homeostase i6nica.
DFNA38 ibnicos Ypoung e col., 2001
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DFNA8/DFNA12  TECTA

Tectorin, Alpha.

Componente da membrana

Falha da transmisséo de estimulos
sonoros a serem convertidos em

Verhoeven e col., 1998.

tectoria. o
sinais elétricos.
) Deposito de Malformacao da matriz
DFNA9 COCH Cochlin. . i Robertson e col., 1998
mucopolissacarideos. extracelular.
Associacdo com proteinas )
] . Falha no desenvolvimento do
DFNA10 EYA4 Eyes absent 4. diversas e estimula a . . Wayne e col., 2001
. . Orgéo de Corti.
resposta do sistema imune.
DFNA11 MYO7A Myosin VIIA Mobilidade do estereocilio. Malformacédo das células ciliadas. Liu e col., 1997
Falha da transmiss&o de estimulos
Componente da membrana . .
DFNA13 COL11A2 Collagen, Type XI, Alpha-2. ectiri sonoros a serem convertidos em McGuirt e col., 1999
ectoria.
sinais elétricos.
Pou domain, Class 4, Transcription Factor Interacdo com a proteina ) .
DFENA15 POU4F3 il Degeneragédo das celulas ciliadas. Vahava e col., 1998.
il
DFNAL17 MYH9 Myosin, Heavy chain 9. Mobilidade celular. Desorganizacéo das redes de actina.  Lalwani e col., 2000

DFNA20/DFNA26 ACTG1

Actin, Gamma-1.

Componente do

citoesqueleto.

Desorganizagdo de vérias estruturas

cocleares.

Zhu e col., 2003; van
Wijk e col., 2003

Organizacéo de junces

Leva a morte celular programada

DFNA21 TIP2 Tight junction protein 2. ) Walsh e col., 2010.
intercelulares. (apoptose).

Falha no transporte de substancias

DFNA22 MYO6 Myosin VI Mobilidade celular. intra celulares para as células Melchionda e col., 2001
ciliadas.

DFNA28 GRHL2 Grainyhead-like 2. ? ? Peters e col., 2002

DFNA36 . ) . Malfuncionamento das células )

TMC1 Transmembrane channelOlike protein 1. Proteina transmembranica. Kurima e col., 2002.

ciliadas.

Continuagdo da tabela 1.5.
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Desenvolvimento da

Modamio-Hoybjor e

DFNA44 CCDC50 Coiled-coil domain-containing protein 50. . Malformacéo da orelha interna.

orelha interna. col., 2007
DFNA48 MYO1A Myosin 1A Mobilidade celular. Perda da capacidade motora. Donaudy e col., 2003

N Altera a capacidade de manter a
) Estabiliza a traducéo de . ] )

DFNA50 MIRN96 MicroRNA expressdo génica das células Mencia e col., 2009

MRNAsS. o

ciliadas.
) Proteina da matriz Altera o desenvolvimento correto

DFNA56 TNC Tenascin C Zhao e col., 2013

extracelular da coclea.
DFNAG64 SMAC/SIABLO  Direct IAP-binding protein with low pl. Regulacdo da apoptose. Leva a morte celular programada. Cheng e col., 2011

Continuagdo da tabela 1.5.
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Esse tipo de estudo necessita de familias com muitos individuos afetados e
fenotipicamente normais. Inicialmente o estudo da familia visa identificar uma
determinada regido candidata a conter o gene através de estudos de segregacdo com
marcadores moleculares do tipo microssatélites ou SNPs, para a obtencdo dos
haplotipos que segregam com a doenca em cada membro da familia estudada. Célculos
estatisticos sdo realizados com a finalidade de determinar se a ligacdo do haplotipo
com o fendtipo é significativa. Nesse caso, o célculo utilizado é o Lod Score, que é o
logaritmo decimal de uma razdo de duas probabilidades: a do padrdo observado na
familia ocorrer sob hipdtese de ligacdo do gene com um marcador e a desse mesmo
padrdo ocorrer sob hipdtese de segregacdo independente, com uma taxa de
recombinacdo de 1/2. Por convencdo, um valor de Lod superior a +3,00 € aceito como
evidéncia de ligacdo estatisticamente significativa. Esse valor significa que a
probabilidade do marcador genético estar ligado ao lécus do fendtipo é 1000 vezes
maior do que a probabilidade de ocorrer segregacdo independente entre eles. Lod
Scores iguais ou inferiores a -2,00 s&o considerados indicativos de excluséo de ligacao.
Os estudos de mapeamento de genes com calculos de Lod que incluem resultados de
genotipagem de milhares de marcadores genético sdo um desafio para definir quais as
melhores estratégias de correcdo dos limiares descritos acima, por causa da
necessidadade de realizagdo de testes multiplos.

Os estudos de ligacdo apresentam como desafio o fato de que os tamanhos das
regibes candidatas mapeadas geralmente sdo grandes. Apds ser definida a regido
candidata por mapeamento, a segunda etapa realizada é a analise e avaliacdo dos genes
localizados na regido mapeada. Atualmente, ha varios navegadores gendmicos que
auxiliam nos estudos dos genes candidatos e de suas funcdes
(http://www.ensembl.org/, http://genome.ucsc.edu/, http://bioviz.org/igh/, dentre
outros).

Outra metodologia frequentemente utilizada para identificar genes por clonagem

posicional € partir de anomalias cromossdmicas. Algumas vezes, elas ndo somente
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indicam a regido candidata, como podem apontar diretamente o gene responsavel pelo
fenotipo, caso seja possivel identificar com precisdo os pontos de quebra.

Algumas alteragdes cromossémicas podem parecer equilibradas por técnicas
cromossdmicas convencionais, mas, na verdade, elas ndo estdo equilibradas ao nivel
molecular. Nesses casos, a perda de bases pode ndo ser visualizada por estratégias de
microscopia, sendo essas alteracdes submicroscopicas. Foi o caso do mapeamento do
gene responsavel pela sindrome branquio-otorrenal (BOR; OMIM#113650; Abdelhak
e col.,, 1997), identificado em um paciente que apresentava uma delecdo. Para
identificar microdeleces e microduplicacdes cromossémicas as técnicas de hibridacdo
gendmica comparativa sdo muito Uteis (Array-CGH, array-comparative genomic
hybridization; Vissers e col., 2003).

1.10. Estratégias de sequenciamento de genes.
Desde o desenvolvimento das primeiras técnicas de sequenciamento, 0 aumento

da capacidade e da velocidade de sequenciar genes trouxe uma enorme contribuicao
para a ciéncia da genética. Entretanto, as técnicas eram inicialmente caras e 0 processo
para sequenciar muitos genes era demorado e laborioso (Moorthie e col., 2011),
especialmente quando se utilizavam as técnicas convencionais.

Nos altimos anos, a necessidade de se utilizar técnicas de sequenciamento de
genes para rotinas laboratoriais impulsionou cada vez mais o desenvolvimento de
novas plataformas de sequenciamento, acompanhadas de tecnologias de apoio
relacionadas a analise dos dados. Estes métodos reduziram o0s custos de
sequenciamento do genoma humano inteiro, tornando possivel o uso dessas
metodologias na pesquisa e na rotina laboratorial (Moorthie e col., 2011).

Os metodos de sequenciamento de DNA foram categorizados em trés geracdes
(Petterson e col., 2009):

A primeira geragdo de sequenciamento de DNA foi a padronizada por Sanger e
col. (1977), predominante desde a década de 70. Tal metodologia se caracteriza pelo
fato de que cada reacdo de sequenciamento visa um Uanico alvo pré-definido

isoladamente, o que torna a tarefa de sequenciar todo o genoma trabalhosa e cara.
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Os principios basicos do sequenciamento do DNA se mantém constantes desde o
popular método descrito por Sanger. Desde entdo, algumas modificacbes foram feitas,
como por exemplo, o uso de marcadores fluorescentes de cores diferentes para cada
base, ao inveés de isotopos radioativos (Smith e col., 1986) e a substituicdo da
eletroforese em gel pela eletroforese automatica em capilar (Luckey e col., 1990). No
entanto, apesar dessas técnicas terem representado a era de ouro do diagnostico clinico
e do sequenciamento do genoma humano, tais metodologias ainda sdo muito
trabalhosas (Moorthie e col., 2011).

A segunda ou nova geracdo de sequenciamento se baseia no “sequenciamento
massivo em paralelo” ou “Massive Parallel Sequencing”. Ela possui uma capacidade
de produzir pelo menos 100 vezes mais informacdo se comparada as tecnicas
convencionais de sequenciamento baseadas no método de Sanger nos aparelhos mais
modernos (Shekhar e col., 2011). O DNA a ser sequenciado é fragmentado e inserido
em uma placa de array onde cada espaco identificavel contém uma sonda que se une a
somente um fragmento do DNA a ser sequenciado. Dependendo da tecnologia
utilizada, um Unico array de sequenciamento pode conter milhdes ou bilhGes de
espacos identificaveis que amplificam e posteriormente sequenciam os fragmentos
gerados, que se ligam as sondas presentes em cada espaco. S8o obtidas vérias
sequéncias, geralmente curtas, para cada fragmento (sequence reads). Ferramentas
computacionais alinham cada sequence read com um genoma de referéncia, montando
a sequéncia de DNA completa do individuo. Portanto, uma cobertura ampla e multipla
€ necessaria para se analisar completamente e com uma maior seguranca a sequéncia
completa da amostra (Moorthie e col., 2011).

Desde o surgimento das metodologias de sequenciamento chamadas de “nova
geracdo” ou segunda geracédo, trés métodos sdo os mais utilizados até os dias atuais
(Moorthie e col., 2011).

Um dos métodos é chamado de terminacdo reversivel e é empregado na
plataforma Hlumina (lllumina INC., San Diego, CA, USA). Outro método é o

chamado de pirosequenciamento e é empregado na plataforma Roche 454 (454 Life
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Sciences, Brandford, CT, USA) e o tltimo metodo é chamado de sequenciamento por
ligacdo e é empregado na plataforma ABI SOLID (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Outra geracdo de sequenciamento, a chamada “terceira geragdo” ainda esta em
fase de testes. Apesar de existirem algumas plataformas em uso, sua utilizacdo ainda
ndo € muito confiavel. Essas técnicas sdo denominadas de “sequenciamentos novos de
nova geracao”. Essas tecnologias se baseiam no sequenciamento em tempo real de
moléculas de DNA sem a necessidade de amplicons para que ocorram (Moorthie e
col., 2011). Com a manipulacdo de substancias em nanoescala e 0 minimo uso de
compostos bioguimicos, o sequenciamento ocorre, entdo, a partir de uma simples
molécula de DNA, sem a necessidade de essa molécula ser submetida a uma prévia
amplificacdo via PCR (Shekhar e col., 2011).

1.11. Contribuicédo do sequenciamento de nova geracéo a identificacdo de genes de
perda auditiva.

Doengas monogénicas e doencas genéticas multifatoriais foram, por muito
tempo, estudadas por estudos de ligacdo e de associacdo, seguidas de técnicas de
sequenciamento baseadas no método de Sanger para a identificacdo dos genes
responsaveis pelos fendtipos. Mesmo com indmeros laboratérios empenhados em
identificar novos genes relacionados a perda auditiva, ap6s vinte anos de pesquisas,
menos da metade dos genes nos locus ja mapeados de surdez foram identificados.

Atualmente, as técnicas conhecidas como “sequenciamento de nova geragao”
tendem a substituir as técnicas de sequenciamento convencionais, devido a
complexidade do sistema auditivo e da enorme heterogeneidade genética encontrada
na perda auditiva. O sequenciamento de nova geracdo permite a analise de um grande
numero de genes candidatos de uma sé vez. Além do mais, esses conjuntos de técnicas
ndo necessitam obrigatoriamente de amostras de DNA de muitos individuos das
grandes familias de afetados, como é necessario nos estudos de ligacdo (Brownstein e
col., 2012).

Rehman e col. (2010) foram os primeiros a utilizar as técnicas de

sequenciamento de nova geracdo para a identificacdo de um gene relacionado a perda
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auditiva em uma regido previamente mapeada e refinada, por mapeamento por ligacédo
com base em SNPs. O ldcus responsavel pela doenca havia sido mapeado em uma
regido de 2,9Mb, que contém 108 genes codificadores de proteinas, na regido
cromossdmica 9943.3. Foi utilizado um kit de enriquecimento desenhado para
sequenciar toda essa regido mapeada. Oito variantes foram selecionadas para serem
validadas por sequenciamento baseado no método de Sanger. Uma Unica variante foi
confirmada, uma mutacéo no gene TPRN, que codifica a proteina taperina. A variante
ndo foi encontrada em amostras controles adequadas. A proteina taperina possui
similaridade com a proteina fostensina, que funciona como uma “capa” na
extremidade terminal dos filamentos de actina do citoesqueleto. E sabido que essa
proteina participa na modelagem do filamento de actina do citoesqueleto (Shearer e
col., 2011).

Em um outro estudo, Brownstein e col. (2011), desenvolveram uma plataforma
para sequenciamento e identificagdo de mutaces em 246 genes conhecidos de perda
auditiva em probandos com perda auditiva em familias do Oriente Médio. Diversas
mutacBes foram encontradas nesse estudo, revelando a enorme utilidade clinica desse
tipo de analise.

Em uma escala maior, técnicas de sequenciamento de exomas (todos os exons do
genoma) sdo consideradas extremamente promissoras. Estima-se que cerca de 60%
dos genes responsaveis por doencas mendelianas possam ser identificados por meio
dessas técnicas (Gilissen e col., 2012).

Em associacdo com as técnicas de “nova geracdo”, as técnicas cléssicas de
mapeamento génico continuam ainda a ser utilizadas para auxiliar na identificacéo de
genes, uma vez que os estudos de ligacdo fornecem resultados que diminuem a regido
candidata a conter o gene responsavel pela perda auditiva, facilitando muito a
filtragem e interpretagdo dos resultados oriundos das analises de exomas. A
combinacdo dessas técnicas foi utilizada para identificar o gene responsavel pela perda
auditiva de heranca autossdmica recessiva no lécus DFNB82. Walsh e col. (2010)

utilizaram um kit de cobertura para sequenciamento de todos os exons no probando
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dessa familia, em cuja amostra 93% dos genes codificadores de proteinas presentes na
regido mapeada foram sequenciados. Andlises bioinformaéticas indicaram 80 variantes
em homozigose dentro do intervalo do DFNB82. Dessas variantes, sete ndo eram
descritas, e, dessas, apenas duas alteravam a sequéncia dos aminoacidos. Uma das
variantes foi identificada como um polimorfismo apds ser encontrada em Varios
controles ouvintes enquanto gque a outra, uma mutacdo no gene GPSM2, estava ausente
nos controles e segregava com o fenétipo na familia. O produto desse gene é expresso
nas células ciliadas e de suporte da coclea em desenvolvimento de camundongos,
assim como no saculo, utriculo e na crista da cdclea em camundongos maduros (Walsh
e col., 2010).

Em um outro estudo, Zheng e col. (2011) utilizaram o sequenciamento de exoma
para encontrar o gene responsavel pela perda auditiva em uma familia que teve a
regido previamente mapeada e denominada DFNA4 (Chen e col., 1995). Através de
sequenciamento baseado no método de Sanger, foi identificada uma variante em
potencial a explicar o quadro no gene CEACAM16 (Zheng e col., 2011). Para excluir
outras possiveis variantes na regido do DFNA4, foi realizado sequenciamento de nova
geracdo, onde 98,2% de todos os exons compreendidos na regido mapeada foram
sequenciados e 70,2% dos genes codificadores de proteinas foram completamente
analisados. Das variantes encontradas, muitas eram polimorfismos sem efeito, falsos
positivos ou ndo segregavam com o fenotipo. Assim, o melhor candidato foi o0 gene
CEACAM16. O produto desse gene é expresso na cdclea e pode estar envolvido na
ligacdo dos estereocilios com a membrana tectoria (Zheng e col., 2011).

Schraders e col. (2011) e Huebner e col. (2011), por meio de sequenciamento de
exomas, encontraram uma mutacdo no gene SMPX, mapeado no l6cus DFNX4, o que
levou a indicacdo desse gene como o candidato mais provavel a ser o causador da
perda auditiva em uma familia holandesa com perda auditiva progressiva ligada ao
cromossomo X. Foi utilizado um kit para sequenciamento de nova geracao especifico
para 0 cromossomo X. Foram encontradas duas variantes, sendo uma delas, uma

mutagdo sem sentido localizada no gene SMPX, a Unica a segregar com o fenétipo na
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familia e estar ausente nos controles. Foi feita uma triagem da mutacdo em 26
probandos de familias com perda auditiva ligada ao cromossomo X e foi encontrada
essa mutacdo em uma segunda familia, o que confirmou o papel do gene como
responsavel pela perda auditiva no I6cus DFNX4. Porém, esse gene inicialmente ndo
foi considerado um candidato muito forte, uma vez que sua proteina atua no musculo
estriado. Apds diversas analises, foi verificado que esse gene também se expressa na
céclea e seu produto tem um papel no desenvolvimento e/ou manutencdo das células
ciliadas (Schraders e col., 2011; Huebner e col., 2011).

Delmaghani e col., (2012) estudaram uma familia iraniana, com casamentos
consanguineos, afetada por perda auditiva de heranca autossémica recessiva. Nesse
estudo, foi mapeado um novo l6cus DFNB98 e identificado um novo gene TSPEAR.
Foi utilizada previamente uma varredura gendmica por SNPs para identificar a regido
candidata. O sequenciamento de todo o exoma foi realizado em trés individuos
afetados e em um individuo normal. Foram identificadas duas variantes (uma delecédo
e uma substituicdo de base) no gene TSPEAR. Estudos de segregacdo na familia
mostraram que essas variantes estdo em homozigose nos irmédos afetados e em
heterozigose nos pais, bem como ausentes em 152 amostras de controles. Foi
realizado, também, o sequenciamento de todos os exons do gene TSPEAR em outras
familias iranianas afetadas por perda auditiva. No entanto, ndo foram identificadas
outras variantes no gene que pudessem explicar os fenotipos. O produto do gene
TSPEAR € expresso em diversos tecidos, incluindo a coclea. A proteina Tspear €
encontrada na superficie das células ciliadas internas e externas imaturas da céclea
(Delmaghani e col., 2012).

Zhao e col., (2013) identificaram um novo gene relacionado a perda auditiva de
heranca autossOmica dominante em um novo locus, nomeado DFNA56. Eles
estudaram uma familia chinesa composta por 70 individuos, dos quais 13 afetados por
perda auditiva de heranca autossémica dominante. Foi realizada uma varredura
gendmica com 394 microssatelites para delimitar a regido candidata. Com o

sequenciamento do exoma, foi identificada uma mutacdo missense no exon 19 do gene
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TNC. Os estudos da variante mostraram que ela segrega com o fenotipo e esta ausente
nos individuos normais. Para confirmar os resultados, todos 0s exons do gene foram
sequenciados em 587 individuos afetados por perda auditiva sem diagndstico genético
e foi identificada uma segunda variante no mesmo exon em outra familia chinesa. O
produto do gene TNC participa na formacdo da matriz extracelular e € extremamente
conservado entre diferentes espécies, sendo expresso na membrana basilar da coclea
(Warchol e Speck, 2007).

Em vista dos resultados até agora revelados pelas técnicas de “sequenciamento
de nova gerac¢do”, ainda que introduzidas ha pouco tempo, podemos prever uma
enorme aceleracdo do ritmo de identificacdo de genes e mutacdes relacionados a perda
auditiva, o que pode levar a uma melhora consideravel do aconselhamento genético. A
caracterizacdo das proteinas codificadas por esses novos genes ou o estudo dos efeitos
das novas mutacGes poderdo trazer mais luz aos mecanismos bioldgicos que levam a
perda auditiva. Portanto, as técnicas de “sequenciamento de nova geragao” permitirdo

diagnosticos melhores e mais rapidos.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi mapear locus e identificar novas mutacGes
relacionadas a perda auditiva de heranca dominante em familias brasileiras.

Para atingir esse objetivo, realizamos varredura gendmica com marcadores
moleculares do tipo microssatélites ou do tipo SNPs com o material colhido de cinco
familias com afetados por perda auditiva de heranca autossémica dominante,
encaminhadas para estudo molecular em nosso servico. Apds o mapeamento das
regifes candidatas, estudos de sequenciamento de DNA pelo convencional método de
Sanger e de nova geracao dos genes candidatos foram realizados para identificar as

mutacgdes responsaveis.
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CAPITULO 3

PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes: Foram os alvos do estudo cinco familias cujo material foi
encaminhado para estudo molecular da perda auditiva ao Laboratério de Genética
Humana, do Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH), no Depto. de Genética e
Biologia Evolutiva, IBUSP. Parte das familias foi avaliada no proprio CEGH, mas de
algumas familias tivemos o material enviado para analises moleculares por
colaboradores de outras cidades e estados.

A familia 1 apresenta 20 individuos afetados por perda auditiva neurossensorial
ou mista, de heranca autossdmica dominante. Esta familia foi averiguada em 2001 nas
imediacGes da cidade de Maringa-PR, pelos geneticistas Dr. Valter Augusto Della
Rosa e Dra. Maria Cristina Célia Braga. Contamos com amostras de DNA de 30
individuos (12 afetados e 18 fenotipicamente normais). A genealogia da familia esta
apresentada na Figura 3.1. Contamos também com resultados da avaliagdo audiologica
caracterizando o quadro da perda auditiva de todos os individuos afetados dos quais
obtivemos amostras de DNA, e de mais 7 individuos normais.

A familia 2 apresenta 16 individuos com perda auditiva neurossensorial, de
heranga autossdmica dominante. Esta familia foi averiguada em 2008 na cidade de S&o
Miguel-RN pela Dra. Silvana Santos, atualmente docente da Universidade Estadual da
Paraiba, no &mbito do estudo “Consanguinidade no Nordeste Brasileiro: da prospecgdo
de doengas genéticas a intervencao por meio da Educacao Genética”, financiado pelo
CNPq, sob responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Otto. Contamos com amostras de DNA
de 21 individuos (15 afetados e 6 fenotipicamente normais). A genealogia da familia
estd apresentada na Figura 3.2. Contamos também com resultados da avaliacdo
audiologica caracterizando o quadro de perda auditiva de 11 individuos afetados e de 5
individuos normais.

A familia 3 apresenta 15 individuos com perda auditiva neurossensorial, de

heranca autossomica dominante. Esta familia foi averiguada em 2012 no nosso servigo
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de aconselhamento genético, no IBUSP. Contamos com amostras de DNA de 19
individuos (7 afetados e de 12 fenotipicamente normais). A genealogia da familia 3
estd apresentada, resumidamente, na Figura 3.3. Contamos também com resultados da
avaliacdo audioldgica caracterizando o quadro de perda auditiva de 7 individuos
afetados e 2 individuos normais.

A familia 4 apresenta 11 individuos com perda auditiva neurossensorial, de
heranga autossdmica dominante. Esta familia foi averiguada em 2003 na cidade de
Porto Alegre-RS, pela Dra. Carolina Fischinger Moura de Souza. Contamos com
amostras de DNA de 23 individuos (10 afetados, 10 fenotipicamente normais e 3
individuos afetados por perda auditiva em altas frequéncias com inicio apos os 40 anos
de idade). A genealogia da familia 4 esta apresentada na Figura 3.4. Contamos também
com resultados da avaliacdo audioldgica caracterizando o quadro de perda auditiva de
9 individuos afetados e 6 individuos normais.

A familia 5 apresenta 30 individuos com perda auditiva neurossensorial, de
heranca autossémica dominante. Esta familia foi averiguada em 2010 no nosso servigo
de aconselhamento genético no IBUSP. Contamos com amostras de DNA extraido de
45 individuos (14 afetados e de 31 fenotipicamente normais). A genealogia da familia
5 esta apresentada, resumidamente, na figura 3.5. Contamos com resultados da
avaliacdo audiologica caracterizando o quadro de perda auditiva de 9 individuos
afetados e 3 individuos normais.

3.2. Extracdo do DNA: A extragéo foi realizada a partir de linfocitos de sangue
periférico, utilizando-se a técnica de extracdo com fenol e cloroférmio, nas familias 1
e 4. Nas familias 2, 3 e 5 as amostras foram extraidas com o uso do aparelho Autopure
LS (Gentra Systems, Minneapolis, Minnesota, USA). Em algumas amostras foram
utilizados os Kits: “Easy- DNATM Kit (Version D) Genomic DNA Isolation” da
Invitrogen (Carlsbad, California, USA), ou “Perfect gDNA Blood Mini Isolation Kit”
da Eppendorf ou “GFX Genomic Blood DNA Purification Kit” da Amersham

Biosciences Buckinghamshire (United Kingdom).
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Figura 3.1: Genealogia da familia 1, mostrando os 20 individuos afetados (em negro) e os individuos fenotipicamente normais (em branco). O individuo

assinalado com o sinal (?) se declarou afetado, porém ndo foram obtidos resultados da avaliacdo audiolégica. Contamos com amostras de DNA dos individuos

assinalados com (==).
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Figura 3.2: Genealogia da familia 2, mostrando os 16 individuos afetados (em negro) e os individuos fenotipicamente normais (em branco). Contamos com
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Figura 3.3: Genealogia da familia 3, mostrando os 15 individuos afetados (em negro) e os individuos fenotipicamente normais (em branco). O individuo

assinalado com o sinal (?) se declarou normal, porém resultados da avaliagdo audiologica por meio de emissdes otoacusticas sugerem perda auditiva. Contamos com

amostras de DNA dos individuos assinalados com (==).
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Figura 3.4: Genealogia da familia 4, mostrando os 11 individuos afetados (em negro) e os individuos fenotipicamente normais (em branco). Os trés individuos
assinalados com o sinal (?) sdo afetados por perda auditiva leve, somente em altas frequéncias, ap6s 40 anos de idade. Contamos com amostras de DNA dos individuos

assinalados com (==).
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Figura 3.5: Genealogia resumida da familia 5, mostrando 18 individuos afetados (em negro) e os individuos fenotipicamente normais (em branco). O individuo

assinalados com (==).

assinalado com o sinal (?) se declarou afetado, porém ndo contamos com resultados da avaliagdo audiolégica. Contamos com amostras de DNA dos individuos
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3.3. Quantificacdo do DNA: Cada amostra de DNA foi quantificada pelo
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Rockland,
Delaware, USA).

3.4. Analise de mutaces especificas: A pesquisa de mutacGes frequentes em
casos de perda auditiva foi realizada conforme rotina do Laboratério de Genética
Humana. Foram testadas a mutacdo mitocondrial m.A1555G no gene 12SrRNA, as
mutacOes ¢.35delG e ¢.167delT no gene GJB2, e as delegoes A(GJB6-D13S1830) e
A(GJB6-D13S1854) que incluem parte proxima ao gene GJB6. A regido de codigo do
gene GJB2 também foi completamente sequenciada nos propdsitos. Todos esses testes
moleculares foram executados em amostras de pelo menos alguns individuos afetados
em cada familia, pela técnica do laboratério Maria Teresa Balester de Mello
Auricchio.

3.5. Analise dos Microssatélites para Varredura Gendomica: A varredura
gendmica com microssatélites foi realizada utilizando-se o kit “ABI PRISM® Linkage
Mapping Set v. 2.5-MD10” da Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Esse Kit
inclui 400 pares de primers para amplificar marcadores do tipo microssatélites,
distantes cerca de 10cM um do outro, e distribuidos por todos 0s cromossomos (exceto
0 Y). Dos 400 microssatélites, 382 estdo nos autossomos e 18 estdo no cromossomo X.
Foram utilizados nesse trabalho os 382 microssatélites autossémicos. O primer
forward correspondente a cada um dos l6cus é marcado com fluorescéncia. Primers do
mesmo conjunto também foram utilizados na amplificacdo de microssatélites
correspondentes a regides cromossémicas especificas para confirmar resultados de
varredura baseada em SNPs.

Outros microssatélites nas regides cromossdémicas que se mostraram candidatas a
conter 0s genes responsaveis pela doenca em cada familia, para confirmacdo e
refinamento do mapeamento da regido candidata, também foram amplificados. Os
protocolos para amplificacdo desses microssatélites encontram-se na descricdo dos

estudos moleculares realizados em cada uma das familias.
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3.6. Condicdes de amplificacdo: Para a amplificacdo dos microssatélites, o
volume final de reagdo foi de 10uL contendo entre 50ng ¢ 100ng de DNA genémico,
0,33uM de uma mistura de primers, 250uM de cada ANTP, 1,5U de Taq polimerase e
10% do volume final de tampdo [300mM Tris pH=8,5, 100mM Hepes (C8H1804S —
N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-acido etanosulfénico — variacdo do pH:6,8-8,2), 25mM
MgCI2, 100mM KCL e 100mM (NH4)2S04]. As condicdes de amplificacdo foram:
desnaturacdo inicial por 12 min a 95°C, 10 ciclos de 15s a 94°C, hibridacéo a 55°C por
15s e 30s a 72°C, 20 ciclos de 15s a 89°C, hibridacao a 54°C por 15s e extensao a 72°C
por 30s, extensdo final a 72°C por 10min.

3.7. Eletroforese e Analise dos fragmentos: Para a analise do tamanho dos
fragmentos amplificados contendo os microssatélites, os produtos da amplificacdo
foram separados por meio de eletroforese em capilar no aparelho MegaBACE ™ 1000
(sistema com 96 capilares) da Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK)
juntamente com o padrio de peso molecular “MegaBACE ™ ET 550-R Size
Standard” do mesmo fabricante ou no aparelho ABI 3730 (sistema com 48 capilares)
da Apllied Byosistems (Foster City, CA, USA), juntamente com o padrdo de peso
molecular GeneScan 500 ROX (FAM, HEX e NED) e GeneScan 500 LIZ (FAM, VIC,
NED e PET). A andlise dos marcadores moleculares fluorescentes foi realizada
utilizando o programa “Genetic Profiler versdo 2.2”, que acompanha o aparelho
MegaBACE ™ 1000 ou Peak Scanner versio 1.0 (download em
http://marketing.appliedbiosystems.com/mk/get/PS1 login.) e  Gene  Mapper
(http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/support/software/dna-
sequencing/genemapper.html) versdo 4.0, no caso dos fragmentos analisados no
ABI3730.

3.8. Varredura gendmica por meio de “microarrays” de SNPs com a
tecnologia Affymetrix: A varredura gendmica foi realizada por meio de hibridacédo das
amostras de DNA dos pacientes com “chips” de 50K, ou seja , 50.000 SNPs
(GeneChip® Human Mapping K Array Hind 240 e GeneChip® Human Mapping K
Array Xba 240, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). O DNA original foi diluido a
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concentracdo de 50 ng/upl primeiramente. Apos esse processo, 5 pl desse DNA foi
fragmentado por meio do uso de uma enzima de restricdo (Xbal ou Hindlll). Em
seguida, foi feita uma reacdo de ligacdo onde um adaptador sintético foi ligado as
pontas ndo coesivas dos fragmentos digeridos. Utilizando um Unico par de primers,
que se liga ao adaptador sintético, amplificaram-se os fragmentos digeridos e apos a
PCR o produto foi purificado. Apds a quantificacdo do DNA (concentracdo superior a
1300 ng/ul), realizou-se entdo uma segunda etapa de fragmentacdo (por meio de uma
endonuclease, DNase |) do produto de PCR, para a obtencdo de fragmentos de DNA
com tamanho entre 205 a 1000 pb. Por ultimo, as extremidades coesivas desses
fragmentos de DNA foram marcadas com fluoréforos. Desse modo, quando ¢é feita a
leitura do chip, séo verificados os padrdes diferentes de hibridagdo dependendo do
alelo que o individuo apresenta em cada SNP. Seguiu-se exatamente o protocolo do
fabricante para a realizacdo desses experimentos (Uniscience website; GeneChip
Mapping 10K 2.0 Assay Manual).

A interpretacdo dos resultados foi feita em um leitor Genechip 3000 Scanner
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) e os resultados foram interpretados por softwares
adequados (GeneChip Command Console Software,
http://www.affymetrix.com/estore/browse/products.jsp?productld=131429#1 1).

3.9. Célculos de Lod Scores: Os resultados da determinacdo dos genotipos em
relacdo aos microssatélites e aos SNPs das varreduras gendmicas foram analisados
para obtencdo de Lod Scores de dois pontos e de mdltiplos pontos. No caso de Lod
score de dois pontos, as frequéncias dos alelos dos marcadores foram consideradas
iguais a 1/N, sendo o N o numero de alelos daquele marcador encontrado na familia
em questdo. Os Lod Scores foram calculados utilizando-se frequéncia génica do alelo
mutado de 0,0001. Admitimos também que a taxa de recombinacdo e semelhante em
ambos 0s sexos e que a taxa de mutacdo do gene é zero.

O programa MLINK do pacote de programas FASTLINK 4.2 (Lathrop e col.,

1985; Cottingham e col., 1993) foi utilizado para o calculo de Lod Scores de dois
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pontos (um ponto é o marcador polimérfico escolhido e o outro ponto é o gene da
doenca) para simular o valor maximo possivel de Lod Score em todas as familias.

O programa Merlin (Abecasis e col., 2002) foi utilizado para a obtencdo de Lod
Scores de multiplos pontos com os resultados da varredura genémica em todas as
familias. Os Lod Scores de multiplos pontos resultam da analise de segregacdo de
varios marcadores de um mesmo segmento cromossdmico simultaneamente e em
relacdo a doenca. As frequéncias alélicas em cada l6cus de microssatélite sdo
calculadas pelo programa Merlin utilizando os genotipos dos individuos das proprias
familias. O programa Allegro (http://www.decode.com/software/) foi também
utilizado para a obtencdo de Lod Scores da familia 5, por causa das limitagbes do
programa Merlin em relagdo ao tamanho dessa genealogia. Também no caso da
familia 5, o programa Alohomora (http://gmc.mdc-berlin.de/aloh) foi utilizado para
converter os dados de gendtipos obtidos da plataforma Affymetrix (Santa Clara, CA,
EUA) em arquivos adequados para analise de ligacdo. O programa foi escrito na
linguagem Perl/Tk e os dados foram executados no sistema operacional Windows. O
programa Pedcheck foi usado para verificacdo de erros de segregacdo mendeliana
(Ruschendorf e Nurnberg, 2005).

A penetrancia do fenétipo em todas as familias foi calculada pelo método de
méaxima verossimilhanca (Roegatko e col., 1986) com a ajuda do professor Dr. Paulo
Alberto Otto.

3.10. Selecéo de genes candidatos: A selecdo de genes candidatos foi realizada
para indicar os genes localizados na regido candidata que seriam os prioritarios para o
sequenciamento pelo método de Sanger. Foram utilizadas duas estratégias para
selecionar os genes a serem sequenciados. O programa PosMed
(http://biolod.org/PosMed) foi utilizado para gerar uma lista composta por genes,
localizados na regido candidata, que possam explicar a perda auditiva na familia. O
programa PosMed gera uma lista de genes em ordem de importancia, cujo primeiro
gene da lista é aquele que tem a maior chance de explicar o fendtipo, de acordo com

informacdes contidas em diversos bancos de dados (como OMIM e MEDLINE)
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palavras-chave utilizadas e a regido cromossémica indicada. Apds a obtencdo da lista
de genes candidatos, o banco de dados Geneatlas (www.genatlas.org) também foi
consultado. Foram verificados todos 0s genes que se expressam na coclea de humanos
e/ou camundongos e 0s genes que foram identificados em ambas as estratégias foram
selecionados para serem os prioritariamente sequenciados pelo método de Sanger.

3.11. Sequenciamento do DNA pelo método de Sanger: O sequenciamento
convencional do DNA foi utilizado para identificar mutagcdes nos genes candidatos a
explicar a perda auditiva nas familias. As reacfes de PCR para a amplificacdo dos
fragmentos contendo os exons dos genes pesquisados foram preparadas em duplicata.
Em algumas amostras, apés a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados
utilizando o GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e em
seguida quantificados em gel de agarose 2%, utilizando como padrdo o “low DNA
mass ladder” (Invitrogen). Na maioria das amostras, a purificacdo de DNA foi
realizada por meio das enzimas Exonuclease | + Shrimp Alkaline Phosphatase (USB-
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), segundo instrucbes do fabricante. Depois de
purificados e quantificados, os produtos de PCR foram preparados para as reacdes de
sequenciamento convencional em ambas as dire¢des, nas seguintes condic¢des: 30-60ng
de DNA (amplificado e purificado), 0,5pmol (1uL) de primer, 2ul. de BigDye
Terminator v3.1 (Applied Byosistems, Foster City, CA, USA), 1ulL de tampéo (que
acompanha o BigDye no kit) e agua para completar o volume de reagdo para 10ulL. A
mistura foi submetida a 30 ciclos de desnaturacdo de 20s a 95°C, hibridacdo de 15s a
temperatura correspondente a cada fragmento e extensdo de 1min a 60°C. Depois, 0s
produtos foram  precipitados com  Sephadex (Amersham  Biosciences,
Buckinghamshire, UK).

No procedimento de precipitagdo por meio de Sephadex, colocou-se o
Sephadex nos pocos de uma placa de purificacdo (Millipore, Billerica, IR) com o
auxilio de um preenchedor de colunas (Millipore, Billerica, IR) e adicionou-se 300uL
de 4gua milli-Q nessa placa. Depois de aguardar por 3 horas para permitir a hidratacéo

do Sephadex, centrifugou-se por 5 minutos a 2100 rpm para remover toda a agua.
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Foram adicionados 150ul. de agua e centrifugou-se mais duas vezes (uma
centrifugacdo por 5 minutos e outra por 2 minutos) com a finalidade de remover a
agua. As amostras de sequenciamento foram adicionados 5uL de agua milli-Q e as
amostras com a agua foram dispensadas na placa de purificacdo contendo o Sephadex
hidratado. Depois de preencher uma placa para recolher as amostras purificadas
(prépria para o aparelho ABI3730) embaixo da placa de purificacdo, centrifugou-se
novamente por 5 minutos a 2100 rpm. Apo6s a purificacdo por Sephadex das amostras
da reacdo de sequenciamento, elas foram incubadas por 20 minutos a 95°C e em
seguida, foram analisadas no equipamento ABI3730 (Apllied Byosistems, Foster City,
CA, USA).

3.12. Array-CGH: Foi utilizada a plataforma da Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, USA) contendo 180.000 oligonucleotideos. As amostras foram marcadas
por random priming com Cy3 e Cy5-dCTPs. Posteriormente foram purificadas,
hibridadas e lavadas de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. As imagens
foram obtidas com o scanner da Agilent e processadas pelo software Agilent Feature
Extraction v9.5.1 (http://www.chem.agilent.com/en-US/products-services/Software-
Informatics/GeneSpring-GX/Pages/genespring-release-note.aspx). Posteriormente,
foram analisadas com o programa Agilent Genomic Workbench 5.0
(http://mww.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/workflow.pdf) utilizando-
se 0 algoritmo estatistico ADM-2 e um limiar de sensibilidade de 6.0. A resolucdo da
deteccdo de alteragbes foi estimada aproximadamente 20 Kb, que é o espagamento
médio entre os oligonucleotideos. O tamanho minimo das alteracdes consideradas
como reais € de cerca de 50-60 Kb, ou seja, alteracdo da intensidade de hibridacéo
com pelo menos trés oligonucleotideos mapeados como adjacentes. Esses
experimentos foram realizados pela Pos-doutoranda Erika de Freitas, da equipe da
Dra. Carla Rosenberg.

3.13. Sequenciamento Massivo em Paralelo (de nova geragdo): O
sequenciamento massivo em paralelo de exomas foi realizado utilizando-se a

plataforma Illumina (lllumina INC., San Diego, CA, USA). Os protocolos para a
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realizacdo dos experimentos de sequenciamento de nova geracédo especificos para cada
familia encontram-se na descri¢cdo dos estudos moleculares realizados em cada uma
das familias, assim como as anélises bioinformaticas.

3.14. PCR em tempo real: As andlises das reagdes de PCR quantitativo em
tempo real foram feitas no sistema de deteccdo 7500 fast (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). A reacdo de PCR em tempo real teve volume final de 20uL, cerca de
20ng de DNA (4 pL), 10mM de cada iniciador (0,6 uL cada), 10pL de SYBR®Green
PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems Foster City, CA, USA) e adicionou-se 4,8
ulL de agua milliQ. As condigdes de amplificacdo foram as seguintes: um primeiro
ciclo a 50 °C por 2 minutos seguido de um ciclo a 95 °C por 10 minutos, para
preparacdo do DNA; um ciclo a 95 °C por 15 segundos, seguido de um ciclo a 65 °C
por 1 minuto, esses dois ciclos sdo repetidos 40x para incorporacdo e medicdo da
fluorescéncia do SYBR®Green; um ciclo a 95 °C por 15 segundos, um ciclo a 60 °C por
1 minuto, um ciclo a 95 °C por 30 segundos e um ciclo a 60 °C por 15 segundos, essa
Gltima etapa para criar uma curva de Melting com a finalidade de determinar se o
produto desejado foi amplificado.

As sequéncias dos iniciadores (sequéncia forward 5-3’=
CCTGGACAGGCACCATACAG; sequéncia reverse 5°-3’
CCAATCCAGTTGCCATCATC) que codificam um fragmento do exon 5 do gene
EYA1 na familia 1, foram desenhadas wusando o programa Primer3
(www.frodo.wi.mit.edu).

Os graficos de dispersdo log da quantidade X Ct das amostras geraram curvas
padrdo lineares para a sequéncia de amplificacdo alvo (valores de R? entre 0,98 e 1),
mostrando uma amplificacdo proporcional a quantidade de DNA inicial da reacdo. O
coeficiente da reta (R) foi utilizado para calcular o valor de eficiéncia do iniciador,
segundo a formula: E=-1/coeficiente da reta. Um valor de E=2 representa uma
amplificacdo de 100% da quantidade inicial de DNA a cada ciclo do PCR. Assim, para
considerarmos que o iniciador tem uma boa eficiéncia, este valor deve estar entre 1,7 e

2,3. Os valores de eficiéncia de cada iniciador sdo utilizados nos calculos da
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quantificacdo relativa das sequéncias alvo. Uma amostra de individuo ouvinte ndo
aparentado a familia testada foi usada como amostra de referéncia nas reagdes de PCR
em tempo real. Amplificamos trés amostras de individuo controle ou “referéncia” ¢ a
média dos valores de Ct (vide definicdo abaixo) das trés foi utilizada como o valor de
referéncia.

O modelo matematico utilizado para determinar a quantificacdo relativa de cada
sequéncia alvo (sequéncias possivelmente duplicadas do gene EYA1) em comparagéo a
uma sequéncia de referéncia (sequéncia exénica dos genes GAPSH e HPRT) foi o

descrito por Pfaffl (2001). Esse modelo esta apresentado na formula abaixo.

ACt . {controle-amosira)

alve
QR — (E alvo

( L ref)

QR: Quantificacdo relativa ou razdo que corresponde ao numero de cépias da

ACt it controle-amosira)

sequéncia alvo por genoma. Foi calculado um valor de QR para cada sequéncia alvo
em cada um dos experimentos realizados. Dessa forma, quando estamos estudando
sequéncias ou genes de coOpia Unica, sdo esperados valores ao redor de 1 para
sequéncias ndo duplicadas e valores de pelo menos 1,7 para sequéncias duplicadas. O
experimento de amplificacdo em tempo real com o objetivo de realizar a quantificacédo
relativa das sequéncias alvo do gene EYA1L foi realizado em triplicata. Dessa forma,
obtivemos médias e desvios padrdo do valor estimado para o nimero de copias das trés
reacOes realizadas com amostra de cada um dos pacientes.

¢+ Ct (ou Cp): O Ct (cycle threshold) ou Cp (crossing point) € o numero decimal
de ciclos da PCR no qual a fluorescéncia cruza a linha do limiar, o que ocorre quando
a reacdo de PCR entra em sua fase exponencial. A linha do limiar (threshold) é o
ponto ou nivel no qual a reacdo alcanca uma intensidade de fluorescéncia acima da
fluorescéncia basal.

¢+ Célculo do ACt: Este valor é obtido subtraindo-se o valor de Ct obtido para a
amostra experimental do valor do Ct de uma amostra referéncia. Utilizamos como

amostra de referéncia uma amostra de individuo ouvinte ndo aparentado.
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¢+ Calculo do numerador e do denominador da equacdo: No numerador,
teremos o valor resultante da eficiéncia dos iniciadores da sequéncia alvo (calculada
por meio da curva padrédo) elevada ao valor do seu ACt, calculado conforme descrito
no pardgrafo acima. No denominador, teremos o valor resultante da eficiéncia dos
iniciadores da sequéncia de referéncia elevada ao valor do seu ACt.

3.15. Aspectos éticos da Pesquisa: O projeto sob qual foi colhido o material das
Familias 1 e 4 foi aprovado pelo CONEP (nimero do processo, 25000.143724/2003-
29), Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em 12/2003 durante a vigéncia do
projeto de doutorado da Dra. Karina Lezirovitz conduzido entre 2003 e 2007. Em
virtude da inclusdo de novas familias nesse estudo (Familias 2, 3 e 5), esse projeto foi
submetido ao Comité de Etica em pesquisa em seres humanos do IBUSP e foi
aprovado em 06/2009. Todos os participantes assinaram termos de consentimento livre
e esclarecido (modelos dos termos para maiores e menores de 18 anos estdo

apresentados nos Apéndices 1 e 2).

42



CAPITULO 4

Estudos moleculares em surdez sindrémica de heranca
autossomica dominante: Sindrome Oto-branquial ¢ causada por

duplicacdo no gene EYAL encontrada em uma familia brasileira.

Resumo

A sindrome Oto-branquial (BOS1; OMIM#602588) ¢ uma doenca de heranca
autossomica dominante caracterizada por malformacfes da orelha externa, média e
interna, cistos e fistulas branquiais, associadas com deficiéncia auditiva do tipo
condutiva, neurossensorial ou mista. A penetrancia € alta, porém, incompleta. O
fendtipo é extremamente varidvel. MutacGes no gene EYAL sdo a causa molecular mais
frequentemente descrita para BOS, caracterizando o tipo BOS1. Uma grande familia
com 20 individuos afetados por deficiéncia auditiva foi averiguada no estado do
Parana, regido Sul do Brasil. Apds exames clinicos e de tomografia computadorizada
em cinco individuos, foram detectadas malformacfes da orelha externa, média e
interna, fistulas auriculares e cervicais. No entanto, ndo foi detectada nenhuma
malformacdo renal. Foi realizada varredura gendmica com laminas Affymetrix de
microarray de 50k com amostras de DNA de 11 individuos afetados. Lod Scores de
multiplos pontos foram calculados utilizando o modelo de heranca autossdmica
dominante com uma penetrancia estimada em 90%. Com o uso do software MERLIN,
um pico de Lod Score de 2,6 foi obtido para marcadores na regido do gene EYAL, no
cromossomo 8. O sequenciamento do gene EYA1l nédo revelou nenhuma mutagéo
patogénica. Amostras de DNA de trés individuos afetados foram submetidas a Array-
CGH (Oxford Gene Technology, 180k) e uma duplicacéo incluindo o gene EYAL foi
detectada (hgl9 8: 72,174,526-72,246,351). Essa duplicacdo ndo inclui nenhum outro
gene. PCR em tempo real foi utilizada para confirmar e investigar a segregacdo da
duplicacéo na familia. Esta duplicacdo esta presente em 11 dos 12 individuos afetados

e ausente em 12 individuos normais estudados. Esses resultados indicam que a
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duplicacdo no gene EYAL encontrada € a provavel causa do fendtipo de BOS

observado na familia.
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Duplication of EYALl causes Branchiootic Syndrome in a
Brazilian family.
Abstract
Branchiootic syndrome 1 (BOS1; OMIM#602588) is an autosomal dominant
disorder characterized by malformations of the outer, middle, and inner ear, branchial
fistulae and cysts, associated with conductive, neurossensorial, or mixed hearing
impairment. The penetrance is high, but incomplete, and the phenotype extremely
variable. Mutations in EYAL gene are the most frequent molecular cause of BOS
characterizing BOS1. A large pedigree with 20 affected individuals presenting with
hearing loss and ear malformations was ascertained in the state of Parana in southern
Brazil. After clinical exams and computer tomography (five individuals),
malformations of outer, middle and inner ear, auricular and cervical fistulae were
detected, albeit without renal abnormalities. Genomic scanning was performed on
DNA from 11 affected individuals using 50k microarray technology from Affymetrix.
Multipoint Lod Scores were calculated under an autosomal dominant model with a
penetrance estimated to be 90%. Using MERLIN, a peak Lod Score of 2.6 was
obtained for markers in the EYAL gene region on chromosome 8. Sequencing of EYA1
did not reveal pathogenic mutations. Array-CGH (Oxford Gene Technology, 180Kk)
was then performed with DNA samples from three affected individuals and a
duplication including the EYAL gene was detected (hgl9 8: 72,174,526-72,246,351).
No other gene was included in the duplicated segment. In order to confirm this
alteration and to investigate the segregation of the duplication, real time PCR was
performed. The duplication was present in eleven of the twelve affected individuals
and absent in the 12 unaffected individuals studied. Our findings implicate this EYA1
duplication in the BOS1 phenotype observed in the pedigree.
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4.1. Introducédo

A sindrome oto-branquial (BOS) é uma afeccdo de heranca autossdmica
dominante caracterizada por malformac@es da orelha externa, média e interna, fistulas
e cistos branquiais, associadas com perda auditiva do tipo condutiva, neurossensorial
ou mista. Outra sindrome relacionada a essa é denominada sindrome branquio-oto-
renal 1 (BOR1; OMIM#113650) que apresenta os mesmos sinais clinicos de BOS,
porém incluindo comprometimento renal. Ambas fazem parte de um mesmo grupo de
afeccdes chamado de distarbios do espectro branquio-oto-renal.

Nas pessoas afetadas por esses quadros, 0 segundo arco branquial é a estrutura
embrionaria cujo desenvolvimento se apresenta comprometido. O desenvolvimento
anormal do segundo arco branquial pode resultar na formagao de cistos branquiais e de
fistulas, que sdo canais que ligam os cistos a superficie do pescogo. As fistulas
geralmente ocorrem no tergo inferior do pescoco. Ocasionalmente, abrem-se
internamente na regido das amigdalas (Torrielo e col., 2004). A maioria das pessoas
com sindrome BOS ou BOR tém perda de audicdo e outras anormalidades da orelha
como: malformacgdes da orelha externa, média ou interna e fossetas pré-auriculares. Na
sindrome BOR, as malformacdes variam desde uma hipoplasia da regido mediana do
rim até agenesia renal (Heimler e Lieber, 1986; Ni e col. 1994). Os sinais das
sindromes sdo muito variaveis, e individuos clinicamente classificados com a
sindrome BOS e BOR podem ser observados em uma mesma familia (Smith, 2009).

A prevaléncia das sindromes BOS e BOR em conjunto é estimada em 1:40.000
nascimentos e foi descrita em 2% das criancas profundamente surdas. (Fraser e col.,
1980). A penetrancia € alta, mas incompleta e a expressao € extremamente variavel
entre familias diferentes e entre os membros de uma mesma familia (Konig e col.,
1994; Stratakis e col., 1998). Diminuicéo da capacidade auditiva € encontrada em 70 a
93% dos individuos afetados. A perda auditiva pode se manifestar do inicio da infancia
até o comeco da vida adulta e a gravidade da perda auditiva varia de leve a profunda,

podendo ser condutiva, neurossensorial ou mista.
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Dos diversos sinais das sindromes BOS/BOR, h& sinais que sdo mais
frequentes. Atualmente, o diagnostico é baseado nas caracteristicas frequentes
descritas por Chen e col. (1995). Essas caracteristicas incluem: perda auditiva (até
93% dos pacientes), fossetas pré-auriculares (82%), anormalidades renais (67%),
fistula branquial (49%), malformacGes da orelha externa (36%) e estenose do meato
acustico externo (29%).

O l6écus BOS1/BOR1 foi mapeado inicialmente na regido cromossémica 8ql2-
22 por Haan e col. (1989), Kue e col. (1992) e Smith e col. (1992) estudaram uma
familia com um rearranjo cromossémico hereditario do cromossomo 8, der ins
(024.11913.3921.13), que foi considerado responsavel pela sindrome de BOR1. Em
1994, a regido mapeada foi delimitada na regido cromossdmica 8q13.3 por Ni e col.
(1994) e Wang e col. (1994). O gene responsavel por BOS1/BOR1 foi identificado por
Abdelhak e col. (1997a). Neste estudo foram encontradas pequenas mutacOes
diferentes e uma delecdo no gene chamado EYAL em sete probandos com fenétipo
BOR. O gene EYAL é composto por 16 exons e tem 156 kb de tamanho (Abdelhak e
col., 1997b). Esse gene codifica um polipeptideo composto por 559 aminoacidos com
aproximadamente 61,2kD
(http://www.omim.org/entry/601653?search=EY Al&highlight=eyal). O produto do
gene EYAL é expresso na orelha externa, coclea, neuroepitélio vestibular e rim durante
0 inicio do desenvolvimento (Abdelhak e col. 1997a, b). Este gene é homologo ao
gene eyes absent de Drosophila e produz quatro transcritos variantes devido a splicing
alternativo (Abdelhak e col. 1997b) que correspondem a 4 isoformas de proteinas
(www.genatlas.org). Varias mutaces foram descritas no gene EYAL. Estas mutagdes
incluem mutacdes no quadro de leitura, mutacdes de sentido errado e mutagcdes sem
sentido, em sitios de splicing, além de delecbes e rearranjos cromossémicos
(www.medicine.uiowa.edu/pendredandbor/). Ha& também outros genes responsaveis
por sindromes do espectro oto-branquial. Mutacdes no gene SIX5 na regido
cromossémica 19913 sdo responsaveis por outro tipo de sindrome branquio-otorrenal
(BOR2; OMIM#610896) e mutacOes no gene SIX1 na regido cromossomica 14g23.1
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sdo responsaveis pela sindrome oto-branquial 3 (BOS3; OMIM#608389). As
manifestacbes clinicas que ocorrem nos diferentes tipos ndo diferem
significativamente.
Nesse estudo relatamos a ocorréncia de uma duplicacdo de um segmento do gene
EYAL, que segrega com perda auditiva de heranga autossomica dominante.
4.2. Pacientes e Métodos
4.2.1. Pacientes
A familia 1 (Figura 3.1) foi averiguada na cidade de Maringa-PR, regido Sul do
Brasil, pelos geneticistas Dr. Valter Della Rosa e Dra. Maria Cristina Célia Braga. A
familia apresenta 20 afetados por perda auditiva. A perda auditiva nessa familia é de
heranca autossémica dominante de penetrancia incompleta, estimada em 90%. Alguns
individuos apresentam perda do tipo neurossensorial e em 5 individuos foi constatado
que a perda auditiva era mista. Alguns individuos apresentam malformacdes da orelha,
cistos e fistulas branquiais.
4.2.2. Estudos Clinicos
4.2.2.1. Avaliacdo audiolégica

As audiometrias tonais dos individuos dessa familia foram conduzidas pela
fonoaudidloga Elaine Cristina de Souza Rodrigues, da equipe da Dra. Silvia Barreto
Ramos, do Centro Universitario de Maringd, CESUMAR - Clinica de Fonoaudiologia.

4.2.2.2. Avaliacdo Genético-Clinica

A avaliagéo clinica de 10 dos individuos afetados foi realizada pela Dra. Ana
Maria Machado de Moraes, do Departamento de Medicina da Universidade Estadual
de Maringa-PR. Foram averiguados os sinais clinicos frequentes da sindrome, com
base na lista de sinais descritos em Jones e Smith (2007).

4.2.2.3. Exames de Imagem

Os exames de tomografia computadorizada da mastoides foram conduzidos nos
individuos caracterizados com perda auditiva mista, no instituto Maringa de imagem.

Os exames foram solicitados e interpretados pelo Dr. Jefferson Cedaro de Mendonca.
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4.2.3. Estudos moleculares
Foram coletadas amostras de DNA de 30 individuos, 12 afetados (I11:1, 111:3,
1:9, HE:11, HE13, 1v:3, 1v:5, 1V:6, 1V:11, 1V:16, IV:18 e propdsito) e 18
fenotipicamente normais incluindo conjuges (111:2, 115, 17, 111:8, 111:10, 1V:1, IV:4,
IV:8, IV:13, V:1, V:2, V:3, V:4, V:5, V7, V:8, V:9 e V:10). O DNA dessa familia foi
extraido pela metodologia de fenol/cloroformio a partir de linfocitos do sangue
periférico.
4.2.4. Estudos de Ligacao
A varredura gendmica foi realizada por meio da tecnologia Affymetrix com o0 uso
de “chips” de 50k, ou seja 50,000 SNPs (GeneChip® Human Mapping K Array Hind
240 e GeneChip® Human Mapping K Array Xba 240) em 11 individuos afetados,
conforme instrugdes do fabricante.
4.2.5. Calculos de Lod Score
Com o uso do programa MERLIN (Abecassis e col., 2002), os Lod Scores de
maultiplos pontos foram calculados. As frequéncias alélicas foram calculadas pelo
préprio software baseado nos gendtipos analisados. A penetrancia utilizada nesse
estudo foi de 90%.
4.2.6. Array-CGH
A técnica de microarray-Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) foi
realizada para investigar as alteragdes cromossémicas submicroscopicas. A
investigacdo foi realizada em trés afetados (IV:3, I1V:18 e proposito) utilizando a
plataforma Agilent (Agilent Technologies) contendo 180.000 oligonucleotideos.
4.2.7. Sequenciamento do Gene EYA1
A sequéncia dos primers utilizados para sequenciar o gene EYAL se encontram na
Tabela 4.1. As sequéncias dos primers foram baseadas em Abdelhak e col. (1997b).
A reacdo de PCR para amplificar todos os exons teve volume final de 26pL,
cerca de 100ng de DNA, 0,3 a 0,6uM de cada primer, 200uM de cada dNTP, 10% do
volume final de Tampé&o confeccionado no Laboratorio de Genética Humana e 1U de

Tag DNA polimerase. As condicdes de amplificacdo foram: desnaturacgéo inicial por 5
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minutos a 95°C, segunda desnaturacéo por 1 minuto a 95°C, hibridizagdo por 1 minuto
a 60°C, extensdo por 1 minuto a 72°C, repeticdo dos passos 2 a 4 16 vezes com
diminuicdo de 0,5°C da temperatura de hibridizacdo, nova desnaturagdo por 1 minuto a
95°C, hibridizacdo por 1 minuto a 52°C, extensdo por 1 minuto a 72°C, repeticdo dos

passos 6 a 8 30 vezes, extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Tabela 4.1: Sequéncia dos primers utilizados para sequenciar o gene EYA1.

Exon Primer Forward 5-3° Primer Reverse 5°-3°

1 CACTGAAGCAGAGTAACAACA CCAACAGAGGCTGTTACTATT

2 TTATGATATATGTTCAGTTAGGG | CATACACAGGGACATTACATG

3 CGCAGGTCACAAAGACCAAA AGATGGAACATGTGGGCACA

4 GTGATGTGGTTGTTAATCGGT ACACAGAAGGTGACAACACTG
5 GAGATAAGATTGGGGAAGCAT CCAATCCAGTTGCCATCATC

6 GCTATTTTCCTGTACCCACATT GAAAGCTCTCACTTATAAACAG
7 GGCTCAGAAACCCAAACATAC GTGCAACCACTGCATGAATAT

8 AGGCTAATCTTGGCACCATGG CACTGCTGTTTACGTAGCAGG

9 TGAATAACAGCTTTCTCAGCC GACTATATAGTTCTTCTCCATTT
10 CTTTCAGCCTCTCCCAATGC ACCAACAAACTCCTGTCTCAC
11 ACCTACTGATTGACATAGTTGA | ACTATAAAAGGGAGATGGTCAC
12 GTGACCATCTCCCTTTTATAGT ATGAAACTGCCCAAATAGAAGC
13 AAATCTGGAGGCTGGTATTC ATGAACAAGCACGAGCATTGC
14 GCAATGCTCGTGCTTGTTCAT TGCTTTATGTTTCTCTTACGTC
15 TGCTGTGGCACATACAACCC AGAGTACTGCACATATTCATCA
16 AGCTGGCATTTCAATGATACT GTGGCAGACACATAACGCTG

4.3. Resultados
4.3.1. Avaliacdo Audioldgica

A perda auditiva nessa familia se caracterizou por um quadro de gravidade muito
variavel, caracterizado por surdez bilateral, dos tipos neurossensorial ou mista,
comprometendo todas as frequéncias. Os resultados das audiometrias tonais dos
individuos dessa familia estdo mostradas nas Figura 4.1 e Figura 4.2.

4.3.2. Exames Clinicos

Onze individuos foram avaliados, do ponto de vista clinico. O resumo da
avaliacdo, mostrado na Tabela 4.2, mostra malformagfes de varias estruturas. Os

achados corroboram o diagnostico de sindrome BOS na familia.
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Figura 4.1: Audiogramas de seis individuos afetados por perda auditiva neurossensorial. Limiares auditivos até 20dB (decibéis — unidade de intensidade sonora, varia

de 0 a 120) séo considerados normais (Hz = Hertz — unidade de frequéncia da onda sonora, varia de 250 a 8000). Os simbolos (®) e (X) representam os resultados

obtidos através da via aérea de condugdo do som.

51




Orelha Direita

Orelha Esquerda

Orelha Direita

Orelha Esquerda

1 2
dBg dBg 5—? dBg dBg
10 10 l i — ng 10 10
20 20 ¢ P s e < 20 20
30 7 30 < = 30 30
10 7 10 X2 10 —’ 10
50 / 50 x= 50 — ‘\ 50
60 i 60 60 (’ 60
70 A ( r— 70 70 4 70 T ¢
80 — 80 80 \ 80 i |
90 90 90 % 90 e —
100 100 100 100 " Eal \‘X' ')i<
110 110 110 110 = 7 ]
120 1 120 { 120 1 120 ! = ” t {
0.25 0.5 1 2 3 04 6 8 KHz 0.25 0.5 1 2 3 4 6 8 KHz 0,25 0.5 1 2 3 04 8 KHz 0.25 0.5 1 2 3 4 6 8
—e—via aérea via dssea ==x==via aérea < via dssea | —e—via aérea via dssea ==x==via aérea < via dssea |
Orelha Direita 3 Orelha Esquerda Orelha Direita 4 Orelha Esquerda
dBg dBp dBg dBo
10 10 10 10
20 20 20 20
30 30 30 30 T
40 40 40 40
50 50 50 50 _,>|<-‘. [ TTT =
60 60 60 60 4 - =Xt xR
70 70 T,‘“-.? 70 i 70 ke N
80 80 - 80 80
90 90 T 5 90 9 \"\“/ (\ 90
100 100 Lo ‘.‘ 100 % 100
110 110 x " W 110 110
120 120 | e 120 120
0,25 0,5 1 2 3 4 6 8KHz 0,25 0.5 1 2 3 4 6 B8KHz 025 0,5 1 2 03 4 8 KHz 0,25 0.5 1 2 3 4 6 B8KHz
‘ —e—viaaérea via Gssea ‘ ==x==via aérea < via bssea | | —e—via aérea > via Gssea I | === =via aérea < via dssea |
Orelha Direita 5 Orelha Esquerda
e \ 3 oo I Figura 4.2: Audiogramas de 5 individuos afetados por perda auditiva mista.
)t 2 . . .
;8 \/)i §3 O simbolo (©) foi escolhido para representar a via dssea e os simbolos (®) e
140 40 . L . .
50 P4 s0 = (X) representam os resultados obtidos com a via aérea. Limiares auditivos
60 60 - = = s e oz . . . . ~
70 70 Joep==t S até 20dB (decibéis — unidade de intensidade sonora, varia de 0 a 120) sdo
80 80 S Cl il S
133 lzg considerados normais (Hz = Hertz — unidade de frequéncia da onda sonora,
110 110 ; 2 it E- - 11 .
120 | 1o ‘ varia de 250 a 8000). 1) Propésito; 2) 1V:5; 3) I11:1; 4) 111:11; 5) 1V:18.
0.25 0.5 1 2 3 4 6 8KHz 0.25 0.5 1 2 3 4 6 8KHz

—&—via aérea

via dssea

=ux==Via aérea

< via dssea

52




Tabela 4.2: Resultado do exame clinico realizado nos membros da familia com perda auditiva neurossensorial.

Caracteristicas frequentes 11 n:11 111:13 1V:3 IV:5 1V:15 1V:16 1V:18 1V:19 Proposito
Surdez SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
Cisto branquial SIM NAO NAO SIM SIM SIM NAO NAO NAO NAO
Displasia auricular SIM SIM NAO SIM SIM NAO SIM SIM NAO SIM
Displasia renal NAO NAO NAO NI NAO NAO NAO SIM (?) | NAO NI
Estenose do CA externo NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Estenose ou aplasia do ducto NAO NAO SIM (?) NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
lacrimal

Fistula branquial NAO NAO NAO NAO SIM SIM SIM NAO NAO NAO
Fosseta pré-auricular SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
Maé formacdo da orelha interna SIM NAO NI NI NAO NI NI SIM NI NAO
M4 formacg&o da orelha média SIM SIM NI NI NAO NI NI SIM NI SIM
Caracteristicas eventuais - - - - - - - - - -
Anomalias do nervo facial NAO NAO NAO NAO | NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Apéndice pré-auricular NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO SIM NAO
Bdcio eutireoideo NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Cisto de duplicagdo pancreatica NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
Colesteatoma congénito NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
Face longa e estreita SIM SIM SIM SIM SIM NAO SIM SIM NAO SIM
Fenda palatina NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO SIM
Lacrimejamento gustativo NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Luxacio congénita de quadril NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Ma-oclusdo dentéria SIM SIM (referida) | SIM NI SIM NAO SIM SIM SIM SIM
Microdontia dos dentes Usa protese | NAO (protese | NAO NI NAO NAO NAO NAO NAO NAO
permanentes superior)

Ausente-rotaco do intestino NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Palato estreito NAO NAO NAO NI NAO NAO SIM NAO NAO SIM
Paralisia Facial NAO NAO NAO NAO | NAO NAO NAO NAO NAO NAO
Tumor intracraniano benigno NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
Uvula bifida NI NAO NAO NI NI NAO NAO NAO NAO NI

NI — N&o investigado; CA — Canal Auditivo
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4.3.3. Exames de Imagem
Cinco individuos que apresentam perda auditiva caracterizada como mista foram
submetidos a exames de imagem (tomografia computadorizada de mastoide). O
resumo das caracteristicas clinicas dos 5 individuos estdo apresentados na Tabela 4.3.
Além de malformacdes visiveis externamente, alteragdes internas foram vistas apos
tomografia.
As estruturas alteradas identificadas nos individuos afetados confirmam o

provavel diagnostico de sindrome BOS.

Tabela 4.3: Resumo dos resultados dos exames clinicos e de tomografia computadorizada dos 0ssos
temporais dos individuos caracterizados com perda auditiva mista. N.I. - ndo investigado.

1:1 1:11 IV:5 IV:18 Proposito
Reducéo Reducéo Reducéo . .
~ . i o o Displasia a
Malformagdo da coclea volumétrica Ausente volumétrica volumétrica -
. . . direita
bilateral bilateral bilateral
Malformagao do vestibulo A direita Ausente A esquerda A direita Ausente
Malformiag_ao dos canais A direita A direita Bilateral A direita Bilateral
semicirculares
Malformag&o do conduto auditivo N.I. Ausente Presente Ausente N.I.
Alargamento do aqueduto N Lo A s
g . a A esquerda A direita Ausente Ausente A direita
vestibular

4.3.4. Estudos Moleculares

4.3.4.1. Mutacoes excluidas

Mutagdes frequentemente associadas com perda auditiva foram excluidas como
sendo a causa da perda auditiva nessa familia. As mutac6es excluidas foram: ¢.35delG
e €.167delT presentes no gene GJB2, delGJB6 (D13S1830) e delGJB6 (D13S1854), a
mutacdo mitocondrial m.A1555G e outras mutacfes na regido de codigo do gene
GJB2 foram excluidas no propoésito. A mutacdo ¢.35delG foi excluida nos demais

afetados, exceto no individuo 1V:11, que ndo foi testado.
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4.3.4.2. Lécus DFENAs e OTSCs excluidos

Durante o periodo do doutorado da Dra. Karina Lezirovitz, foram utilizados

microssatélites ligados a varios DFNA ja mapeados. Os microssatélites utilizados para
investigar a ligacdo do fendtipo com os DFNAs conhecidos permitiu excluir os
sequintes locus de perda auditiva de heranca autossdmica dominante: DFNAL,
DFNA2, DFNA3, DFNA4, DFNA6, DFNA7, DFNA8, DFNA9, DFNA10, DFNA11,
DFNA13, DFNA15, DFNA17, DFNA18, DFNA20, DFNA22, DFNA23, DFNAZ27,
DFNA28, DFNA30, DFNA31, DFNA32, DFNA36, DFNA37, DFNA39, DFNAA40,
DFNA42, DFNA43, DFNA44 e DFENAA47.

Ao realizar analise das avaliacdes audioldgicas realizadas nos afetados dessa
familia, observamos os quadros de perda auditiva mista em alguns individuos,
caracteristica presente em casos de otosclerose, doenca caracterizada por uma
esclerose isolada da regido endocondral do labirinto (Tomek e col., 1998). Como 0s
casos herdados de otosclerose tém heranca autossémica dominante e ja foram
mapeados 7 lécus, foram também realizados estudos de ligacdo com microssatélites
ligados as regides conhecidas. A possibilidade de ligagdo com quatro lécus de
otosclerose (OTSC3, OTSC5, OTSC7, OTSC2) foi excluida pela analise com
microssatélites.

4.3.4.3. Array de SNPs

A varredura gendmica dessa familia foi realizada usando a tecnologia de array de

SNPs com o uso da plataforma Affymetrix. Foram utilizadas laminas de 50k para
analisar 11 individuos, 10 com perda auditiva e um normal: 111:9, 111:11, 111:13, IV:1,
IV:3, IV:5, 1V:6, IV:18, IV:16, V:1, propdsito.

4.3.4.4. Célculos de Lod Score

O programa MERLIN foi utilizado para a obtencdo de Lod Scores de multiplos
pontos. O unico Lod Score superior a 1 foi obtido para uma regido do cromossomo 8,

com um valor maximo de 2,6 (Figura 4.3).
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4.3.4.5. Sequenciamento de Sanger

Priorizou-se estudar a regido candidata do cromossomo 8, que exibiu Lod Scores
mais elevados. Essa regido engloba a regido mapeada do l6cus da sindrome BOS1,
onde esta presente o gene EYAL. O gene foi sequenciado e nenhuma variagdo que
pudesse explicar a perda auditiva na familia foi identificada.

4.3.4.6. Array-CGH

A investigacdo das alteracfes submicroscopicas foi realizada através da técnica

de Array-CGH. O experimento foi realizado utilizando amostras de trés individuos
(IV:3, 1V:18 e proposito). Uma duplicacdo na regido do gene da sindrome BOSL1 foi
identificada (Figura 4.4, construida com base no hgl8). Em analise posterior,
utilizando uma verséo atualizada do genoma de referéncia (hgl9), a duplicagdo foi
delimitada na éarea que compreende a regido 8: 72,174,526-72,246,351, de

aproximadamente 72 kb, que engloba os exons de 4 ao 10.
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Figura 4.4: Duplicacdo encontrada no gene EYAL por meio da técnica de Array-CGH. Marcada com a fluorescéncia vermelha esta a amostra do afetado e marcada com

a fluorescéncia verde esta a amostra controle. Os pontos em preto indicam que nao houve diferenca na concentracdo da fluorescéncia na comparagéo entre as amostras.

A regido em destaque mostra maior concentracdo da fluorescéncia vermelha, indicando DNA duplicado na amostra do individuo afetado.
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4.3.4.7. PCR em tempo real quantitativo

Analises de PCR em tempo real foram realizadas em todas as amostras de DNA
disponiveis da familia para estudar a segregacdo da duplicacdo. Verificamos a
presenca da duplicacdo em 11 dos 12 individuos afetados e a auséncia de duplicacdo
em um afetado por perda auditiva (IV:11) e nos 12 membros normais (resultados na
Figura 4.5). O individuo 1V:11 provavelmente ndo € afetado pela sindrome BOS1,
apesar de apresentar perda auditiva. Seus pais (I11:7 e 111:8) sdo fenotipicamente
normais e ndo apresentam a duplicacdo. O filho de 1V:11 (V:8) também é normal e ndo
apresenta a duplicacéo.

Em vista dos resultados encontrados de segregacdo da duplicacdo que
compreende 0 gene EYAL (previamente associado a sindrome BOS1), com 0s sinais
clinicos que incluem malformacdes em diversas estruturas, caracteristicas da sindrome
BOS, concluimos que a duplicacdo ¢é a causa do quadro nessa familia. Excecédo a essa
conclusdo € o individuo 1V:11, que ndo herdou a duplicacdo. Como esse individuo €
filho de consanguineos, supomos que ele deve ser afetado por uma forma de perda

auditiva de heranca autossdmica recessiva.
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Figura 4.5: Resultados das razdes de quantificagdo do nimero de copias do gene EYAL comparadas com os genes controles
GAPDH e HPRT (estimativa do numero de cdpias). Controle + é a denominagéo do individuo com duplicacéo detectada por
array-CGH. A) Experimento 1, mostrando os resultados de individuos com duplicacéo e sem duplicacéo; B) Experimento 2,
mostrando resultados de individuos sem duplicacdo; C) Experimento 3, mostrando os resultados de individuos sem

duplicacéo

60



4.4. Discussao

Varias mutagcbes no gene EYAL j& foram descritas como sendo a causa da
sindrome BOS1/BOR1. Essas mutac¢Bes incluem os seguintes tipos: substituicdes,
inversdes de poucas bases, delecGes de poucas bases e mutacdes de splicing. Essas
mutacdes no gene EYAL sdo a causa mais frequente da sindrome BOS1/BOR1
(Abdelhak e col., 1997b; Shimasaki e col., 2004; Spruijt e col., 2006; Stockley e col.,
2009; Shih-Hao Wang e col., 2012 e Gigante e col., 2013).

Abdelhak e col. (1997a) estudaram 21 probandos afetados por sindrome BOR1
(casos familiais e esporadicos) utilizando Southern Blot para caracterizar rearranjos
cromossémicos. Foram estudados 7 dos 16 exons do gene EYAL1 e em um probando
(caso esporadico) foi detectada uma delecédo de aproximadamente 7kb que compreende
os exons de 11 a 15.

Em outro estudo, Abdelhak e col. (1997b) estudaram todos os exons do gene
EYA1l em 20 probandos ndo aparentados afetados pela sindrome BORL através da
técnica de Southern Blot. Foram identificados os seguintes rearranjos: uma delecéo de
5,6 kb em 2 individuos aparentados afetados, localizada na regido que compreende do
exon 9 ao intron 1X; uma delecdo de aproximadamente 20 — 37 kb, localizada na
regido que compreende do intron X ao exon 16 em afetados de uma mesma familia;
uma insercdo Alu foi identificada no exon 10 causando uma duplicacdo de
aproximadamente 16 pares de bases no exon 10 (além da prépria insercdo de Alu), em
dois individuos afetados de uma mesma familia.

As comparacOes entre os quadros clinicos resultantes das delec@es encontradas
por Abdelhak e col. em ambos os estudos (1997a e 1997b) com o quadro da
duplicacdo identificada em nosso estudo ndo mostraram nenhuma diferenca
significativa entre os sinais clinicos apresentados. Em teoria, as caracteristicas clinicas
resultantes de duplicacBes ndo deveriam ser comparadas com caracteristicas clinicas
resultantes de delecbes, uma vez que os efeitos de ambos 0s rearranjos séo diferentes
no que diz respeito a expressdao génica. No entanto, ndo existem outras grandes
duplicacdes de segmentos do gene EYAL identificadas até o momento para

comparacao dos quadros clinicos.
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Varios estudos apontam alteragfes no gene EYAL1 como uma causa frequente da
sindrome BOS1/BOR1. A duplicagdo encontrada nesse estudo é mais um mecanismo
mutacional responsavel pela sindrome. A grande duplicacdo identificada em nosso

estudo € a unica do tipo ja descrita no gene EYAL como sendo a causa da sindrome.
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CAPITULO5

Estudos moleculares em familias com surdez nao sindrémica

de heranca autossémica dominante.
5.1. FAMILIA 2:

Novo gene candidato mapeado no cromossomo 3 responsavel

por perda auditiva em uma familia do Rio Grande do Norte.

Resumo

Uma familia com 16 afetados por perda auditiva de heranca autossémica
dominante foi submetida a estudos de mapeamento genético. Foram coletadas
amostras de DNA de 21 individuos (15 afetados e 6 aparentemente normais). A
varredura gendmica foi realizada utilizando 382 microssatélites marcados com
fluorescéncia e separados entre si por 10 cM (ABI PRISM® Linkage Mapping Set v.
2.5; Applied Biosystems, Foster City, CA) em amostras de 11 afetados e de um
individuo aparentemente normal. O Lod Score de multiplos pontos foi calculado
utilizando um modelo de heranca autossémica dominante com penetrancia completa.
Um resultado de Lod Score significativo, de 3,2, foi obtido para a regido
cromossémica 3g22. A regido candidata foi mapeada entre os marcadores D3S3576 e
D3S1569 (aproximadamente 20cM, 21,13Mb). A regido mapeada se sobrepde ao I6cus
DFNAL18, previamente mapeado por Bonsch e col. (2001). O sequenciamento massivo
em paralelo do exoma de um afetado indicou 3 variantes como sendo as possiveis
causas do fenotipo [ESYT3 (NM_031913), ¢.T1472C:p.L491P 138,188,315; CHST2
(NM_004267), c.G1118A:p.G373D 142,840,776 and PLS1 (NM_001145319) ¢.C28T:
p.R10W 142,383,107]. O estudo de segregacdo das trés variantes em familias com
surdez por meio de sequenciamento de Sanger permitiu a exclusdo das variantes nos
genes ESYT3 e CHST2 como causas do fenotipo. A variante no gene PLS1 permanece
como a candidata mais provavel a explicar o fenétipo. A andlise de patogenicidade da

variante no gene PLS1 foi realizada e foi obtida uma probabilidade de 99,9% dessa
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variante causar dano na funcdo da proteina. Em humanos, o gene PLS1 é expresso no
intestino delgado, colon e rins. Em niveis baixos, 0 RNAmM do gene é encontrado
também nos pulmdes e no estdbmago. O gene PLS1 participa na organizacdo dos feixes
de actina na auséncia de fons Ca*%. Em camundongos, esse gene é altamente expresso
logo no inicio do desenvolvimento da cdclea, na por¢do apical, auxiliando no correto
desenvolvimento do 6rgdo. A mutagdo nédo esta presente na colecdo de amostras de 47
probandos de familias com perda auditiva de transmissdo dominante, do nosso
laboratdrio. Estudos de outras familias e da funcdo do gene PLS1 sdo necessarios para

confirmar o significado desse achado.
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Novel deafness gene mapped on chromosome 3 in a family

from Rio Grande do Norte, Braazil.
Abstract

A family with 16 individuals affected by autosomal dominant hearing loss was
molecularly investigated and 21 DNA samples from 15 affected and 6 unaffected
individuals were collected. Genomic scanning with 382 fluorescent-labeled
microsatellites with an average spacing of 10 cM (ABI PRISM® Linkage Mapping Set
v. 2.5; Applied Biosystems, Foster City, CA) was performed in 11 affected and 1
unaffected individuals. Multipoint Lod Scores were calculated under autosomal
dominant inheritance model with a complete penetrance. A significant peak Lod Score
of 3.2 was obtained, in the chromosome region 3g22. The chromosomal candidate
region was defined between D3S3576 and D3S1569, a region of 20cM (21.13Mb).
The most likely region to harbor the gene overlaps with the region defined for
DFNAL18, previously mapped by Bonsch e col. (2001). Massive parallel sequencing of
the exome was performed in one sample from affected individual and 3 variants were
selected as candidates [ESYT3 (NM_031913), c¢.T1472C:p.L491P 138,188,315;
CHST2 (NM_004267), c.G1118A:p.G373D 142,840,776 and PLS1 (NM_001145319)
c.C28T: p.R10W 142,383,107]. Sanger sequencing was performed to investigate the
segregation of the three variants in families with hearing loss and the variants in the
genes ESYT3 and CHST2 were excluded as the cause of the phenotype. The PLS1
variant is the best candidate to explain the phenotype in this family. The probability
that this variation could damage the protein was calculated to 99.9%. In humans, this
gene is expressed in colon, small intestine and kidney. It is also expressed in low
levels in lungs and stomach. PLS1 participates in the organization of actin bundles in
absence of Ca®*. In mice, it is highly expressed in the early development of the
cochlea, in the apix. This mutation was not found in the collection of DNA samples
from 47 probands affected by autosomal dominant hearing loss from our laboratory.

To confirm the significance of these findings, other studies with more families with
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affected individuals by autosomal dominant hearing loss and functional investigations

are needed.
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5.1.1. Pacientes e Métodos
5.1.1.1. Pacientes
A familia 2 (Figura 3.2, pag. 30) foi averiguada na cidade S&o Miguel RN, regido
Nordeste do Brasil, pela pesquisadora Dra. Silvana Santos da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB). A familia apresenta 16 afetados por perda auditiva. A perda
auditiva nessa familia é neurossensorial e exibe heranga autossémica dominante de
penetrancia completa.
5.1.1.2. Avaliacéo audioldgica
As audiometrias tonais dos individuos dessa familia foram realizadas pela
fonoaudiologa Sénia Paiva, da equipe do Dr. Washington F. Leite, na clinica
Washington Faelante LTDA, Natal-RN.
5.1.1.3. Estudos Moleculares
Foram coletadas amostras de DNA de 21 individuos, dos quais 15 sdo afetados
(12, 113, 115, 17, 11:9, 11:21, T2, 1E3, HE7, HES, HE:9, HI:20, HI:21, H1:12, 111:13)
e 6 individuos normais, incluindo um cénjuge (I:1, 11:1, 11:4, 111:2, 111:4, 111:14). O
DNA foi extraido com o auxilio do equipamento Autopure LS (Gentra Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA). Os kits utilizados para a extracdo do DNA pela
estacdo de extracdo Autopure estdo descritos no capitulo 3.
5.1.1.3.1. Estudos de Ligagao

A varredura gendmica dessa familia foi realizada com 382 marcadores

moleculares do tipo microssatélites, separados por uma distancia média de 10 cM, com
primers obtidos do kit (ABI Prism Linkage Mapping Set 2.5, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Foram estudadas inicialmente 12 amostras de DNA
provenientes de 11 individuos afetados e de um individuo normal. Fragmentos de
outros quatro marcadores moleculares do tipo microssatélite foram posteriormente
amplificados, com primers marcados com fluorescéncia, dentro da regido
cromossOmica mapeada (Tabela 5.1). Esses quatro marcadores foram analisados em 16
individuos, juntamente com os cinco marcadores do kit, caracterizando um haplotipo

de nove marcadores.
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Para a amplificacdo dos quatro novos marcadores moleculares selecionados, as

mesmas condi¢des e metodologias para amplificagdo dos marcadores moleculares

provenientes do kit foram utilizadas (pag. 35).

Tabela 5.1: Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos dos quatro marcadores de

microssatélites posteriormente utilizados. A sequéncia F de cada marcador é marcada com a fluorescéncia 56-

FAM.
Microssatélite Sequéncia F 5'-3' Sequéncia R 5'-3'
D3S1764 TCCCCTTTGAAAGTCCTACC TCCCTGGGTGAAAATGAGTA
D3S1744 TTTAAGCGGAAGGAAGTGTG CTGGCCCCATCTCTCTCTAT
D3S3607 ACAGGCTCAGGACCAC CTAAGAATAGCTTCCCAGAAACGG
D3S3576 GATCTAGTTGGCAAGGCGT TTGGACTCGAGCAATCC

5.1.1.3.2. Célculos de Lod Score.
Com o uso do programa MERLIN (Abecassis e col., 2002), os Lod Scores de

maltiplos pontos foram calculados. As frequéncias alélicas foram calculadas pelo
préprio software baseado nos gendtipos observados na familia. O programa
MLINK do pacote de programas FASTLINK (Lahtrop e col., 1985; Cottingham e
col., 1993) foi utilizado para a obtencédo do resultado de simulacdo do Lod Score
méaximo observavel nessa familia. Foi considerada a penetrancia completa (100%)
nos calculos de Lod Score.
5.1.1.3.3. Busca de Genes Candidatos.
O software PosMed (http://omicspace.riken.jp/PosMed/) foi utilizado para

identificar os mais provaveis genes candidatos na regido cromossémica mapeada.
Apds a obtencdo da lista de provaveis genes candidatos o banco de dados do portal
http://www.genatlas.org/ foi utilizado para identificar padrdes de expressdo desses
genes e restringir a lista de candidatos para estudos de sequenciamento de Sanger.

5.1.1.3.4. Sequenciamento de Sanger.

As sequéncias dos primers para sequenciamento dos exons dos genes GATAZ2,

RAB6B, CLDN18, Slcl12a8, RAB7A selecionados estdo listadas na Tabela 5.2. Os
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primers foram desenhados com o auxilio do software Primer3 (Rozen and Skaletsky,

2000).

As condicdes para a reacdo de PCR e, posteriormente, sequenciamento de

Sanger, estdo descritas no capitulo 3.

Tabela 5.2: Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos exons dos genes GATA2, RAB6B,

SIC12A8 e RAB7A.

Primers Sequéncia 5'-3' Primer Sequéncia 5'-3'
GATA2-1F GCAAAGTGATGTCGAAATAA SLC12A8-1F ATGAGGTAGACAAGGTTTCTT
GATA2-1R CCAAATACTCCCTCTGGTT SLC12A8-1R CTCATTGAACTGGATGACC
GATA2-2F ACCTCGTGGTGGGACTTT SLC12A8-2F TGTGCGCATGTGTGTGTA
GATA2-2R AATTTTTCAGCAGCTCGATT SLC12A8-2R CTTCACAGGATGCTCATTTAA
GATA2-3F GTTCTGGGAGTCGTGATCT SLC12A8-3F GGTGCTTGCTTTGTCCTTT
GATA2-3R GGGTCTCAAACATCTGCTG SLC12A8-3R TCAGGCCCTGGATAGTGA
GATA2-4F CGAGAACTTGCCGGTTAA SLC12A8-4F TTTAACCCTGCACTGGTC
GATA2-4R CCAGAAAGAGAGACGACCC SLC12A8-4R TCATGAAGCTGCTCCAA
GATAZ2-5F ATTTAGCCCTCCTTGACTGA SLC12A8-5F CCCTACCTTTCCAATATTTAA
GATA2-5R TCTTACGGGAAGCCCTT SLC12A8-5R TACATACCAAGAGTACCTGCAG
GATA2-6F CACAATTCCTGGCTTCCT SLC12A8-6F GGAGATTGAAAAGCAGCCTAT
GATA2-6R GTCAGTGGCAAAATCAGAC SLC12A8-6R CCCACCAGACGTGAATTT
RABG6B-1F CCCGCATGACATCAGAG SLC12A8-7F GATACAAGTTCCCTTTGGAAA
RAB6B-1R TCCCTGTCCCTCTCCTCTA SLC12A8-7R TCCCAGACAGTACTGCAAG
RAB6B-2F CTTCAAATGCAGTGTGTTTAGA SLC12A8-8F AAACCATGGAATGAATGG
RAB6B-2R AAAATGACAGCCTGGGAA SLC12A8-8R AAAGAAATGACCTCTGCAT
RABG6B-3F TGTGGTCGCTAGGCTTTT SLC12A8-9F TCGCATGCATGAACTAATC
RAB6B-3R CTAGGGGATAAGCCCAAA SLC12A8-9R AATAATTCAGCTGATACCTGAA
RABG6B-4F TTTGGGCTTATCCCCTAG SLC12A8-10F GGGAGGCCATAAACACTT
RAB6B-4R TGGTGTTCAAAGGCAACT SLC12A8-10R ACATTGCTTCTAATTAGGCC
RABG6B-5F CTGATCTGTGTTGACTGAGCT SLC12A8-11F TGCCCAAATATCTGCTTAAG
RAB6B-5R GTCTACCAGGTGTCCTCAAA SLC12A8-11R GTGCTTGTCACAGTTCTCC
RABG6B-6F TTTGTGCTAGCGAGACTGTG SLC12A8-12F TAGGCTGCTGTCATGGAAGA
RAB6B-6R GAAATTAGCTCTCCCCTCC SLC12A8-12R GGAGCAACATCTGAGTCTCC
RABG6B-7F GGAGAGTAAAGCTGCAGGTT SLC12A8-13F TTTGTATTTCTCATGCTTTGAG
RABG6B-7R ACTGGGCGAGTGTCTGTC SLC12A8-13R TGTAGATTTCCATTGTCCAA
RABG6B-8F AGGGTACAGTGCACAGGG RAB7A-1F AACGTGACGCAAGGTTGAG
RAB6B-8R AGAACAGGAAGGAGGAGGT RAB7A-1R GCCGGGTGGGGTCTT
CLDN18-1F AAATAATGCCCTTGAACC RAB7A-2F CTAGCAGGAAGGTTCAGGG
CLDN18-1R GAGCCAGCTTCTCCTTTT RAB7A-2R TAAGGCCCTAAGCCCTAT
CLDN18-2F GTATTTCCCACAATTCCACA RAB7A-3F CCTTCAGGTCAGGCAGATTC
CLDN18-2R GACCTCCACACTCAGATCA RAB7A-3R GAAGAACAGGGAAGGAAAATGTC
CLDN18-3F GCTTGGTTATAGGGATACAA RAB7A-6F TTTCTCTTGCTACTCCCCTGA
CLDN18-3R ACAGGTGATTGTTGATTTATG RAB7A-6R TTTCTGCCTTGAAGCACCA
CLDN18-4F TACTCTCCAGGGTACCTGA RAB7A-4F AAATTTGCTTCCTGAAGTCTGG
CLDN18-4R CCATTCTGTTCTTTAGGTTCC RAB7A-4R GGCATATGGTAATGAAGACTCCC
CLDN18-5F AGGCAGTAAAACCAGTGTACC RAB7A-5F CATGTCTGTGTCCTCACCTGTA
CLDN18-5R CAGCTGTTTTATGGTGGAATA RAB7A-5R CTGGCTATACAGAAAAGAGTGGG

Posteriormente, outros 3 genes foram selecionados para sequenciamento de

Sanger apo6s os resultados do sequenciamento massivo em paralelo. As sequéncias dos

primers para sequenciamento dos exons contendo as variantes dos genes
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ESYT3,CHST2, PLS1 estédo listadas na Tabela 5.3. Os primers foram desenhados com

0 auxilio do software Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000).

Tabela 5.3: Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos exons que contém as variantes dos
genes ESYT3, CHST2 e PLS1.

Primers Sequéncia 5'-3'
ESYT3F CTCAAGCTGATATTGACTATG
ESYT3R CCTCTCTCCCTGAGAAGG
CHST2F CGCACACTAGTCATAAAGGG
CHST2R AGGGCTGTCTGCAGC
PLS1F TGCAGGTACTTGGATCTCCAG
PLS1R CTTCCTCTGAATAAGAATGCTGTG

5.1.1.3.5. Array-CGH.

A investigacdo das alteracGes submicroscopicas foi realizada por meio da técnica

de Array-CGH. O experimento foi realizado utilizando amostra de um individuo
afetado (proposito). Foi utilizada a plataforma Agilent (Agilent Technologies) contendo
180,000 oligonucleotideos.

5.1.1.3.6. Sequenciamento Massivo em Paralelo (sequenciamento de

nova geracao).

O sequenciamento de todo o exoma foi realizado pela empresa Mendelics Anélise
Gendmica (Sao Paulo, SP, BR) sob a responsabilidade dos Drs. Jodo Paulo Kitajima e
David Schlesinger. O preparo da biblioteca foi realizado na Mendelics utilizando o kit
de captura de exons SureSelect V4 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). O
exoma foi sequenciado com a plataforma Illumina Hiseq2000 (Illumina INC., San
Diego, CA, USA).

A partir dos arquivos com os resultados gerados pelo sequenciamento massivo
em paralelo, a analise bioinformaética consistiu nos seguintes passos:

1. Verificacdo da consisténcia dos arquivos (cujo tamanho varia de dezenas a
centenas de gigabytes) e calculo de estatisticas basicas como numero de
sequéncias produzidas, com 0 programa md5sum

(http://mwww.md5summer.org/).
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2. Alinhamento das sequéncias das amostras a uma sequéncia referéncia do
genoma humano (b37 GRC/NCBI). Nesta etapa, a localizacdo de cada
fragmento do DNA sequenciado (read) em relacdo ao genoma de
referéncia é determinada. Foi utilizado o programa BWA (http://bio-
bwa.sourceforge.net/), que considera a qualidade da sequéncia produzida
para realizar a escolha de qual a melhor posicéo para alinha-la.

3. Recalibragem das sequéncias alinhadas: como o alinhamento é feito
sequéncia a sequéncia individualmente, torna-se necessario recalibrar o
alinhamento realizado na fase anterior, visto que, em algumas situacoes,
diferentes sequéncias oriundas da mesma regido cromossomica
apresentam resultados ligeiramente diferentes de mapeamento (devido a
pequenas insercdes, delecbes ou repeticbes no genoma alvo). A
recalibragem pode ser considerada um realinhamento, mas agora de forma
contextualizada. Para tanto, foi utilizada a ferramenta GATK
(http://www.broadinstitute.org/gatk/).

4. A partir do melhor alinhamento possivel foi realizada a genotipagem da
amostra, que consiste em determinar, com bases estatisticas, todos o0s
alelos do genoma da amostra (as bases de cada par de alelos para uma
dada posicdo no cromossomo). Esta etapa identifica SNPs e Indels
(insercdes e delecbes) e foi realizada com a utilizacdo do programa
GATK. Em uma outra etapa desse processo, 0 programa R ExomeDepth
(http://cran.r-project.org/web/packages/ExomeDepth/index.html) foi
utilizado para identificacdo de CNVs (Copy Number Variations - grandes
duplicacGes e dele¢des gendmicas).

5. Recalibragem da genotipagem: os genotipos séo recalibrados com o uso de
outros parametros (ndo somente os dados do alinhamento) como dados
populacionais. Falsos positivos sdo detectados e sinalizados a fim de que

sejam descartados. Novamente, mddulos do programa GATK realizaram
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esta tarefa para SNPs e Indels. CNVs identificados ndo sdo recalibrados e
passam diretamente para a proxima etapa da analise.

. Anotacdo dos genotipos variantes detectados: esta etapa consiste em (a)
anotar as variantes encontradas (com SnpEff,
http://snpeff.sourceforge.net/); (b) filtrar de acordo com bancos publicos
de variantes (por exemplo, os do projeto 1000 genomes;
www.1000genomes.org); e (c) estimar o efeito de cada variante na funcéo
da proteina em decorréncia da mudanca ou ndo do aminoacido com 0s
programas VAAST (http://www.yandell-lab.org/software/vaast.html) e
PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

. Priorizacdo das variantes candidatas: com a base de dados gerada a partir
das etapas anteriores, o pesquisador decide critérios para que sejam
priorizadas algumas variantes. No nosso caso, foi priorizada a regido
cromossémica candidata mapeada, mas todos os genes ja identificados
correspondentes a DFNAs e DFNBs foram analisados e excluidos como 0s

responsaveis pelo fendtipo.

5.1.3. Resultados

5.1.3.1. Avaliacdo Audioldgica

A perda auditiva nessa familia é neurossensorial, ndo sindrémica e profunda. O

resumo dos resultados das audiometrias tonais dos individuos dessa familia esta

mostrado na Figura 5.1.

A idade de manifestacdo média da perda auditiva foi de 21,3 anos, variando de 8

5.1.3.2. Estudos Moleculares

5.1.3.2.1. Mutaces excluidas

MutacOes frequentemente associadas com perda auditiva foram excluidas como

sendo a causa da perda auditiva nessa familia. As mutacdes ¢.35delG e ¢.167delT
presentes no gene GJB2, delGJB6 (D13S1830) e delGJB6 (D13S1854), a mutacdo
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mitocondrial m.A1555G e outras mutac6es na regido de cddigo do gene GJB2 foram
excluidas no propdsito. A mutagdo c¢.35delG foi excluida nos demais afetados.
5.1.3.2.2. Array-CGH

Foi realizada a investigacdo de alteragfes cromossémicas submicroscépicas por

meio de array-CGH no propdsito. No entanto, nenhuma alteracédo foi verificada.

5.1.3.2.3. Estudos de Ligacdo e Calculos de Lod Score

A varredura genémica foi realizada com DNA de 11 individuos afetados por
perda auditiva (proposito, 11:3, 1I:5, 11:7, 11:9, 11:11, 111:1, 113, 1HI1:11, 11:12, 111:13) e
um individuo normal (I1:1), que foi inicialmente considerado ndo penetrante, por ser
pai de uma crianca afetada por perda auditiva (111:1, Figura 3.2). Nesse caso, a analise
foi realizada com penetrancia estimada em 92%. N&o foram encontrados resultados
significativos de Lod Score de multiplos pontos. O valor de Lod Score maximo para
essa familia poderia chegar a +3,24, valor estimado por meio de simulacéo.

Em uma segunda anélise, observamos cautelosamente os resultados da avaliacéo
audioldgica do individuo I11:1 (Figura 5.1, pagina 73). Constatamos que o padrdo da
perda auditiva desse individuo diferia do padrdo das perdas dos demais afetados da
familia, sendo em média mais leve. Apds essa observacdo, repetimos a analise,
considerando esse individuo uma fenocopia e seu pai (I1:1) normal. A penetrancia,
nesse caso, foi considerada completa. Foi encontrado um resultado significativo de
Lod Score de multiplos pontos (+3,15) no cromossomo 3. Os graficos com o0s
resultados dos calculos de Lod Score de multiplos pontos para todos 0s autossomos
estdo mostrados na Figura 5.2.

Essa regido cromossémica havia sido mapeada anteriormente por Bonsch e col.
(2001) e denominada DFNA18. Essa regido compreende cerca de 10cM. A regido
critica mapeada em nosso estudo compreende cerca de 20cM e estd localizada na
regido 3: 119,033,130 - 140,159,284 e inclui a regido de 10 cM mapeada por Bonsch e
col.. No entanto, nenhum gene havia sido identificado como sendo a causa da perda

auditiva na familia alema.
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Figura 5.1: Audiogramas de 14 dos 16 individuos afetados por perda auditiva neurossensorial. Limiares auditivos até 20dB (decibéis — unidade de intensidade sonora,
varia de 0 a 120) sdo considerados normais (Hz = Hertz — unidade de frequéncia da onda sonora, que varia de 250 a 8000). Os simbolos (e) ¢ (X) representam os

resultados obtidos através da via aérea de condugdo do som. A) Orelha direita; B) Orelha esquerda.
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Figura 5.2: Resultados de Lod Scores de multiplos pontos obtidos com resultados de marcadores do tipo
microssatélites para cada autossomo, calculados pelo programa Merlin. As linhas horizontais de coloragdo cinza
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Solicitamos amostras de DNA de mais quatro individuos afetados (111:7, 111:8,
[11:9, 111:10) a Dra. Silvana Santos. Essas quatro amostras foram estudadas em relacéo
aos 9 marcadores moleculares do tipo microssatélites dessa regido cromossémica.
Mesmo apds a inclusdo das novas amostras (a amostra 111:10 foi considerada uma
fenocopia, devido ao fato da mée ter contraido rubéola durante o periodo da gravidez),
ndo conseguimos detectar nenhum recombinante que pudesse restringir a regido
previamente mapeada (Figura 5.3), entre os marcadores D3S3576 e D3S15609,
compreendendo uma regido de aproximadamente 20cM.

5.1.3.2.4. Sequenciamento de Sanger de genes candidatos

Existem, ao todo, 240 genes conhecidos na regido candidata delimitada pelos
marcadores D3S3576 e D3S1569. Desses 240 genes, 48 se expressam ha céclea. Cinco
deles se expressam na coclea de humanos (CLDN18, NPHP3, RAB6B, RABT7A,
GATA2) e 43 se expressam na coclea de Mus musculus (Slc12a8, MCM2, PODXLZ2,
ABTB1, MGLL, SEC61Al1, RUVBL1, EEFSEC, RPN1, ACAD9, CCDC48, GP9,
RAB43, ISY1, CNBP, COPG, H1FX, MBD4, IFT122, RHO, PLXND1, TMCC1, PLS1,
ATP2C1, MRPL3, ACAD11, CCRL1, UBA5, CDV3, TOPBP1, TF, SRPRB, SLCO2A1,
AMOTL2, CEP63, EPHB1, STAG1, NCK1, DZIP1L, ARMC8, MRAS, CEP70,
COPB2) (www.genatlas.org).

Para facilitar nossa procura pelo gene responsavel, utilizamos o software de
busca por genes candidatos PosMed (http://omicspace.riken.jp/PosMed/). O software
forneceu uma lista com 21 genes candidatos em ordem de prioridade (CASR, RBP2,
RBP1, GAP43, TF, RHO, NCK1, TRH, DRD3, PIK3CB, NR1L2, BFSP2, CD80,
DIRC2, SOX14, GATA2, GSK3B, CD86, CLDN18, PCCB, ITGB5). Com base nessa
lista, consultamos o banco de dados do Genatlas (http://www.genatlas.org/) e, com
base no padrdo de expressdo desses genes, foram selecionados aqueles que se
expressam na coclea humana. Os genes selecionados primeiramente para
sequenciamento de Sanger foram CLDN18, SLC12A8, GATA2, RAB6B e RAB7A e

nenhuma mutacao patogénica foi identificada nesses genes.
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Figura 5.3: Genealogia da familia mostrando os hapl6tipos do cromossomo 3 que compreendem a regido
DFNA18 e seus marcadores adjacentes, apés a inclusdao dos individuos 11:7, 111:8, 111:9 e 111:10. Em vermelho
esta apresentada a regido mapeada por n6s e em amarelo a regido do DFNA18 mapeada anteriormente por
Bonsch e col. (2001).
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5.1.3.2.5. Sequenciamento Massivo em Paralelo

O sequenciamento massivo em paralelo foi realizado utilizando a plataforma
[llumina (Ilumina INC., San Diego, CA, USA) que permitiu a geracdo de 80.200.676
leituras de 99 bp cada, gerando uma cobertura aproximada de 124X para um exoma
que cobre cerca de 64 Mbp. Foram observadas 26.121 variantes em heterozigose ao
todo (mutacgdes de sentido trocado, mutacdes de codon de parada prematuro, mutacdes
de perda de codon de parada e mutacBes de matriz de leitura). Com base nas
informacdes de mapeamento cromossémico, foi examinada a regido que compreende
as posicOes chr3:122.245.440-143.371.594. Essa regido continha inicialmente somente
184 variantes missense (de sentido trocado) em heterozigose. A frequéncia das
variantes selecionadas publicadas no banco de dados do 1000 genomes (1000 genome
project, http://www.1000genomes.org/) foi observada e foram selecionadas as
variantes cujas frequéncias eram inferiores a 1%, o que reduziu o nimero de variantes
a um total de 12 missense. Verificou-se se 0 aminoécido substituido era conservado
entre espécies e qual a probabilidade da modificacdo do aminoacido causar algum
dano a proteina (por meio dos programas Polyphen2 e Vaast). ApoOs essa anélise,
foram selecionadas trés variantes em heterozigose candidatas a explicar a perda
auditiva, que sdo conservadas e foram indicadas como acarretando provavel dano
causado pela mudanga do amino&cido nos dois programas:

e C.T1472C:p.L491P 138,188,315 no gene ESYT3 (NM_031913).
e C.G1118A:p.G373D 142,840,776 no gene CHST2 (NM_004267).
e .C28T: p.R10W 142,383,107 no gene PLS1 (NM_001145319).

Foi realizado o sequenciamento de Sanger da variante no gene ESYT3 com a
finalidade de observar a sua segregacdo na familia. O padrdo de segregacdo dessa
variante na familia estd de acordo com a segregacdo do fendtipo. Esta variante esta
presente em heterozigose em 13 individuos afetados pela perda auditiva hereditaria e
ausente em quatro individuos normais e nas duas supostas fenocopias, os individuos
I11-1 e 111-10 (Tabela 5.4).

80



Em vista desses resultados, foi realizado sequenciamento de Sanger do exon 15,
onde esta localizada a variante do gene ESYT3, utilizando-se as amostras de DNA de
47 probandos afetados por perda auditiva de provavel heranga autossomica dominante
averiguados em nosso laboratério. Em um probando de uma familia ndo aparentada a
familia 2 foi observada essa variante em heterozigose. No entanto, o sequenciamento
de Sanger realizado com as amostras de DNA da familia desse probando mostrou que
a variante ndo segrega com o fendtipo. Além disso, experimentos de Array-CGH
identificaram uma variacdo no nimero de copias no gene EYA4 nessa mesma familia,
que segrega com a perda auditiva e que provavelmente explica o fenotipo.

Foi realizado o sequenciamento de Sanger em busca da variante do gene CHST?2
nos demais membros da familia 2 e foi verificado que a variante ndo segrega com 0
fenotipo (Tabela 5.4).

Foi realizado o sequenciamento de Sanger da variante no gene PLS1 com a
finalidade de estudar a segregacdo na familia. O padrdo de segregacdo dessa variante
na familia esta de acordo com a segregacéo do fenotipo. Esta variante esta presente em
heterozigose em 13 individuos afetados pela perda auditiva hereditéria e ausente nos 4
individuos normais e nas duas supostas fenocopias, os individuos I11-1 e 111-10 (Tabela
5.4).

Todos os genes ja identificados como associados a perda auditiva de heranca
autossomica dominante e recessiva também foram analisados no exoma. N&o foi
encontrada nenhuma variante que pudesse explicar o fenotipo nessa familia.

A variante ¢.C28T no gene PLS1 foi triada em amostras de 47 probandos de
familias com individuos afetados por surdez dominante e ndo foi encontrada nessas
amostras.

5.1.4. Discusséo

Bonsch e col. (2001) estudaram uma familia alemd cuja perda auditiva é de
heranca autossémica dominante ndo sindrémica. Nesse estudo, um novo lécus
responsavel pela perda auditiva foi mapeado por meio de estudos de ligacdo com

marcadores moleculares do tipo microssatélites. A regido mapeada por Bonsch e col.,

81



Tabela 5.4: Segregacdo das variantes dos genes ESYT3, CHST2 e PLS1 na familia 2.

ESYT3 CHST2 PLS1
(c.T1472C) (c.G1118A) (c.C28T)
1:2 S N S
11:3 S n. amp. S
1:5 S n. amp. S
17 S S S
11:9 S S S
1:11 S N S
13 S n. amp. S AFETADOS
Hi:7 S n. amp. S
111:8 S N S
19 S N S
1:11 S N S
11:12 S N S
11:13 S N S
11 N S N
1:2 N n. amp. N
*11:1 N n.amp. N NORMAIS
11:2 N n. amp. N
I1:4 N S N
*111:10 N S N

S - Presente; N - Ausente; n. amp. - ndo amplificado.; * Afetados, porém considerados fenocépia.

(2001) compreende cerca de 10cM e esta localizada na regido cromossdmica
3022, entre os marcadores moleculares D3S3606 e D3S1764, com um resultado de
Lod score de dois pontos de +3,77 encontrado para o marcador D3S19292. No
entanto, nenhum gene nesse locus foi sequenciado em busca da causa da perda
auditiva.

Nossos resultados mostram que a regido mapeada por nés incluiu a regido do
DFNA18. Nossa regido, de cerca de 20 cM, é maior que a regido mapeada por Bonsch
e col. (2001).

O sequenciamento de todo o exoma identificou 3 genes e suas variantes como as

provaveis causas que poderiam explicar o fendtipo na familia. Dentre esses trés,
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somente o gene ESYT3 se encontra na regido previamente mapeada por Bonsch e col.
(2001), mas essa variante foi excluida pelos nossos estudos de segregacdo nas familias
com surdez de heranca autossomica dominante. Ela ndo ocorre no banco de dados
1000 genomes.

A variante do gene CHST2 ndo foi encontrada em nenhuma base publica de
dados. A andlise do possivel dano que essa variacdo possa causar na proteina,
utilizando o programa PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) revelou que
a probabilidade dessa variante ser patogénica € de 82,1%. Em humanos, esse gene se
expressa no sistema hematopoiético (medula 06ssea), sistema nervoso (cérebro e
medula espinhal), sistema reprodutivo (ovarios), sistema respiratério (pulmdes),
sistema urinario (rins) nas células endoteliais cardiacas, linfaticas e epiteliais de
revestimento, mas ndo se expressa na coclea (www.Genatlas.org). O produto desse
gene é uma sulfotransferase associada ao complexo de Golgi. O produto do gene
CHST2 também esta relacionado & matriz extracelular. Foi especulado que esse gene
teria relacdo com a otosclerose, condi¢do que pode ser decorrente de problemas na
matriz extracelular (Van Den Bogaert e col. 2004). Van Den Bogaert e col. (2004)
mapearam o l6cus OSTC5 na regido 3922-24, onde o gene CHST2 esta localizado. No
entanto, ndo foi encontrada nenhuma mutacdo nesse gene em familias com
otosclerose. Nossos estudos de segregacdo excluiram a variante do gene CHST2 como
candidata a explicar o fenotipo da familia.

A variante do gene ESYT3 foi detectada em um (1) alelo em um total de 13,005
na versdo atual do RVS do NHLBI Exome Sequencing Project (ESP). Em humanos, o
gene se expressa no sistema digestorio (nas glandulas salivares), no sistema endocrino
(na glandula adrenal), no sistema reprodutivo (testiculos), no sistema respiratorio
(laringe), no sistema urinario (rim), no sistema hematopoiético (medula 6ssea) e nos
musculos, porém, ndo foi detectada sua expressdo na coclea (www.genatlas.org). A
variante encontrada foi verificada quanto a sua possibilidade de causar dano na
proteina pelo software PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). O resultado

da analise mostra uma alta probabilidade (91,3%) de que essa variante seja patogénica.
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A proteina se localiza na membrana celular e tem como funcdo regular a passagem de
Ca®*. N&o foram encontradas referéncias bibliograficas sobre esse gene que o
relacionem diretamente com audicdo. Os fons Ca®* tém funcéo tanto na manutencdo do
potencial elétrico coclear, como no funcionamento correto das células ciliadas. Alguns
genes relacionados a homeostase iénica ja sdo conhecidos como sendo responsaveis
por perda auditiva. O gene WFS1, por exemplo, localizado no locus
DFNAG6/DFNA14/DFNA38 tem como funcdo participar na formacdo de canais
ibnicos. Quando alterado o gene, 0s canais ndo sdo corretamente formados e a
passagem de ions através do canal fica comprometida, causando um desequilibrio
homeostatico (Bespalova e col.,, 2001; Young e col. 2001). O gene CDH23 é
responsavel pela sindrome de USHER1D e sua fungdo esta relacionada com a
organizacdo dos estereocilios em feixes mediante a presenca de fons Ca?* (referencia).
O estudo da variante no gene ESYT3 em nossa colecdo de amostras de DNA de
probandos afetados por perda auditiva de heranga autossomica dominante revelou a
sua presenca em um dos probandos. No entanto, o estudo da segregacdo dessa variante
na familia ndo evidenciou a sua segrega¢do com o fen6tipo. A causa da perda auditiva
nessa familia havia sido relacionada anteriormente a mutacdo do tipo variacdo do
namero de cépias no gene EYA4, que corresponde ao lécus DFNA10 (Freitas E.,
comunicacao pessoal).

A variante do gene PLS1 ndo foi detectada em nenhuma base pablica de dados
gendmicos. Em humanos, esse gene se expressa no sistema digestorio (intestino,
figado e estdmago), no sistema respiratorio (pulmdes), no sistema urinario (rim) e nas
células epiteliais, mas ndo foi detectada sua expressdo na coclea em humanos
(www.genatlas.org). O produto do gene interage com formas monoméricas e
multiméricas de actina, incluindo as fibras de actina, ajudando na sua organizacdo na
auséncia de ions calcio (Lin e col., 1994). Em camundongos, esse gene se expressa na
cdclea (Son e col., 2012), o que o torna um candidato interessante a explicar a perda
auditiva. A variante encontrada foi avaliada quanto a sua possibilidade de causar dano

na funcéo da proteina, pelo software PolyPhen2
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(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). O resultado mostra uma probabilidade de
99,9% dessa variante ser patogénica.

Em vista dos resultados de segregacdo observados para o gene PLS1 e da funcéo
do gene descrita por Lin e col. (1994) e Son e col. (2012), podemos supor que a
variante nesse gene é a melhor candidata a explicar o fendtipo, uma vez que esse gene
tem como funcdo auxiliar no correto desenvolvimento e formacdo da coclea em
camundongos (Son e col., 2012) e organizar as fibras de actina em filamentos (Lin e
col., 1994) no intestino de humanos. Até 0 momento, a expressdo desse gene ndo foi
estudada em humanos. Sabemos que as células ciliadas sdo cruciais para o correto
funcionamento da céclea e o estudo de expressdo e funcdo desse gene na cdclea de
humanos se faz necessario.

Informamos o grupo de pesquisadores que mapeou 0 DFNA18 sobre a variante
candidata no gene PLS1 e convidamos esse grupo a colaborar em nossa pesquisa.
Aguardamos o resultado do estudo do gene PLS1 na familia alemd para definir a
estratégia de continuacdo do nosso estudo. Além disso, todos os exons do gene PLS1
serdo em breve rastreados em busca de mutagdes na mesma colecéo de 47 probandos
afetados por perda auditiva de transmissdo dominante. Esses resultados séo
importantes no processo de confirmacdo do papel do gene na origem da perda auditiva

hereditéaria.
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5.2. FAMILIA 3

Novo locus de perda auditiva de heranca autossomica

dominante mapeado no cromossomo 20.

Resumo

Uma familia proveniente do estado de S&o Paulo com individuos afetados por
perda auditiva de heranca autossdmica dominante foi molecularmente estudada. Foram
coletadas amostras de DNA de 19 individuos (7 afetados e 12 aparentemente normais).
A varredura gendmica foi realizada por meio da tecnologia Affymetrix, utilizando
arrays de SNPs de 50K (GeneChip® Human Mapping K Array Xba 240) em amostras
de 7 afetados. O célculo de Lod Score foi realizado utilizando o modelo de heranca
autossomico dominante com penetrancia completa. Foi obtido um resultado de Lod
Score igual a 1,8 para uma regido localizada no cromossomo 20. O Lod Score maximo
possivel para essa familia foi calculado com o pacote de programas fastlink e foi
obtido um resultado de 1,8. Marcadores moleculares localizados no cromossomo 20 e
separados cerca de 10 cM entre si foram utilizados para refinar a regido candidata (ABI
PRISM® Linkage Mapping Set v. 2.5; Applied Biosystems, Foster City, CA). A regido
candidata mais provavel se localiza entre os marcadores D20S119 e D20S196 (13,24
cM). Sequenciamento massivo em paralelo do exoma foi realizado com amostras de 2
afetados e 3 variantes foram selecionadas como sendo as provaveis causas do fendétipo
[PREX1 (NM_020820), c.A1727G: p.Q576R 47,256,372; SEMG1 (NM_198139),
c.A934C: p.S312R 43,836, 872 e NCOA3 (NM_181659), ¢.C2195G: p.S732C
46,268,423]. O sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado em todas as
amostras de DNA e verificou-se que somente a variante do gene NCOA3 segrega com
o0 hapldtipo. As demais variantes foram excluidas pelos estudos de segregacdo. Nao ha
locus de surdez (DFNA ou DFNB) mapeado previamente nessa regido cromossdmica.
Nossos dados indicam que essa regido seja um novo lécus de perda auditiva de
heranga autossémica dominante e que a variante do gene NCOAS3 seja a causa mais

provavel do fenotipo. A mesma variante foi pesquisada em nossa colecdo de 47
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amostras de probandos de familias com surdez dominante e ndo foi detectada. O gene
NCOA3 funciona como coativador transcricional para receptores nucleares e outros
fatores de transcricdo. O produto do gene ndo foi previamente relacionado a perda
auditiva. No entanto, varios estudos indicam que o produto do gene NCOAS3 interfere
na expressao de outro gene, chamado de IGF1l. O produto do gene IGF1 ja foi
previamente relacionado com perda auditiva tanto em camundongos quanto em
humanos. A variante no gene NCOAS3 foi considerada a melhor candidata a explicar o

fenotipo até o0 momento.

87



Novel locus for autosomal dominant hearing loss mapped to

chromosome 20.
Abstract

A family ascertained in the state of Sdo Paulo, Brazil, presenting with autosomal
dominant hearing impairment was selected for mapping studies and 19 DNA samples
from seven affected and 12 unaffected individuals were collected. Genomic scanning
was performed using the 50k microarray technology from Affymetrix (GeneChip®
Human Mapping K Array Xba 240) in samples from seven affected individuals.
Multipoint Lod Scores were calculated under an autosomal dominant inheritance
model with complete penetrance. A peak Lod Score of 1.8 was obtained for a region in
chromosome 20. The maximum possible Lod Score in the pedigree is 1.8, calculated
using fastlink package. Refinement of the genetic mapping using microsatellites from
chromosome 20 was performed with an average spacing of 10 cM between markers
(ABI PRISM® Linkage Mapping Set v. 2.5; Applied Biosystems, Foster City, CA).
The most probable candidate region lies between markers D20S119 and D20S196
(13.24 cM). Exome sequencing was performed with samples from 2 affected
individuals and 3 variants were selected as the most likely candidates [PREX1
(NM_020820), c.Al727G: p.Q576R 47,256,372; SEMG1 (NM_198139), c.A934C:
p.S312R 43,836, 872 and NCOA3 (NM_181659), ¢.C2195G: p.S732C 46,268,423].
Sanger sequencing was performed and only the NCOA3 variant was found as
segregating with the haplotype. The other variants were excluded due to segregation
data. Since there are no previously mapped deafness loci (DFNA or DFNB) in this
chromosomal region, our data suggest that we mapped a novel autosomal dominant
deafness loci and NCOAZ3 is the most probably cause of the phenotype. We search for
this variant in our sample collection of 47 probands affected by autosomal dominant
hearing loss and we did not find it. NCOA3 functions as transcriptional coativator of
nuclear receptors and transcriptional factors. This gene was not previously related to
hearing loss. However, previous studies showed the relationship between the products

of NCOA3 and IGF1. The IGF1 gene was previously related with hearing loss in mice
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and humans. The NCOA3 variant is presently the best candidate to explain the hearing

loss phenotype.
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5.2.1. Pacientes e Métodos
5.2.1.1. Pacientes
A familia 3 (Figura 3.3, pag. 31) foi averiguada em nosso servico de
aconselhamento genético no IBUSP. A familia apresenta 15 afetados por perda
auditiva, dos quais sete foram examinados por nos. A perda auditiva nessa familia é de
heranca autossdmica dominante de penetrancia completa.
5.2.1.2. Avaliacdo audiologica
As audiometrias tonais dos individuos dessa familia foram conduzidas por
diferentes profissionais e instituicdes e foram fornecidas pelos proprios pacientes. No
entanto, a maioria dos exames foi realizada pela fonoaudidéloga Mércia Zucheratto, da
DERDIC (Divisdo de Educacédo e Reabilitacdo dos Disturbios da Comunicacdo, PUC-
SP).
5.2.1.3. Exames de imagem
Os exames de imagem de tomografia de 0ssos temporais e ressonancia magnética
do crénio foram solicitados e interpretados pela Dra. Jeanne Oiticica Ramalho Ferraz
do Departamento de Otorrinolaringologia e Oftalmologia da Faculdade de Medicina de
Sé&o Paulo - SP.
5.2.1.4. Estudos moleculares
Foram coletadas amostras de DNA de 19 individuos, 7 afetados (propdsito 111-6,
1:4, 1H1:9, 1IV:4, 1V:7, IV:15, IV:16) e 12 fenotipicamente normais incluindo conjuges
(11:4, 11:10, 1V:3, 1V:6, IV:10, IV:11, IV:12, IV:13, IV:14, V:3, V:4 e V:5). O DNA
dos individuos dessa familia foi extraido com o auxilio do equipamento Autopure LS
(Gentra Systems, Minneapolis, Minnesota, USA). Os kits utilizados para a extracdo do
DNA pela estacdo de extracdo estdo descritos no capitulo 3.
5.2.1.4.1. Estudos de Ligacdo
A varredura genémica foi realizada por meio da tecnologia Affymetrix com o uso
de “chips” de 50k, ou seja 50,000 SNPs (GeneChip® Human Mapping K Array Xba

240) em amostras de 7 individuos afetados, conforme instrucdes do fabricante.
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5.2.1.4.2. Célculos de Lod Score
Com o uso do programa MERLIN (Abecassis e col., 2002), os Lod Scores de

multiplos pontos foram calculados. As frequéncias alélicas foram calculadas pelo
préprio software baseado nos genotipos observados na familia. O programa
MLINK do pacote de programas FASTLINK (Lahtrop e col., 1985; Cottingham e
col., 1993) foi utilizado para a obtencdo do resultado de simulagcdo do Lod Score
maximo observavel nessa familia. Foi considerada a penetrancia completa (100%).
5.2.1.4.3. Busca de Genes Candidatos
O software PosMed (http://omicspace.riken.jp/PosMed/) foi utilizado para

identificar os mais provaveis genes candidatos na regido cromossémica mapeada.
Apo0s a obtencdo da lista de provaveis genes candidatos, o banco de dados do portal
http://lwww.genatlas.org/ foi utilizado para identificar padrdes de expressdo desses
genes e restringir a lista de candidatos para estudos de sequenciamento de Sanger.

5.2.1.4.4. Sequenciamento de Sanger

As sequéncias dos primers para sequenciamento das variantes dos genes NCOA3,
SEMG1, PREX1 selecionados estdo listadas na Tabela 6.1. Os primers foram
desenhados com o auxilio do software Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000).

As condigdes para a reacdo de PCR e, posteriormente, sequenciamento de

Sanger, estdo descritas no capitulo 3.

Tabela 6.1: Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos exons dos genes NCOA3, SEMGL1 e

PREX1 contendo as variantes candidatas.

Primers Sequéncia 5'-3'
NCOAS3-F GGCTGTACTTACATGGTATAAGAAGG
NCOA3-R AGGGGAGGGTGGACACTTAC
SEMGIF TCTACCCAAGATGAGCTCCTAG
SEMGIR GCCTTTTGGCTATGCTCTT
PREX1F CACAGAACTGGATCCATTCC
PREX1R TCTAGGATTATGAGCTCTGGGA

5.2.1.4.5. Array-CGH

A técnica de microarray-Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) foi

realizada para investigar as alteragdes cromossdmicas submicroscopicas. A
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investigacdo foi realizada com a amostra do proposito utilizando a plataforma Agilent
(Agilent Technologies) contendo 180.000 oligonucleotideos.

5.2.1.4.6. Sequenciamento massivo em paralelo (sequenciamento de

nova geracao)

O sequenciamento de todo o exoma foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia Animal (ESALQ-USP, Piracicaba, SP, BR) sob responsabilidade do Dr.
Luiz Lehmann Coutinho. O preparo da biblioteca gendmica foi realizado no CEGH
utilizando os kits TruSeq Library preparation kit, TruSeq exome enrichment kit e
HiScan SBS kit (Illumina INC., San Diego, CA, USA) conforme instrucdes do
fabricante. O exoma foi sequenciado com a plataforma Illumina Hiseq 2000 (Illumina
INC., San Diego, CA, USA).

A partir dos arquivos com o0s resultados gerados pelo sequenciamento massivo
em paralelo, a andlise bioinformatica foi realizada no CEGH, com a ajuda do
pesquisador Guilherme Yamamoto e consistiu nos seguintes passos:

1. Verificacdo da consisténcia dos arquivos (cujo tamanho varia de dezenas a
centenas de gigabytes) e célculo de estatisticas basicas como nimero de
sequéncias produzidas com 0 programa md5sum
(http://mww.md5summer.org/).

2. Alinhamento das sequéncias das amostras a uma sequéncia referéncia do
genoma humano (Hg19). Nesta etapa, a localizacdo de cada fragmento do
DNA sequenciado (reads) em relacdo ao genoma de referéncia €
determinada. Foi  utilizado o programa BWA  (http://bio-
bwa.sourceforge.net/), que considera a qualidade da sequéncia produzida
para realizar a escolha de qual a melhor posicdo para alinha-la.

3. Recalibragem das sequéncias alinhadas: como o alinhamento é feito
sequéncia a sequéncia individualmente, torna-se necessario recalibrar o
alinhamento realizado na fase anterior, visto que, em algumas situacoes,
diferentes sequéncias oriundas da mesma regido cromossomica

apresentam resultados ligeiramente diferentes de mapeamento (devido a
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pequenas insercdes, delecdes ou repeticdbes no genoma alvo). A
recalibragem pode ser considerada um realinhamento, mas agora de forma
contextualizada. Para tanto, foi utilizada a ferramenta GATK
(http://www.broadinstitute.org/gatk/).

A partir do melhor alinhamento possivel foi realizada uma genotipagem
da amostra, que consiste em determinar, com bases estatisticas, todos 0s
alelos do genoma da amostra (as bases de cada par para uma dada posicéo
no cromossomo). Esta etapa identifica SNPs e Indels (insercdes e
delecdes) e foi realizada com a utilizacdo do programa GATK. Em uma
outra etapa desse processo, 0 programa Pindel (https://trac.nbic.nl/pindel/)
foi utilizado para identificacdo de CNVs (Copy Number Variations -
duplicacdes e grandes delecfes gendmicas).

. Recalibragem da genotipagem: os genotipos foram recalibrados com o uso
de outros parametros (ndo somente os dados do alinhamento), como dados
populacionais. Falsos positivos foram detectados e sinalizados para serem
descartados. Novamente, mddulos do programa GATK realizaram esta
tarefa para SNPs e Indels. CNVs identificados ndo sdo recalibrados e
passam diretamente para a préxima etapa da analise.

. Anotacdo dos gendtipos variantes detectados: esta etapa consiste em (a)
anotar as variantes encontradas (com Annovar,
http://www.openbioinformatics.org/annovar/); (b) filtrar de acordo com
bancos publicos de variantes (por exemplo, os do projeto 1000 genomes,
www.1000genomes.org); e (c) estimar o efeito de cada variante na funcao
da proteina em decorréncia da mudanca do aminoacido com 0s programas
SIFT (http://sift.jevi.org/), PolyPhen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/).

. Priorizacdo das variantes candidatas: com a base de dados gerada a partir

das etapas anteriores, 0 pesquisador decide quais critérios considerar para
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que sejam priorizadas algumas variantes. No nosso caso, foi priorizada a
regido cromossémica candidata mapeada, mas todos 0s genes ja
identificados correspondentes a DFNAs e DFNBs foram analisados e
excluidos como os responsaveis pelo fendtipo.

5.2.2. Resultados

5.2.2.1. Avaliacéo Audioldgica

A perda auditiva nessa familia é neurossensorial, ndo sindrdbmica e de grau
moderado a profundo. A penetrancia da perda auditiva nessa familia € completa. O
resumo dos resultados das audiometrias tonais dos individuos dessa familia esta
mostrado na Figura 6.1.

A idade de manifestacdo média do quadro clinico na familia é de 12,8 anos,
variando desde o nascimento até os 28 anos de idade.

5.2.2.2. Outros estudos clinicos

Trés individuos foram submetidos a exames de tomografia computadorizada de
0SS0S temporais e ressonancia magnética de cranio.

Em relacdo a probanda, os exames de tomografia computadorizada dos 0ssos
temporais ndo identificaram nenhuma alteracdo. Entretanto, o exame de ressonancia
magnética do cranio identificou imagens puntiformes de alteracdo de sinal na
substancia branca dos hemisférios cerebrais de carater inespecifico, podendo
corresponder a zonas de gliose/microangiopatia. Esse resultado pode ser considerado
inespecifico ou pode ter relagdo com a hipercolesterolemia, também detectada no
sangue da paciente. O nivel de colesterol total observado foi de 345mg/dL (valores >
240mg/dL sdo considerados altos).

Em relacdo ao individuo 1l1:4, os exames de tomografia computadorizada de
0ss0s temporais ndo identificaram nenhuma alteracdo. No entanto, o exame de
ressonancia magnética do cranio identificou imagens puntiformes de alteracdo de sinal
na substancia branca dos hemisférios cerebrais de carater inespecifico, podendo
corresponder a zonas de gliose/microangiopatia. Esse resultado também poderia ser

relacionado a hiperlipidemia. O nivel de colesterol total observado foi de 307mg/dL.
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Em relacdo ao individuo 111:9, ndo foram observadas alteraces em nenhum dos
exames de imagem realizados. O nivel de colesterol total observado foi de 388mg/dL.
5.2.2.3. Estudos Moleculares
5.2.2.3.1. Mutacdes excluidas

Mutacdes frequentemente associadas com perda auditiva foram excluidas como
sendo a causa da perda auditiva nessa familia. Foram excluidas as mutacdes c.35delG
e ¢.167delT presentes no gene GJB2, delGJB6 (D13S1830) e delGJB6 (D13S1854), a
mutacdo mitocondrial m.A1555G e outras mutacfes na regido de codigo do gene
GJB2 foram excluidas no proposito. A mutacdo ¢.35delG foi excluida nos demais
afetados.

5.2.2.3.2. Array-CGH

Foi realizada a investigacdo de alteragfes cromossémicas submicroscépicas por

meio de array-CGH no propésito. No entanto, nenhuma alteracéo foi verificada.

5.2.2.3.3. Estudos de Ligacdo e Célculos de Lod Score

A varredura gendmica foi realizada com DNA de 7 individuos afetados por perda
auditiva (proposito, 11:4, 11:6, 111:4, 111:9, 111:11, 111:12). O maximo valor encontrado de
Lod Score foi de 1,8 em uma regido do cromossomo 20. Os resultados dos célculos de
Lod Score para todos os autossomos estdo mostrados na Figura 6.2. O valor de Lod
Score maximo para essa familia poderia chegar a +1,8, valor estimado por meio de
simulacao.

Foi realizada analise de ligagdo também com marcadores moleculares do tipo
microssatélites mapeados nesse cromossomo e verificamos que a regido candidata
mais provavel se localiza entre os marcadores D20S107 e D20S100 (20: 37,522,294 -
52,953,811) compreendendo uma regido de cerca de 29,04cM (Figura 6.3).

5.2.2.3.4. Busca por genes candidatos e Sequenciamento de Sanger

O software de busca por genes candidatos PosMed forneceu uma lista com 19
genes candidatos na regido mapeada. Em ordem de prioridade, os genes apontados
pelo software PosMed foram: PTPN1, SDC4, ARFGEF2, MMP9, CD40, CEBPB,
SLC13A3, NCOA3, ADNP, EYA2, SULF2, CTSA, SPINT2, PTGIS, KCNBI1,
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B4AGALTS5, RBPJL, ACOT8 e DNTTIP1. Consultamos, entdo, os dados do site
http://www.genatlas.org/ para verificar os locais de expressdo dos genes candidatos

indicados pelo programa PosMed, com a finalidade de selecionar os genes prioritarios
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Figura 6.3. Genealogia resumida da familia mostrando andlise de ligagdo com marcadores moleculares do
tipo microssatélites nos individuos afetados e normais. O individuo assinalado com o sinal de (?) se declarou
normal. No entanto, a avaliagdo de emissdes otoacUsticas mostrou um resultado fora do padrdo de normalidade.
A numeracdo das geragoes esta de acordo com a numeragdo da Figura 3.1. Em vermelho esté a regido mapeada

com base na segregacéo dos haplotipos.
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para sequenciamento de Sanger. Existem 127 genes nessa regido. Desses genes,
nenhum se expressa na coclea de humanos e cerca de 13 genes se expressam na céclea
de camundongos (MAFB, PLCG1, ZHX3, PTPRT, L3MBTL1, MNF4A, ADA, RBPJL,
PIGT, ACOT8, CTSA, SLC35C2). O gene SLC12A10 ndo se expressa na coclea, mas
sim no ganglio vestibulococlear.

No entanto, nenhum desses genes chegou a ser sequenciado pelo método de
Sanger, pois duas amostras de individuos afetados dessa familia foram enviadas para
sequenciamento massivo em paralelo de todo o exoma.

5.2.2.3.5. Sequenciamento Massivo em Paralelo

O sequenciamento massivo em paralelo foi realizado utilizando a plataforma
[llumina (Illumina INC., San Diego, CA, USA ) que permitiu a geragéo de 80.200.676
reads de 99 bp cada, gerando uma cobertura aproximada de 124X para um exoma que
cobre cerca de 64 Mbp. A versao atual do genoma de referéncia (hg19) foi utilizada no
alinhamento dos reads.

O cromossomo 20 foi analisado e verificou-se que ele continha 2.218 variantes,
somente do tipo missense (de sentido trocado) em heterozigose. Para reduzir a
quantidade de variantes para estudo foi levada em conta a ocorréncia das variantes em
uma amostra de 19 individuos brasileiros, do CEGH com o exoma sequenciado. Era
esperado que a variante ocorresse somente nos membros da familia sequenciados, ou
seja, somente duas vezes. Excluimos como candidatas todas as variantes que
ocorreram cinco ou mais vezes nessa amostra. Dessa exclusdo, restaram 13 variantes
missense. Além disso, a frequéncia das variantes selecionadas foi observada no banco
de dados 1000 genomes (http://www.1000genomes.org/) e foram mantidas as variantes
cujas frequéncias eram inferiores a 1%, reduzindo o nimero de variantes a um total de
7 missense. Verificou-se a regido cromossomica mapeada (chr20:43649052 -
49561918) e reduziu-se a quantidade de variantes candidatas a 3:

e C.A1727G: p.Q576R 47,256,372 no gene PREX1 (NM_020820).
e C.A934C: p.S312R 43,836,872 no gene SEMG1 (NM_198139).
e .C2195G: p.S732C 46,268,423 no gene NCOA3 (NM_181659).
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Foi realizado o sequenciamento de Sanger da regido que contém a variante no
gene PREX1 com a finalidade de observar a segregacdo da variante com o fen6tipo na
familia. Foi observado que essa variante ndo segrega com o fendtipo na familia
(Tabela 6.2).

Foi realizado o sequenciamento de Sanger da regido que contém a variante no
gene SEMG1 nos demais membros da familia e foi verificado que a variante nao
segrega com o fenétipo (Tabela 6.2).

O sequenciamento de Sanger da variante no gene NCOA3 foi realizado nas
amostras da familia. Foi observado que a variante segrega com o fenotipo, além de ser
observada em 4 individuos normais da familia (Tabela 6.2). A segregacdo ¢é
compativel se considerarmos que esses 4 individuos normais sdo portadores ndo
penetrantes da mutacdo. A analise com marcadores moleculares do tipo microssatélites
permitiu verificar a segregacao do haplotipo com o fendétipo e foi observado que todos
os individuos normais que carregam a variante no gene NCOA3 também carregam o
haplétipo ligado a perda auditiva nessa familia (Figura 6.3).

Foi realizado também o sequenciamento de Sanger do exon 15, que inclui a
variante no gene NCOAS3, utilizando as amostras de DNA de 47 probandos afetados
por perda auditiva de heranga autossomica dominante, averiguados em nosso
laborat6rio. Nenhuma variante nesse exon foi observada nas amostras dos probandos.
Mais 17 exons (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17) foram
sequenciados e nenhuma mutacédo foi encontrada nessa casuistica. Restam ainda cinco
exons a serem sequenciados nessas amostras.

5.2.3. Discusséo

A regido cromossdmica mapeada por nos nessa familia nunca foi mapeada

previamente, o que indica possivelmente um novo locus de surdez. O sequenciamento
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Tabela 6.2: Segregagdo das variantes dos genes NCOA3, SEMG1 e PREX1 na familia 3.

NCOA3 SEMG1 PREX1
(c.C2195G)  (c.A934C)  (c.AL727G)

4 S S N
116
19
V4
v:7
V:15

AFETADOS

1V:16

111:10
Iv:3
IV:6
V:9

1V:11

V:12

IV:13

IV:14
V:3
V4
V:5 N

NORMAIS

Z Z2 o n Z2 Z Z2 u un Z 1 un n un un n um
mw O nu 0O unu unu no unu unu unu num nu unu nu unu om
Z Z2 Z Z2 Z un unu un Z2 Z Z2Z |2 Z2 Z2 Z u uw

S- presente; N - ausente.

de todo 0 exoma identificou 3 genes e suas variantes como as provaveis causas
do fendtipo na familia.

A variante do gene SEMG1 apresenta uma frequéncia de 0,04% nos bancos de
dados 1000 genomes. Através da analise do possivel dano que essa variacdo possa
causar na proteina, utilizando 0 programa PolyPhen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), verificou-se que a probabilidade dessa variante
ser patogénica é de 0,2%, sendo considerada ndo patogénica pelo programa. Em
humanos, esse gene se expressa no sistema reprodutivo (vesicula seminal, epididimo,
prostata e vasos deferentes), no sistema respiratorio (traqueia) e no musculo estriado

esquelético, mas ndo se expressa na coclea. O produto do gene tem participacdo na
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formacdo de um gel, cuja finalidade € manter os espermatozoides juntos ao fluido
seminal, formando o esperma (Liuja e col., 1989).

A variante do gene PREX1 ndo foi encontrada em nenhuma base publica de
dados. Através da analise do possivel dano que essa varia¢do possa causar na proteina,
utilizando o programa PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), verificou-se
que a probabilidade dessa variante ser patogénica é de 2,5%, sendo considerada nao
patogénica pelo programa. Em humanos, esse gene se expressa no sistema linfatico
(nddulos linfaticos, no baco e nas amigdalas), no sistema nervoso (nervos) e no
sistema muscular estriado esquelético, mas ndo se expressa na coclea. O produto do
gene tem participacdo na regulacdo das reagGes oxidativas do NADPH (Welch e col.,
2002).

A variante do gene NCOA3 ndo ocorre no banco de dados 1000 genomes.
Através da analise do possivel dano que essa variacdo possa causar na proteina,
utilizando o programa PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), verificou-se
que a probabilidade dessa variante ser patogénica ¢ de 94%, sendo considerada
patogénica pelo programa. O gene NCOA3 também é conhecido como AIB1, ACTR e
p/CIP. O seu produto tem funcdo de coativador transcricional para receptores
nucleares e outros fatores de transcricdo (Liu e col., 2008). Esse gene é expresso no
cerebro, células musculares do endotélio vascular, células musculares do intestino,
células cancerigenas das glandulas mamarias, células cancerigenas da prostata, células
de Sertoli e celulas do figado (Xu e col., 2000). Liu e col. (2008) demonstraram que
camundongos knockout para o gene NCOAS3, em que somente os exons codificadores
do dominio de ligacdo (11 e 12) foram deletados, exibem um retardo no crescimento
poOs-natal e apresentam baixos niveis séricos de IGF-1. A delecdo completa do gene
geralmente ¢ letal nesse modelo.

Wang e col. (2000) verificaram que o gene NCOAS3 ¢ expresso na glandula
tireoide, timo, rim, pulmao, retina e pele. No mesmo estudo os camundongos knockout
(com delecdo de cinco exons) para 0 gene NCOA3 exibiram um retardo no

crescimento. Foi verificado que os niveis séricos de IGF-I estavam cerca de 30 — 50%
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menores nos camundongos knockout e que havia uma assimetria facial em
aproximadamente 10% dos camundongos com mutagdo em homozigose, por causa da
baixa implantacdo da orelha externa. A audicao desses animais nédo foi avaliada.

Em outro estudo, Cediel e col. (2006) estudaram camundongos knockout para o
gene IGF1 e verificaram que esses camundongos apresentavam perda aditiva
neurossensorial.

Walenkamp e col. (2006) estudaram um individuo do sexo masculino com idade
de 55 anos que apresentou retardo no crescimento intrauterino e pos-natal,
microcefalia e perda auditiva neurossensorial e encontraram uma substituicdo em
homozigose no gene IGF1 (que substituia o aminoacido valina por metionina)
resultando em inativacdo da proteina IGF-I. Essa proteina inativada ndo consegue se
ligar ao receptor do IGF-1, causando o fenétipo observado no individuo estudado.

Em vista dos resultados encontrados, supomos que a variante encontrada em
nosso estudo possa estar relacionada com a perda auditiva na familia 3, uma vez que
seu produto génico, quando alterado em knockouts, aparentemente leva a uma
diminuicdo nos niveis séricos do produto protéico IGF-I. Este ultimo ja foi
identificado como relacionado a perda auditiva. No entanto, individuos que
apresentam mutacGes no gene IGF1 apresentam outras caracteristicas clinicas, como
retardo no crescimento (Woods e col., 1996; Bonapace e col., 2003). Os individuos da
familia estudada em nosso laboratério ndo relataram nenhum retardo no crescimento.
Podemos supor que o efeito que variante do gene NCOA3 cause no produto do gene
IGF1 nédo seja suficiente para inativar o gene IGF1 completamente, mas somente
reduzir sua expressdo, o que levaria a um quadro mais brando em comparagdo com a
inativacdo total que ocorre nas familias descritas por Woods e col. (1996) e Bonapace
e col. (2003).

Todos os genes ja identificados como causadores de perda auditiva de heranga
autossomica dominante e recessiva também foram analisados no exoma e ndo foi
encontrada nenhuma variante que pudesse estar relacionada ao fenotipo nessa familia.

Portanto, o melhor candidato a explicar a perda audi¢do nessa familia é o gene
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NCOAS3. Além do mais, o gene NCOA3 estava presente na lista fornecida pelo
programa PosMed como sendo um dos candidatos mais provaveis a explicar o fenotipo
na familia.

Alguns membros dessa familia foram avaliados quanto aos niveis séricos de
colesterol e foram constatados quadros de distarbios metabélicos nos individuos
avaliados. O gene NCOAZ3 esta relacionado com a diferenciacéo de adipécitos. Louet e
col. (2006) estudaram a relacdo do gene com a diferenciacdo de células adiposas em
camundongos normais e knockout e verificaram que a formacéo das células adiposas é
inibida na auséncia do gene. Essa relagdo do gene NCOA3 com a diferenciagdo dos
adipocitos pode ser explicada pela capacidade do gene de regular, direta ou
indiretamente, a atividade de genes relacionados a adipogénese (Louet e col., 2006).

Em vista do quadro de hipercolesterolemia observado nessa familia e da relacéo
do gene NCOA3 com o processo de diferenciacdo de adipdcitos, é tentador especular
que a mutacdo no gene NCOA3 também possa ser responsavel, além da perda auditiva,
pelo perfil lipidico desses individuos. Estudos mais detalhados sobre niveis de lipideos
serdo em breve conduzidos para aprofundar a possivel relagdo entre o quadro de
audicdo e o quadro de colesterol elevado presentes na familia. Além disso, o término
da triagem dos exons desse gene na casuistica do laboratério estd em andamento, como
parte dos estudos necessarios para se confirmar o papel do gene na deficiéncia

auditiva.
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5.3. FAMILIA 4
Mutacdo no gene MYH9 (DFNAL17) explica a perda auditiva

de heranca autossémica dominante em familia do Sul do Brasil.

Resumo

Uma familia com 11 afetados por perda auditiva de heranca autossémica
dominante foi submetida a estudos de mapeamento genético. Foram coletadas
amostras de DNA de 23 individuos (10 afetados, 10 aparentemente normais € 3 com
perda auditiva em altas frequéncias iniciada apds os 40 anos de idade). A varredura
gendmica foi realizada por meio da tecnologia Affymetrix, utilizando arrays de SNPs
de 50K (GeneChip® Human Mapping K Array Hind 240) em amostras de 7 afetados.
O célculo de Lod Score foi realizado utilizando o modelo de heranca autossémico
dominante com penetrancia completa. Foi obtido um resultado de Lod Score maximo
igual a 2,1 para uma regido localizada no cromossomo 14 e de 1,9, no cromossomo 22.
O Lod Score maximo para essa familia foi calculado por simulacdo com o pacote de
programas Fastlink e foi obtido um resultado de 2,4, considerando os 3 individuos
com perda auditiva em altas frequéncias com inicio apds os 40 anos de idade como
afetados. Marcadores moleculares do tipo microssatélites localizados no cromossomo
14 e no cromossomo 22 foram utilizados para refinar as regides candidatas (ABI
PRISM® Linkage Mapping Set v. 2.5; Applied Biosystems, Foster City, CA). A regido
candidata mais provavel no cromossomo 14 se localiza entre os marcadores D14S288
e D14S276 (8,85 cM) e a regido candidata mais provavel no cromossomo 22 se
encontra proxima a regido do marcador D22S283. O sequenciamento massivo em
paralelo do exoma foi realizado em amostras de 3 afetados e 2 variantes foram
selecionadas como sendo as possiveis causas do fendtipo no cromossomo 14 [PTGDR
(NM_000953), ¢.G894A:p.R298R 52,741,496 e PTGER2 (NM_000956),
€.T247G:p.C83G 52,781,513] e uma variante foi selecionada como sendo a possivel
causa do fenotipo no cromossomo 22 [MYH9 (NM _002473), ¢.G2114A:p.R705H

36,702,021]. O sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado em todas as
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amostras de DNA da familia e as variantes nos genes PTGDR e PTGER2 foram
excluidas pelos estudos de segregacdo. No entanto, foi observado que a variante no
gene MYH9 segrega com o fenotipo em todos os membros afetados da familia, mas
ndo ocorre nos trés individuos com perda somente em altas frequéncias. O produto do
gene MYH9 é uma miosina de cadeia pesada que tem funcdo na mobilidade das fibras
de actina. Esse gene foi identificado previamente como sendo responsavel por perda
auditiva por Lawani e col. (2000) e corresponde ao DFNA17. Em vista da mutagdo
observada por nos ser a mesma identificada por Lawani e col. (2000) e ja relacionada a

perda auditiva, atribuimos a perda auditiva nessa familia a essa mutacéo.
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MYH9 mutation (DFNAL7) causes non-syndromic autosomal

dominant hearing loss in a Brazilian family.
Abstract

A family presenting with autosomal dominant hearing impairment with 11
affected individuals was ascertained for mapping studies and 23 DNA samples were
collected (10 affected individuals, 10 unaffected and 3 affected by hearing loss only in
high frequencies, with age of onset at 40 years old). Genomic scanning was performed
using the 50k microarray technology from Affymetrix (GeneChip® Human Mapping K
Array Hind 240) in 7 affected individuals. Multipoint Lod Scores were calculated
under an autosomal dominant inheritance model with complete penetrance. A Lod
Score of 2.1 was obtained to region in chromosome 14 and a Lod Score of 1.9 was
obtained in chromosome 22. The maximum possible Lod Score in the pedigree is 2.4,
calculated using Fastlink package (the 3 affected individuals by hearing loss only in
high frequencies, with age of onset at 40 years old were considered affected by the
same disorder). Refinement of the genetic mapping using microsatellites from
chromosomes 14 and 22 was performed (ABI PRISM® Linkage Mapping Set v. 2.5;
Applied Biosystems, Foster City, CA). The most probable candidate region in
chromosome 14 lies between markers D14S288 and D14S276 (8.85 cM) and in
chromosome 22, the most likely region maps near marker D22S283. Exome
sequencing was performed with samples from 3 affected individuals and 2 variants
were selected as the most likely candidates in chromosome 14 [PTGDR
(NM_000953), ¢.G894A:p.R298R 52,741,496 and PTGER2 (NM_000956),
€.T247G:p.C83G 52,781,513], and one variant was selected as the most likely
candidate in chromosome 22 [MYH9 (NM_002473), c.G2114A:p.R705H 36,702,021].
Sanger sequencing was performed with all DNA samples and the PTGDR and
PTGER?2 variants were excluded as the cause of hearing loss, after segregation studies.
However, the MYH9 variant segregates with the phenotype in all affected members,
except for the three individuals with hearing loss in high frequencies. The product of

MYH9 is a myosin heavy chain related to motility of actin bundles. This gene was
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previously described as a cause of hearing loss by Lawani e col. (2000) and
corresponds to DFNAL7. The mutation identified in our study is the same described by
Lawani e col. (2000) as the cause of hearing loss. Thus, we concluded that this

mutation explains the hearing loss phenotype.
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5.3.1. Pacientes e Métodos
5.3.1.1. Pacientes
A familia 4 (Figura 3.4) foi averiguada na cidade de Porto Alegre - RS, regido
Sul do Brasil pela Dra. Carolina Fischinger Moura de Souza, Médica Geneticista, no
Hospital das Clinicas, Porto Alegre. A familia apresenta 11 afetados por perda
auditiva. A perda auditiva nessa familia € neurossensorial e exibe heranca autossomica
dominante de penetrancia aparentemente completa.
5.3.1.2. Avaliacéo audioldgica
As audiometrias tonais dos individuos dessa familia foram realizadas por
diferentes profissionais e instituicdes da cidade de Maral-RS e Séo Paulo-SP e foram
enviadas pela Dra. Carolina Fischinger Moura de Souza.
5.3.1.3. Estudos moleculares
Foram coletadas amostras de DNA de 23 individuos, dos quais 10 afetados com
perda auditiva em todas as frequéncias (I:1, 11:3, 11:11, 11:13, 1I:15, 11:17, propdsito,
[11:15, 111:16 e 111:17), 10 fenotipicamente normais (1:2, 111:1, 111:3, 111:6, 111:10, 111:11,
[11:13, 111:14, 111:18 e 1V:1) e 3 individuos com status duvidoso, pois apresentam perda
auditiva somente em altas frequéncias, com inicio dos sintomas somente apds os 40
anos de idade (11:1, 1I:5, 11:9). O DNA das amostras dessa familia foi extraido pela
técnica de fenol/cloroformio.
5.3.1.3.1. Estudos de Ligacdo
A varredura genémica foi realizada por meio da tecnologia Affymetrix com o uso
de “chips” de 50k, ou seja 50,000 SNPs (GeneChip® Human Mapping K Array Hind
240) em 7 individuos afetados, conforme instrugdes do fabricante.
5.3.1.3.2. Célculos de Lod Score
Com o uso do programa MERLIN (Abecassis e col., 2002), os Lod Scores de

maltiplos pontos foram calculados. As frequéncias alélicas foram calculadas pelo
préprio software baseado nos genotipos observados na familia. O programa
MLINK do pacote de programas FASTLINK (Lahtrop e col., 1985; Cottingham e

col., 1993) foi utilizado para a obtencdo do resultado de simulagédo do Lod Score
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maximo observavel nessa familia. Foi considerada a penetrancia completa (100%)
nos célculos de Lod Score dessa familia.
5.3.1.3.3. Busca de Genes Candidatos
O software PosMed (http://omicspace.riken.jp/PosMed/) foi utilizado para

identificar os mais provaveis genes candidatos na regido cromossémica mapeada.
Apds a obtencdo da lista de provaveis genes candidatos o banco de dados do portal
http://www.genatlas.org/ foi utilizado para identificar padrdes de expressao desses.

5.3.1.3.4. Sequenciamento de Sanger

As sequéncias dos primers para sequenciamento dos exons contendo as variantes
dos genes PTGDR e PTGER2 no cromossomo 14 e MYH9 no cromossomo 22 estdo
listadas na tabela 7.1. Os primers foram desenhados com o auxilio do programa
Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000).

Tabela 7.1 Sequéncia dos primers utilizados na amplificagdo do exon que contém a variante dos genes
PTGDR, PTGER2 e MYH9.

Primers Sequéncia 5’ — 3’
PTGDR-F TAAGTGAATCCATTGCTGCC
PTGDR-R AATCATGGTTCTTTGACTGAAAATG
PTGER2-F TCAGACCCTCTTCCTCCCA
PTGER2-R CGAAGAGCATGAGCATCGT
MYH9-F TTCTCCGACTGTTCTAGGCAC
MYH9-R AAGAGAAGGAGGTGGGGAAG

As condicdes para a reacdo de PCR e, posteriormente, sequenciamento de Sanger
estdo descritas no capitulo 3.
5.3.1.3.5. Array-CGH

A investigacdo das alteragbes cromossdmicas submicroscépicas foi realizada por
meio da técnica de Array-CGH. O experimento foi realizado utilizando amostra de um
individuo afetado (proposito). Foi utilizada a plataforma Agilent (Agilent

Technologies) contendo 180.000 oligonucleotideos.
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5.3.1.3.6. Sequenciamento massivo em paralelo (sequenciamento de

nova geracao)

O sequenciamento de todo o exoma foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia Animal (ESALQ-USP, Piracicaba, SP, BR) sob responsabilidade do
Dr. Luiz Lehmann Coutinho. O preparo da biblioteca gendmica foi realizado no
CEGH utilizando os kits TruSeq Library preparation kit, TruSeq exome enrichment kit
e HiScan SBS kit (HHlumina INC., San Diefo, CA, USA) conforme instru¢des do
fabricante. O exoma foi sequenciado com a plataforma Illumina Hiseq 2000 (Illumina
INC., San Diego, CA, USA).

A partir dos arquivos com os resultados gerados pelo sequenciamento massivo
em paralelo, a analise bioinforméatica foi realizada no CEGH, com a ajuda do
pesquisador Guilherme Yamamoto e consistiu nos seguintes passos:

1. Verificacdo da consisténcia dos arquivos (cujo tamanho varia de dezenas a
centenas de gigabytes) e célculo de estatisticas basicas como numero de
sequéncias produzidas com 0 programa md5sum
(http://mww.md5summer.org/).

2. Alinhamento das sequéncias das amostras a uma sequéncia referéncia do
genoma humano (Hg19). Nesta etapa, a localizacdo de cada fragmento do
DNA sequenciado (reads) em relacdo ao genoma de referéncia é
determinada. Foi  utilizado o programa BWA  (http://bio-
bwa.sourceforge.net/), que considera a qualidade da sequéncia produzida
para realizar a escolha de qual a melhor posicéo para alinha-la.

3. Recalibragem das sequéncias alinhadas: como o alinhamento é feito
sequéncia a sequéncia individualmente, torna-se necessario recalibrar o
alinhamento realizado na fase anterior, visto que, em algumas situacoes,
diferentes sequéncias oriundas da mesma regido cromossdmica
apresentam resultados ligeiramente diferentes de mapeamento (devido a
pequenas insercdes, delecdes ou repeticbes no genoma alvo). A

recalibragem pode ser considerada um realinhamento, mas agora de forma

115



contextualizada. Para tanto, foi utilizada a ferramenta GATK
(http://www.broadinstitute.org/gatk/).

A partir do melhor alinhamento possivel foi realizada uma genotipagem
da amostra, que consiste em determinar, com bases estatisticas, todos 0s
alelos do genoma da amostra (as bases de cada par para uma dada posicéo
no cromossomo), esta etapa identifica SNPs e Indels (insercdes e
delecdes), essa etapa foi realizada com a utilizacdo do programa GATK.
Em uma outra etapa desse processo, 0 programa Pindel
(https://trac.nbic.nl/pindel/) foi utilizado para identificacdéo de CNVs
(Copy Number Variations - duplicacGes e grandes delecdes gendmicas).

. Recalibragem da genotipagem: os genotipos foram recalibrados com o uso
de outros parametros (ndo somente os dados do alinhamento), como dados
populacionais. Falsos positivos foram detectados e sinalizados para serem
descartados. Novamente, mddulos do programa GATK realizaram esta
tarefa para SNPs e Indels. CNVs identificados ndo sdo recalibrados e
passam diretamente para a préxima etapa da analise.

. Anotacdo dos genotipos variantes detectados: esta etapa consiste em (a)
anotar as variantes encontradas (com Annovar,
http://www.openbioinformatics.org/annovar/); (b) filtrar de acordo com
bancos publicos de variantes (por exemplo, os do projeto 1000 genomes;
www.1000genomes.org); e (c) estimar o efeito de cada variante na funcao
da proteina em decorréncia da mudanca do aminoacido com os programas
SIFT (http://sift.jevi.org/), PolyPhen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/).

. Priorizacdo das variantes candidatas: com a base de dados gerada a partir
das etapas anteriores, 0 pesquisador decide quais critérios considerar para
que sejam priorizadas algumas variantes. No nosso caso, foram priorizadas

as duas regides cromossdmicas candidatas mapeadas, mas todos os genes
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ja identificados correspondentes a DFNAs e DFNBs foram analisados e
excluidos como os responsaveis pelo fenétipo.

5.3.2. Resultados

5.3.2.1. Avaliacdo Audioldgica

A perda auditiva nessa familia é neurossensorial, ndo sindrdbmica de intensidade
leve a profunda. A penetrancia da perda auditiva nessa familia € aparentemente
completa. O resumo dos resultados das audiometrias tonais de alguns individuos dessa
familia estdo mostrados na Figura 7.1.

A idade média de manifestacdo da perda auditiva nos individuos da familia foi de
21,8 anos, variando desde 4 anos de idade até 41 anos.

Trés casos foram considerados de status duvidoso devido ao padrdo da perda
auditiva. Os individuos II:1, 1I:5 e 11:9 apresentam a deficiéncia auditiva somente em
altas frequéncias, tendo sido os primeiros sintomas percebidos ap6s os 40 anos de
idade.

5.3.2.2. Estudos Moleculares

5.3.2.2.1. Mutacdes excluidas.

MutacOes frequentemente associadas com perda auditiva foram excluidas como
sendo a causa da perda auditiva nessa familia. As mutacfes ¢.35delG e ¢.167delT
presentes no gene GJB2, delGJB6 (D13S1830) e delGJB6 (D13S1854), a mutacdo
mitocondrial m.A1555G e outras mutac6es na regido de cddigo do gene GJB2 foram
excluidas no proposito.

5.3.2.2.2. Array-CGH

Foi realizada a investigacdo de alterages cromossémicas submicroscopicas por

meio de array-CGH no propésito. No entanto, nenhuma alteracéo foi verificada.
5.3.2.2.3. L6cus DENASs excluidos

Durante o periodo do doutorado da Dra. Karina Lezirovitz, foram utilizados em

estudos de ligacdo analises de microssatélites ligados a varios DFNASs ja mapeados. Os
microssatélites utilizados para investigar a ligacdo do fenotipo com os DFNAS

permitiu excluir os seguintes lécus de perda auditiva de heranca autossdmica
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dominante: DFNA4, DFNA7, DFNA8, DFNA10, DFNA13, DFNA18, DFNAZ20,
DFNA22, DFNA24, DFNA25, DFNA28, DFNA30, DFNA32, DFNA36, DFNA37,
DFNA39, DFNA40, DFNA44 e DFNA47.

5.3.2.2.4. Estudos de Ligacao e Célculos de Lod Score

A varredura gendmica foi realizada com DNA de 7 individuos afetados por perda
auditiva (propésito, 1:1, 11:13, 11:15, 11:17, 11:15, 111:17). O programa Merlin foi
utilizado para célculos de Lod Score de maultiplos pontos. O maximo valor de Lod
Score obtido foi de +2,1 em uma regido do cromossomo 14. Os graficos com 0s
resultados dos calculos de Lod Score de multiplos pontos para todos 0s autossomos
estdo mostrados na Figura 7.2. O valor de Lod Score maximo para essa familia poderia
chegar a +2,4, valor estimado por meio de simulagdo (nessa simulacdo o0s trés
individuos de status duvidoso foram considerados afetados pelo mesmo tipo de surdez
gue os demais afetados).

Entretanto, observou-se que outros cromossomos também apresentaram picos de
Lod Score positivos (cromossomos 3 e 22). Com o objetivo de verificar os resultados
observados para os cromossomos 3 e 22, analises com marcadores moleculares
microssatélites mapeados nesses cromossomos foram realizadas em amostras de 20
individuos (10 afetados, 3 de status duvidoso e 7 fenotipicamente normais).
Verificamos que o padrdo de segregacdo dos haplétipos nos individuos analisados nao
confirmou ligacédo do fendtipo da perda auditiva no caso do cromossomo 3 (dados nao
mostrados). No entanto, ha resultados sugestivos de ligacdo na regido do marcador
D225283 (Figura 7.3). O céalculo de Lod Score para o cromossomo 22 foi realizado,
através dos resultados obtidos com microssatélites e foi obtido um valor igual a +3,00.
Um segundo célculo foi realizado considerando os individuos de status duvidoso como

afetados e foi obtido um valor de Lod Score igual a 0,0 (Figura 7.4).
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Figura 7.1: Audiogramas de 6 dos 11 individuos afetados por perda auditiva neurossensorial. Limiares auditivos até 20dB (decibéis — unidade de intensidade sonora,

varia de 0 a 120) sdo considerados normais (Hz = Hertz — unidade de frequéncia da onda sonora, que varia de 250 a 8000). Os simbolos (®) e (X) representam os

resultados obtidos através da via aérea de conducéo do som. A) Orelha direita; B) Orelha esquerda.
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120



Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0
0.0
-4.0
-8.01
50.0 100.0 150.0
Chromosome 7 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0
-8.0
50.0 100.0 150.0
Chromosome 9 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0

VMM“W X |

50.0 100.0 150.0

Chromosome 11 Position (cM)

Continuacéo da Figura 7.2

Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0
0.0
-4.0
-8.07
A
56.0 106.0 156.0
Chromosome 8 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0 ]
4.0
BON
50I.0 106.0 15I0.O
Chromosome 10 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0
-8.0

50.0 100.0 150.0
Chromosome 12 Position (cM)

121



Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0

0.0

-4.0

-8.0

L)

40.0 80.0
Chromosome 13 Position (cM)

120.0

Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0
0.0
-4.0
-8.01
,\ T T T
40.0 80.0 120.0
Chromosome 15 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0 1
-8.0
40.0 80.0 120.0
Chromosome 17 Position (cM)
Continuacéo da Figura 7.2

Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0
0.0 ﬂ
wwﬁ w
-8.01
4(;.0 8(;.0 126,0
Chromosome 14 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0
-8.0
40‘A0 86.0 12I0AO
Chromosome 16 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0
-8.0
n

40.0 80.0 120.0

Chromosome 18 Position (cM)

122



Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0
0.0 \
-4.0 1
-8.0
20I.0 40.0 60.0 8(;.0 10I04O
Chromosome 19 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0
-4.0
-8.0
- :

20.0 40.0 60.0
Chromosome 21 Position (cM)

Continuacéo da Figura 7.2

Parametric Analysis for Dominant_Model

4.0
0.0
-4.0
-8.0
2(;.0 40|40 6(;.0 8(;.0 106,0
Chromosome 20 Position (cM)
Parametric Analysis for Dominant_Model
4.0
0.0 l \
-4.0
-8.0

20.0 40.0 60.0
Chromosome 22 Position (cM)

123



B O

14 I:2
D223315 4 ] 2 =1
D230 2 2 2 1
DexsEa 2 5 a ]
D2a5423 & -] 1 1
Dz2527d 1 2 4 L

Marcador cM

O i__o i__o D22S315 2147

O
._
[
-

O @0 BH-OL0 o0 M

i 2 13 L5 e 17 [ e ns R EE iz waz | owie s Wig W17 g e | 2o

DEs8a15 5 3 B 3|  |=F B 3 4 3 4 I 3 4 3 D225280 31,30
D520 2 1 z 2 2 2 2 1 2 2 z 1 2 1 2 1

D225263 8 3 2 5 8 3 B 5 2 3 2 5 2 5 2 5

D22S4is & I E 1 B 1 ] 1 8 1 5 1 5 i E 1 D225283 38,62
De2S274 2 4 1 4 2 4 nl I 100El z 4 1 4 1 "

D225423 46,42

D22S274 51,54

“?1
=t
o
mt
»
ml
L]
.—l
[

M III2 iz 4 WS Mg neEFE msa e 1 l:11 =12 1I1:13 n:14 15 III 16 17
D22=38 7 7 T T T T 4 1 F Ta ] B B B4 i 3 a A
DE2s2e0 2 2 z 1 L 2 2 5 2 14 12 2 2 & 2 z 1 2 9
225263 3 & ] 2 3 g 2 2 3 47 52 4 2 Fa T 3 Fi
C225423 1 4 5 2 ] i ] g 1 52 56 ] ] 35 3 1 1
C2asaTa 4 2 2 4 x| 4 1 1 4 1 6 21 a ] 11 & 4 a
2
Iv:1

Figura 7.3: Genealogia da Familia 4 mostrando a segregacdo dos haplétipos dos marcadores moleculares do tipo microssatélites do cromossomo 22 nos
individuos afetados e normais. Os individuos assinalados com sinal de “?” sdo afetados por perda auditiva leve em altas frequéncias, apds 40 anos de idade. Em

vermelho esta a regido mapeada com base na segregacao dos haplotipos.
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Foi realizada também andlise de ligacdo com marcadores moleculares do tipo
microssatélites mapeados no cromossomo 14 e verificamos que a regido candidata
mais provavel se localiza entre os marcadores D14S288 e D14S276 (14: 44,101,843 -
55,683,120) compreendendo uma regido de cerca de 8,85¢cM (Figura 7.5). O célculo de
Lod Score para o cromossomo 14 foi realizado, através dos resultados dos marcadores
microssatélites e foi obtido um valor maximo igual a +1,5. Um segundo calculo foi
realizado considerando os individuos de status duvidoso como sendo afetados e foi
obtido um valor igual a 1,8 (Figura 7.6).

5.3.2.2.5. Busca por genes candidatos

Existem, ao todo, 63 genes conhecidos na regido candidata delimitada pelos
marcadores D14S288 e D14S276. Desses 63 genes, 6 se expressam na coclea de
humanos (FKBP3, MGAT2, SOS2, NID2, GPR137C, SOCS4) e 15 se expressam na
coclea de Mus musculus (FKBP3, KLHL28, MGAT2, DNAAF2, POLE2, KLHDC2,
L2HGDH, PYGL, TRIM9, GNG2, GNPNAT1, DDHD1, BMP4, CNIH, GCH1). Em
negrito estdo representados 0s genes que se expressam tanto nas cocleas de humanos,
quanto nas cocleas de camundongos (www.genatlas.org;
http://www.informatics.jax.org/).

Para facilitar nossa procura pelo gene responsavel da perda auditiva localizado
nessa regido, além da pesquisa em banco de dados, utilizamos o software de busca por
genes candidatos PosMed (http://omicspace.riken.jp/PosMed/). O software forneceu
uma lista com 15 genes candidatos. Em ordem de prioridade, os genes apontados pelo
software PosMed foram: GCH1, ARF6, ATL1, BMP4, PTGER2, PTGDR, NIN, PYGL,
SOS2, DLGAPS, FANCM, NID2, MGAT2, LZHGDH e MAP4K5.

Em relacdo ao cromossomo 22, existem ao todo, 122 genes conhecidos na regido
candidata delimitada pelos marcadores D22S280 e D22S423. Desses 122 genes, 8 se
expressam na coclea de humanos (TIMP3, LARGE, HMG2L1, MYH9, TRIOBP,
SOX10, KDELR3 e APOBEC3) e 7 se expressam na coclea de Mus musculus
(HMOX1, MCM5, PVALB, KCTD17, GCAT, SOX10 e CSNK1E). Em negrito estdo

representados 0s genes que se expressam tanto nas cdcleas de humanos quanto nas
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Figura 7.5: Genealogia da Familia 4 mostrando a segregacdo dos hapl6tipos dos marcadores moleculares do tipo microssatélites do cromossomo 14 nos
individuos afetados e normais. Os individuos assinalados com sinal de “?” sdo afetados por perda auditiva leve em altas frequéncias, apés 40 anos de idade. Em

vermelho esta a regido mapeada com base na segregacao dos haplotipos.
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Figura 7.6. Resultados de Lod Scores de multiplos pontos obtidos com resultados de microssatélites do cromossomo 14, calculados pelo programa Merlin. As

linhas horizontais de colocacédo cinza claro em cada grafico indicam os valores convencionais para exclusao de ligacéo (-2.00) e de ligacdo significativa (+3.00). A)

Individuos assinalados com o sinal de (?) foram considerados normais; B) Individuos assinalados com o sinal de (?) foram considerados afetados.
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cécleas de camundongos (www.genatlas.org; http://www.informatics.jax.org/). O
gene MYH9 jéa foi identificado como sendo responsavel por perda auditiva de heranca
autossomica dominante. Foi realizada uma pesquisa utilizando o programa PosMed
para a verificacdo do melhor candidato a explicar o fenétipo na familia. Foi feita a
andlise considerando a regido delimitada por n6s no marcador D22S283 e foi indicado
somente o gene MYH9.

5.3.2.2.6. Sequenciamento Massivo em Paralelo

O sequenciamento massivo em paralelo foi realizado utilizando a plataforma
[llumina Hiseq 2000 (Illumina INC., San Diego, CA, USA) que permitiu a geracdo de
80.200.676 reads de 99 bp cada, gerando uma cobertura aproximada de 124X para um
exoma que cobre cerca de 64 Mbp. A versao atual do genoma de referéncia (hg19) foi
utilizada no alinhamento dos reads.

Para selecionar as variantes candidatas foi levada em conta a ocorréncia das
variantes em uma amostra de 19 individuos brasileiros, do CEGH com o exoma
sequenciado. Foram observadas 85.065 variantes ao todo (mutacOes missense,
mutacdes de cddon de parada prematuro, mutacdes de perda de cddon de parada e
mutacdes de matriz de leitura) nesse conjunto de amostras. Era esperado que a variante
candidata ocorresse somente nos membros da familia sequenciados, ou seja, somente
trés vezes. Excluimos como candidatas todas as variantes que ocorreram quatro ou
mais vezes nessa amostra. Dessa exclusdo, restaram 37 variantes do tipo missense,
selecionadas por estarem em heterozigose. Além disso, a frequéncia dessas 37
variantes selecionadas foi observada no banco de dados 1000 genomes
(http://mww.1000genomes.org/) e foram mantidas como candidatas as variantes cujas
frequéncias eram inferiores a 1%, reduzindo o numero de variantes a um total de 33 do
tipo missense (mutacdo de sentido trocado). Levando-se em conta a regido
cromossdmica mapeada do cromossomo 14 (44,101,843 - 55,683,120) reduziu-se a
guantidade de variantes candidatas a duas:

e .G894A: p.R298R 52,741,496 no gene PTGDR (NM_000953).
e C.T247G: p.C83G 52,781,513 no gene : PTGER2 (NM_000956).
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Foi realizado o sequenciamento de Sanger da variante no gene PTGDR com a
finalidade de observar a segregacdo da variante na familia. Foi observado que essa
variante ndo segrega com o fenétipo na familia (Tabela 7.2).

Foi realizado o sequenciamento de Sanger da variante no gene PTGER2 nos
membros da familia e foi verificado que a variante do gene ndo segrega com o
fenotipo (Tabela 7.2).

Levando-se em conta a regido candidata do cromossomo 22, nessa regido havia
uma variante candidata:

1. ¢.G2114A:p.R705H 36,702,021 no gene MYH9 (NM_002473).

O sequenciamento de Sanger da variante do gene MYH9 verificou que a variante
segrega com o fendtipo em todos os membros da familia.

Nessa familia, trés individuos apresentaram perda auditiva somente em altas
frequéncias com percepcdo inicial dos sintomas somente ap6s os 40 anos de idade e
esses individuos ndo herdaram a mutag¢do no gene MYH9.

5.3.3. Discusséo

Existem 54 l6cus mapeados e 28 genes identificados relacionados a perda
auditiva de heranca autossémica dominante (Van Camp e col., 2013). Desses 54 l6cus,
trés foram mapeados previamente no cromossomo 14.

O DFNADY9, localizado na regido cromossomica 14:31,343,740-31,359,821, foi
previamente mapeado por Manolis e col. (1996), que estudaram uma familia com 21
individuos afetados por perda auditiva de heranca autossémica dominante (16
individuos vivos e 5 falecidos). Manolis e col., (1996) realizaram uma varredura
gendmica com marcadores moleculares microssatélites em 23 amostras de DNA de
individuos dessa familia (16 afetados e 7 fenotipicamente normais). Para um dos
marcadores utilizados (D14S121) foi verificado um resultado de Lod Score de dois
pontos de +6,19 (6 = 0), o que evidenciou a regido mapeada como a regido onde se
localiza o gene da perda auditiva nessa familia. Robertson e col. (1998) estudaram 3
familias ndo aparentadas cuja perda auditiva havia sido mapeada no I6cus DFNAO.

Robertson e col. (1998) criaram uma biblioteca de genes cocleares e identificaram o
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gene COCH como expresso nessa biblioteca. Foram identificadas 3 mutacGes
diferentes em heterozigose no gene COCH, ¢.253T>G, ¢.319G>A e ¢.405T>C, uma
em cada familia. O produto do gene COCH tem funcdo na formacdo da matriz
extracelular, resultando em uma malformacéo do vestibulo quando alterado (Robertson
e col., 1998).

O DFNAZ23, localizado na regido cromossémica 14: 61,110,132-61,124,977, foi
mapeado por Salam e col. (2000), que estudaram 22 individuos de uma familia suica
(10 afetados, 8 fenotipicamente normais e 4 conjuges de afetados). Salam e col. (2000)
realizaram uma varredura gendmica com marcadores moleculares microssatélites em
todos os 22 individuos da familia. Para um dos marcadores utilizados (D14S592) foi
verificado um resultado de Lod Score de dois pontos de +3,9 (e = 0), o que evidenciou
a regido mapeada como a regido onde se localiza o gene da perda auditiva nessa
familia. No entanto, nenhum gene foi identificado nessa regido como sendo a causa da
perda auditiva nessa familia.

O DFNAJ53, localizado na regido cromossémica 14:19,100,000-33,300,000, foi
mapeado por Yan e col. (2006), que estudaram uma grande familia chinesa com 16
afetados. Yan e col. (2006) realizaram uma varredura genémica com marcadores
moleculares microssatélites em 48 amostras de DNA de individuos dessa familia (16
afetados e 32 fenotipicamente normais). Para um dos marcadores utilizados
(D14S608) foi verificado um resultado de Lod Score de dois pontos de +3,8 (e = 0) e
um resultado de Lod Score de multiplos pontos de +5,4 foi encontrado para o
marcador D14S1280. O Iécus DFNAS3 inclui a regido do I6cus DFNA9. Por isso, Yan
e col. (2006) estudaram o gene COCH nessa familia, mas ndo observaram nenhuma
variante que pudesse ser a causa da perda auditiva na familia chinesa. Ao contrario das
familias estudadas por Robertson e col. (1998), a familia chinesa estudada por Yan e
col. (2006) ndo apresentava malformacdes vestibulares, o que levou a suposicdo de
que as mutacbes no gene COCH levam a um quadro de perda auditiva associado a
malformacdes vestibulares e que a familia descrita por Yan e col. deveria ter mutacéo

em outro gene. Ndo ha sobreposicdo entre nenhuma dessas trés regides (DFNAY,
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DFNA23 e DFNAS53) e a regido por n6s mapeada no cromossomo 14 (Figura 7.7),

onde estdo os candidatos PTGDR e PTGER2.
Tabela 7.2: Segregagdo das variantes dos genes PTGDR, PTGER2 e MYH9 na familia 4.

PTGDR PTGER2 MYH9
(c.G894A) (c.T247G) (c.G2114A)

111 S S S

11:3 N N S

11:11 N n. amp. S

11:13 S S S

11:15 S S S AFETADOS
11:17 S S S
11:12 S N S
11:15 S S S
11:16 S S S
1:17 n. amp. S S

1:2 N N

11 N N N

1.2 N N N

116 N N N
111:10 S S N NORMAIS
1:11 S S N
11:13 N N N
11:14 N N N
111:18 S S N

1V:1 N N

11 S S

1:5 S S N ?
1:9 S S N

S- presente; N — ausente; n. amp. — ndo amplificado.
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Figura 7.7: Regides previamente mapeadas para l6cus de perda auditiva no cromossomo 14. Em vermelho esta indicada a regido do DFNA9, em laranja a regido

do DFNA 23, em azul a regido do DFNA53 e em verde a regido mapeada em nosso estudo.
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O produto do gene PTGDR é composto por 359 aminoacidos e sua expressao é
detectada apenas na retina e no intestino de humanos, apesar de possuir uma ampla
distribuicdo de sua expressdo pelos tecidos, em pequenas quantidades (Boie e col.,
1995). Quando ativado, os niveis intracelulares de CAMP se elevam e aumenta a
mobilidade de fons Ca** (Boie e col., 1995). O gene PTGER?2 é expresso no (tero, ileo,
coracdo, estdbmago e timo de camundongos (Sugimoto e Narumiya, 2007). O produto
do gene possui varias funcBes (a maioria relacionada a homeostase corporea), sendo
uma das principais funcbes a atuacdo em processos inflamatérios, ativando e
regulando o processo de edema (Sugimoto e Narumiya, 2007). No entanto, os estudos
de segregacdo ndo indicaram essas variantes como as provaveis responsaveis pelo
quadro.

No cromossomo 22, a variante rs80338828 no gene MYH9, que corresponde ao
DFNAL17, foi encontrada em 10 individuos afetados e em nenhum individuo normal. A
variante ndo foi encontrada nos 3 individuos de status duvidoso.

O lécus DFNAL17 foi mapeado previamente por Lalwani e col., 1999. O estudo
foi realizado em 18 individuos afetados por perda auditiva de heranga autossémica
dominante, com o inicio da perda auditiva ocorrendo em meédia aos 10 anos de idade
em altas frequéncias e evoluindo para um grau que varia de moderado a profundo a
partir dos 30 anos de idade. Os resultados de Lod Score de dois pontos obtidos
mostrou um valor igual a +3,98 para 0 marcador D225283. Lalwani e col., 2000
estudaram os genes localizados na regido mapeada por eles e identificaram o0 novo
gene de perda auditiva denominado MYH9. O gene MYH9 codifica uma miosina de
cadeia pesada gque tem funcdo relacionada a mobilidade das fibras de actina (Wilson e
col., 2010). Em um outro estudo, Hildebrand e col. (2006) identificaram a mesma
mutagdo no gene MYH9, identificada previamente por Lalwani e col. (2000), em uma
familia australiana afetada por perda auditiva de heranca autossbmica dominante, cujo
I6cus mapeado havia sido o DFNA17. Nessa familia, a idade média do inicio da perda

foi de 6 anos de idade, progredindo para uma perda grave a profunda a partir da
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segunda e/ou terceira década de vida. Outras mutacdes nesse gene ndo foram descritas
posteriormente na literatura.

A variante rs80338828 no gene MYH9 é a mesma ja descrita por Lalwlani e col.
(2000) e Hildebrand e col. (2006) e foi encontrada segregando com o fenotipo na
familia por nés estudada. O fendtipo nas familias previamente estudadas é semelhante
ao quadro de deficiéncia auditiva na familia 4. No entanto, a média da idade de
manifestacdo na familia é superior a observada nas familias descritas por Lalwlani e
col. (2000) e Hildebrand e col. (2006). A busca dessa variante no banco de dados 1000
genomes indicou que ela ndo ocorre em nenhuma das amostras. Através da analise do
possivel dano que essa variacdo possa causar na proteina, utilizando o programa
PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), verificou-se que a probabilidade
dessa variante ser patogénica é de 100%, o que sugere fortemente que ela seja, de fato,
patogénica e que seja a causa do fenétipo da familia por nos estudada.

Curiosamente, o gene considerado como o mais provavel a explicar o fen6tipo
ndo esta localizado na regido cromossémica cujo resultado de Lod Score foi 0 mais
alto obtido com a varredura gendmica por meio de arrays de SNPs. A varredura
gendmica inicial ndo incluiu os trés individuos de status duvidoso. Em vista desses
achados, novas hipdteses foram consideradas. Pode existir algum gene modificador
que esteja localizado no cromossomo 14 e que seja responsavel, pelo menos em parte,
pelo fendtipo nos 3 individuos de status duvidoso. De fato, um determinado alelo para
0 marcador D14S275 € herdado por esses trés individuos e por nove individuos
afetados pela surdez dominante, o que pode ter contribuido para o alto valor de Lod
Score obtido para o cromossomo 14 nessa familia. Estudos mais detalhados acerca
desses trés individuos de status duvidoso sdo necessarios para a compreensdo da perda
auditiva na familia, no sentido de explicar se, por ventura, alguma variante no
cromossomo 14 poderia contribuir como um modificador do efeito do gene principal,

que é provavelmente o MYH9.
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5.4. FAMILIA 5
Mutacdo no gene MYO3A (DFNB30) explica a perda auditiva

de heranca autossomica dominante em familia do Sudeste do

Brasil.

Resumo

Uma familia proveniente do estado de Sdo Paulo com muitos individuos afetados
por perda auditiva de heranca autossomica dominante foi averiguada em nosso centro
de pesquisa. Foram coletadas amostras de DNA de 45 individuos (14 afetados e 31
aparentemente normais). A varredura gendmica foi realizada com o auxilio da
tecnologia Affymetrix, utilizando arrays de SNPs de 50K (GeneChip® Human
Mapping K Array Hind 240) em amostras de 11 afetados. O célculo de Lod Score foi
realizado utilizando o modelo de heranca autossdmico dominante com penetrancia
completa e a frequéncia do alelo da doenca igual a 0,0001. N&o foi obtido nenhum
resultado de Lod Score superior a 1 apds o uso do programa Merlin. O sequenciamento
massivo em paralelo do exoma foi realizado com amostras de quatro individuos
afetados e foram identificadas 13 variantes em heterozigose, presente nos quatro,
candidatas a explicar o fendtipo. Duas das variantes foram selecionadas, inicialmente,
para estudos de segregacdo [MYO3A (NM_017433), ¢.T2090G:p.L697W, regido
cromossémica 10:26,414,513 e LONP2 (NM_031490), ¢.C1543T:p.Q515X, regido
cromossémica 16: 48,333,581]. O gene MYO3A ja foi identificado como mutado em
perda auditiva de heranca autossémica recessiva e corresponde ao I6cus DFNB30. Ja a
variante no gene LONP2 corresponde a uma mutacdo que acarreta codon de parada
prematuro. Foi observado que a variante no gene LONP2 ndo segrega com o fenotipo
na familia. O estudo da segregacdo da variante no gene MYO3A mostrou que essa
variante parece segregar com o fenétipo na genealogia, com exce¢do de um individuo
afetado que ndo a apresenta e de alguns individuos, que a apresentam, provavelmente
ndo-penetrantes. O produto do gene MYO3A € uma miosina ndo convencional que tem

funcdo relacionada a motilidade das fibras de actina. A variante ¢.T2090G no MYO3A

136



nunca foi descrita em casos de surdez e ndo esta presente nos bancos de dados 1000
genomes. MutacOes nesse gene foram relacionadas a perda auditiva recessiva e nao
dominante. Apesar dos indicios de que essa mutacao € a causa da deficiéncia auditiva,
mais estudos sdo necessarios para excluir o papel das demais variantes encontradas

apos analise do exoma na origem da surdez.
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Novel mutation on MYO3A (DFNB30) explains a non-
syndromic autosomal dominant form of hearing loss in a Brazilian
family.

Abstract

A family from the state of S&o Paulo presenting with autosomal dominant hearing
impairment was ascertained for mapping studies and 45 DNA samples were collected
(14 affected individuals and 31 unaffected individuals). Genomic scanning was
performed using the 50k microarray technology from Affymetrix (GeneChip® Human
Mapping K Array Hind 240) in 11 affected individuals. Multipoint Lod Scores were
calculated under an autosomal dominant inheritance model with complete penetrance
and a disease allele frequency of 0.0001. Marker allele frequencies were calculated
based on our own genotype data. Lod Scores did not exceed the value of +1.00, in any
of the autosomes. Exome sequencing was performed in samples from 4 affected
individuals and 13 variants were selected because they were in heterozygosis. Two
variants were initially selected for segregation studies [MYO3A (NM_017433),
€.T2090G:p.L697W, chromosome region 10:26,414,513 and LONP2 (NM_031490),
€.C1543T:p.Q515X, chromosome region 16: 48,333,581]. MYO3A was previously
identified as the cause of autosomal recessive hearing loss and corresponds to
DFNB30. The variant in LONP2 was selected because the mutation results in a
premature stop codon. The LONP2 variant does not segregate with the phenotype.
Segregation studies of MYO3A variant show that it segregates with the phenotype,
except for one affected individual who doesn’t have it and some possible non
penetrants that have it. MYO3A is an unconventional myosin that acts in actin motility.
The variant ¢.T2090G in MYO3A has never been described in hearing loss cases and
it is not found on the 1000 genomes database. Mutations in MYO3A were related to
autosomal recessive hearing loss and not to autosomal dominant hearing loss.
Additional studies are required to exclude the other variants as the cause of hearing

loss.
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5.4.1. Pacientes e Métodos
5.4.1.1. Pacientes
A familia 5 (Figura 3.5, pagina 42) foi averiguada em nosso servico de
aconselhamento genético, no IBUSP. A familia apresenta 30 afetados por perda
auditiva. A perda auditiva nessa familia é de heranca autossémica dominante com
penetrancia aparentemente completa.
5.4.1.2. Avaliacdo audiologica
As audiometrias tonais dos individuos dessa familia foram realizadas por
diferentes profissionais e instituicfes da cidade de S&o Paulo-SP e foram fornecidas
pelos préprios pacientes.
5.4.1.3. Estudos moleculares
Foram coletadas amostras de DNA de 45 individuos, dos quais 14 afetados
(propésito, 1V:5, V:1, V:7, V:13, V:14, V:15, V:16, V.20, V:22, V:24, V:26, V:30 e
V:31) e 31 fenotipicamente normais. O DNA das amostras dessa familia foi extraido
como o auxilio do equipamento Autopure LS (Gentra Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA). Os kits utilizados para a extracdo do DNA pela estagéo de extragédo
Autopure estdo descritos no capitulo 3.
5.4.1.3.1. Estudos de Ligagao
A varredura genémica foi realizada por meio da tecnologia Affymetrix com 0 uso
de “chips” de 50k, ou seja 50,000 SNPs (GeneChip® Human Mapping K Array Hind)
em amostras de 11 individuos afetados (propésito, 1V:5, V:1, V:7, V:14, V:16, V:20,
V:22,V:24,V:26 e V:30), conforme instrucdes do fabricante.
5.4.1.3.2. Célculos de Lod Score

Os dados dos gendtipos obtidos nos estudos de ligacdo foram organizados em

arquivos de analise de ligacdo pelo programa Alohomora (http://gmc.mdc-
berlin.de/alohomora/). Para os calculos de Lod Score de multiplos pontos foram
utilizados os programas MERLIN (Abecassis e col., 2002), com as frequéncias alélicas
calculadas pelo proprio software baseado nos gendtipos observados na familia, e

Allegro (http://www.decode.com/software/), com as frequéncias alélicas obtidas
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através de arquivos fornecidos pelo programa Alohomora. O programa MLINK do
pacote de programas FASTLINK (Lahtrop e col., 1985; Cottingham e col., 1993) foi
utilizado para a obtencéo do resultado de simulacdo do Lod Score maximo observavel
nessa familia. Foi considerada a penetrancia completa (100%) nos calculos de Lod
Score.

5.4.1.3.3. Array-CGH

A investigacdo das alteracfes cromossdmicas submicroscépicas foi realizada por

meio da técnica de Array-CGH. O experimento foi realizado utilizando amostra de um
individuo afetado (proposito). Foi utilizada a plataforma Agilent (Agilent
Technologies) contendo 180.000 oligonucleotideos.

5.4.1.3.4. Sequenciamento de Sanger

As sequéncias dos primers para sequenciamento dos exons contendo as variantes
dos genes MYO3A e LONP?2 estéo listadas na tabela 8.1. Os primers foram desenhados

com o auxilio do programa Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000).

Tabela 8.1 Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos exons que contém as variantes dos genes
MYO3A e LONP2.

Primers Sequéncia 5° — 3’
MYO3A-F TTCATTTTTGGGGAGTGACC
MYO3A-R GTAGACTTACATCACCTGACATTTGG
LONP2-F TGAACCTGAGAGGTGGAGGT
LONP2-R CTCAGTAAATACTCAAAAGTTGCCTG

5.4.1.3.5. Sequenciamento massivo em paralelo (sequenciamento de

nova geracao)

O sequenciamento de todo o exoma foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia Animal (ESALQ-USP, Piracicaba, SP, BR) sob responsabilidade do Dr.
Luiz Lehmann Coutinho. O preparo da biblioteca gendmica foi realizado no CEGH
utilizando os kits TruSeq Library preparation kit, TruSeq exome enrichment kit e
HiScan SBS kit (lllumina INC., San Diefo, CA, USA) conforme instru¢bes do
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fabricante. O exoma foi sequenciado com a plataforma Illumina Hiseq2000 (Illumina
INC., San Diego, CA, USA) no Laboratorio de Biotecnologia Animal.

A partir dos arquivos com os resultados gerados pelo sequenciamento massivo
em paralelo, a andlise bioinformatica foi realizada no CEGH, sob orientacdo do
pesquisador Guilherme Yamamoto, e consistiu nos seguintes passos:

1. Verificacdo da consisténcia dos arquivos (cujo tamanho varia de dezenas
a centenas de gigabytes) e célculo de estatisticas basicas como nimero de
sequéncias produzidas com 0 programa md5sum
(http://www.md5summer.org/).

2. Alinhamento das sequéncias das amostras a uma sequéncia referéncia do
genoma humano (Hgl19). Nesta etapa, a localizacdo de cada fragmento do
DNA sequenciado (reads) em relacdo ao genoma de referéncia é determinada.
Foi utilizado o programa BWA (http://bio-bwa.sourceforge.net/), que
considera a qualidade da sequéncia produzida para realizar a escolha de qual a
melhor posicao para alinha-la.

3. Recalibragem das sequéncias alinhadas: como o alinhamento é feito
sequéncia a sequéncia, torna-se necessario recalibrar o alinhamento realizado
na fase anterior, visto que, em algumas situacGes, diferentes sequéncias
oriundas da mesma regido cromossomica apresentam resultados ligeiramente
diferentes de mapeamento (devido a pequenas insercdes, delecbes ou
repeticbes no genoma alvo). A recalibragem pode ser considerada um
realinhamento, mas agora de forma contextualizada. Para tanto, foi utilizada a
ferramenta GATK (http://www.broadinstitute.org/gatk/).

4. A partir do melhor alinhamento possivel foi realizada uma genotipagem
da amostra, que consiste em determinar, com bases estatisticas, todos 0s
alelos do genoma da amostra (as bases de cada par em uma dada posi¢do no
cromossomo). Esta etapa identifica SNPs e Indels (insercdes e dele¢bes) e foi
realizada com a utilizacdo do programa GATK. Em uma outra etapa desse

processo, 0 programa Pindel (https://trac.nbic.nl/pindel/) foi utilizado para
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identificacdo de CNVs (Copy Number Variations - duplicacbes e grandes
delecdes gendmicas).

5. Recalibragem da genotipagem: os gendtipos foram recalibrados com o
uso de outros parametros (ndo somente os dados do alinhamento), como
dados populacionais. Falsos positivos foram detectados e sinalizados para
serem descartados. Novamente, mddulos do programa GATK realizaram esta
tarefa para SNPs e Indels. CNVs identificados ndo sdo recalibrados e passam
diretamente para a proxima etapa da analise.

6. Anotacdo dos gendtipos variantes detectados: esta etapa consiste em (a)
anotar as variantes encontradas (com Annovar,
http://www.openbioinformatics.org/annovar/); (b) filtrar de acordo com
bancos publicos de variantes (por exemplo, os do projeto 1000 genomes); e
(c) estimar o efeito de cada variante na funcdo da proteina em decorréncia da
mudanca do aminodcido com os programas SIFT (http:/sift.jcvi.org/),
PolyPhen2  (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e  MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/).

7. Priorizacdo das variantes candidatas: com a base de dados gerada a partir
das etapas anteriores, o pesquisador decide os critérios considerar para
priorizar algumas variantes. Nesse caso, foram priorizadas variantes em
heterozigose presentes nos 4 afetados, mas todos os genes ja identificados

correspondentes a DFNAs e DFNBs foram analisados.

5.4.2. Resultados

5.4.2.1. Avaliacdo Audioldgica

A perda auditiva nessa familia é neurossensorial, ndo sindrémica, variando de

moderada a profunda. A penetrancia da perda auditiva nessa familia é aparentemente

completa. O resumo dos resultados das audiometrias tonais de alguns individuos dessa

familia estd mostrado na Figura 8.1.

A idade meédia de manifestacdo da perda auditiva nos individuos da familia € de

36,5 anos, variando desde 28 anos de idade a 47 anos.
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5.4.2.2. Estudos Moleculares
5.4.2.2.1. Mutacoes excluidas

MutacOes frequentemente associadas com perda auditiva foram excluidas como
sendo a causa da perda auditiva nessa familia. As mutacfes ¢.35delG e ¢.167delT
presentes no gene GJB2, delGJB6 (D13S1830) e delGJB6 (D13S1854), a mutacdo
mitocondrial m.A1555G e outras mutac6es na regido de cddigo do gene GJB2 foram
excluidas no propdsito. A mutacdo ¢.35delG foi excluida nos demais afetados.

5.4.2.2.2. Array-CGH

Foi realizada a investigacdo de alteragfes cromossémicas submicroscopicas por

meio do array-CGH no proposito. No entanto, nenhuma alteracdo foi verificada.

5.4.2.2.3. Estudos de Ligacdo e Célculos de Lod Score

A varredura genémica foi realizada com DNA de 11 individuos afetados por
perda auditiva (proposito, 1V:5, V:1, V:7, V:14, V:16, V:20, V:22, V:24, V:26 e
V:30). O programa Merlin foi utilizado para célculos de Lod Score de mdultiplos
pontos. No entanto, devido as limitagdes do programa, os célculos ndo puderam ser
realizados com a genealogia completa. Foi feita uma tentativa de céalculo dividindo-se
a genealogia em trés subpedigrees (subpedigree 1 foi composto pelos individuos V:1,
V:14, V:20 e V:26; o subpedigree 2 foi composto pelo propésito e pelos individuos,
IV:5, V:16 e V:30; o subpedigree 3 foi composto pelos individuos V:7, V:22 e V:24).
Nao foram encontrados valores iguais ou superiores a +2,00 (Figura 8.2) somando-se
0s Lod Scores dos trés subpedigrees. Um segundo calculo de Lod Score de multiplos
pontos foi realizado utilizando o programa Allegro. No entanto, nenhum resultado de
Lod Score observado foi superior a +1,00 (Figura 8.3). O valor de Lod Score maximo

para essa familia poderia chegar a +4,43, valor calculado por meio de simulacéo.
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Figura 8.2: Resultados de Lod Scores de multiplos pontos obtidos com resultados de Arrays de SNPs, para cada autossomo, calculados pelo programa Merlin. As linhas
horizontais de coloragédo cinza claro em cada gréafico indicam os valores convencionais para exclusdo de ligacao (-2.00) e de ligagdo significativa (+3.00). Coluna da esquerda:
Subpedigreel; Coluna central: Subpedigree 2; Coluna da direita: Subpedigree 3.
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Figura 8.3: Resultados de Lod Scores de multiplos pontos obtidos com resultados de Arrays de SNPs,
A) Subpedigree 1; B) Subpedigree 2; C) Subpedigree 3.

para cada autossomo, calculados pelo programa Allegro.
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5.4.2.2.4. Sequenciamento massivo em paralelo

O sequenciamento massivo em paralelo foi realizado utilizando a plataforma
[llumina Hiseq 2000 (Illumina INC., San Diego, CA, USA ) que permitiu a geracéo de
80.200.676 reads de 99 bp cada, gerando uma cobertura aproximada de 124X para um
exoma que cobre cerca de 64 Mbp. A versao atual do genoma de referéncia (hg19) foi
utilizada no alinhamento dos reads.

Para reduzir selecionar as variantes candidatas foi levada em conta a ocorréncia
das variantes presentes em uma amostra de 19 individuos brasileiros, do CEGH com o
exoma sequenciado.Foram observadas 85.065 variantes ao todo (mutagdes de sentido
trocado, mutacGes de codon de parada prematuro, mutacdes de perda de codon de
parada, mutacdes de mudanca na matriz de leitura e uma mutacao cujo significado no
transcrito ainda € incerto), nessa amostra. Era esperado que a variante candidata
ocorresse somente nos membros da familia sequenciados, ou seja, somente quatro
vezes. Excluimos como candidatas todas as variantes que ocorreram cinco ou mais
vezes nessa amostra. Dessa exclusdo, restaram 13 variantes (11 de sentido trocado,
uma de cddon de parada prematuro e uma cujo significado no transcrito ainda é
incerto). Além disso, a frequéncia das variantes selecionadas foi observada nos 1000
genomes e foram mantidas as variantes cujas frequéncias eram inferiores a 1%,
mantendo o nimero de variantes a um total de 13 (Tabela 8.2). Dessas 13 variantes
detectadas, duas foram selecionadas para estudos de segregacdo por sequenciamento
de Sanger nas amostras de DNA dos individuos da familia:

e . T2090G: p.L697W 10: 26,414,513 no gene MYO3A (NM_017433).
e C.C1543T: p.Q515X 16: 48,333,581 no gene LONP2 (NM_031490).

O gene MYO3A ja foi relacionado a perda auditiva. A variante no gene LONP2
foi selecionada por se tratar de uma mutacao sem sentido.

Foi realizado o sequenciamento de Sanger da variante no gene LONP2 e foi
observado que essa variante ndo segrega com o fenétipo na familia (Tabela 8.3). O

produto desse gene é uma protease que media a degradacéo seletiva de polipeptideos
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mal  posicionados e mal organizados na matriz do  peroxisomo
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LONP2&search=lonp2).

Foi realizado o sequenciamento de Sanger da variante no gene MYO3A nos
demais membros da familia e foi verificado que ela aparentemente segrega com o
fendtipo, com excecdo de um individuo afetado que ndo a possui e de alguns

individuos fenotipicamente normais que a apresentam (Tabela 8.3).

Tabela 8.2: Variantes cuja frequéncia no banco de dados 1000 genomes sdo inferiores a 1%, presentes em

heterozigose nos 4 individuos afetados testados da familia.

Genes Variantes Cromossomo
SEC22B Significado incerto no transcrito 1
SELP NM_003005:¢.G170A:p.R57H 1
LHX4 NM_033343:¢c.T81C:p.1271 1
LSM6 NM_007080:c.A225T:p.T75T 4
TBX18 NM_001080508:c.G405A:p.S135S 6
DNAH11 NM_003777:c.A8044G:p.12682V 7
MYO3A  NM_017433:¢c.T2090G:p.L697W 10
OVCH1 NM_183378:¢.C1111T:p.R371C 12
INOSOE NM_173618:¢.C299T:p.P100L 16
SLC5A2  NM_003041:c.A1961G:p.N654S 16
LONP2 NM_031490:¢c.C1543T:p.Q515X 16
MC1R NM_002386:c.G425A:p.R142H 16
HDAC10 NM_001159286:¢c.T926C:p.L309P 22

5.4.3. Discussao
O sequenciamento de todo o exoma identificou 13 genes e suas variantes como as

candidatas a explicar o fenotipo na familia e duas variantes foram selecionadas para
estudos de segregacdo em uma primeira etapa.

Os estudos de segregacdo permitiram a exclusdo da variante no gene LONP2
como sendo a causa do fenotipo (Tabela 8.3).

A variante do gene MYO3A foi selecionada por se tratar de um gene ja
relacionado a perda auditiva. Observou-se que a variante parece segregar com o
fenotipo na familia, com excecdo de um individuo afetado que néo a possui e de sete
individuos normais que a apresentam (Tabela 8.3). Entre os sete individuos

supostamente normais, uma delas (com 28 anos) tem status duvidoso (VI:1) pois tem
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queixa mas nunca realizou avaliacdo audioldgica. Dentre os seis restantes, ha

individuos com idades entre 12-28 que poderiam ndo ter ainda manifestado o quadro.

Mas ha dois individuos com 39 e 58 anos, que herdaram a mutacdo e ndo tem

sintomas, poderiamos supor que sdo individuos ndo penetrantes. A variante ainda ndo

foi testada em nossa colecdo de amostras de 47 probandos afetados por surdez de

heranca autossdmica dominante, nem nas amostras de familias com surdez recessiva.

Tabela 8.3: Segregac¢do das variantes dos genes MYO3A e LONP2 na familia 5.

MYO3A (c.T2090G)

LONP2 (C1543T)

IV:5 S
V:l
Propésito
V7
V:13
V:14
V:15
V:20
V:22
V:24
V:26
V:30
V:31

N

AFETADOS

V.7
V5
V:8
V:10
V:18
V:21
V:25
V:27
V:28
VI:1*
VI:2
VI:3
VI:4
VI:5
VI:6
VI:7
VI8
VI:9
VI:10
VIl
VI:13
VI:14
VI:15
VI:16
Vi1

Z2Z 00 nZ2Z2Z2Z0nZ2Z2Z2ZZ2ZZ2Z0V0nIZ2Z2ZZ2ZZ2Zn0nZ2Z2ZZ2ZZZ2Z00000000n0n0non

nNZZnZzwnzzzZ2222Z2Z22n22Z2Z2Z22n0n2Z2Z2ZnnnZ2Z2ZnZ2ZZ2Z00n0n0n

NORMAIS

S- presente; N - ausente.

* Individuo relatou problemas auditivos. No entanto ndo contamos com resultados de avaliagdo

audiologica.
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O produto do gene MYO3A € uma miosina ndo convencional que participa na
formacdo das fibras motoras de actina (Dose e Burnside, 2000) e foi mapeado
previamente no lécus DFNB30 por Walsh e col. (2002). Walsh e col. (2002)
estudaram uma familia de judeus que apresentava trés geragdes de individuos afetados
por perda auditiva de heranga autossomica recessiva, cuja idade de manifestacdo
média foi a partir da segunda década de vida, afetando a audicdo somente em altas
frequéncias e ap6s a quinta década de vida, afetava a audi¢do em frequéncias médias e
baixas. Foram identificadas 3 mutacdes no gene MYO3A que segregavam com O
fendtipo na familia: uma mutacdo sem sentido originando uma proteina truncada, uma
mutacdo no sitio aceptor de splicing do intron 17 que acarreta na dele¢do do exon 18
(formacdo de uma proteina truncada) e uma mutacdo no sitio aceptor de splicing do
intron 8 que resultou em um RNA mensageiro instavel (Walsh e col., 2002). Néo
foram encontrados dados sobre as frequéncias das mutagcbes encontradas por Walsh e
col. (2002) no banco de dados 1000 genomes. Todos os afetados tinham pelo menos
duas dessas mutacdes, alguns eram homozigotos e outros heterozigotos compostos.
Em camundongos, o gene MYO3A é expresso na coéclea, sendo relacionado ao
desenvolvimento das células ciliadas no inicio da vida do camundongo (Lelli e col.,
2009).

O padrdo de heranca na familia por nds estudada ¢ dominante e o padrdo da
familia estudada por Walsh e col. (2002) € o recessivo. Curiosamente, o inicio da
perda auditiva somente se deu na segunda década de vida nos membros de ambas as
familias, apesar da diferenca no mecanismo de heranca.

Mutagdes no gene MYO3A nunca foram associadas a perda auditiva dominante e
apos o trabalho de Walsh e col. (2002), Choi e col. (2013) identificaram duas variantes
no gene MYO3A em familias de afetados por surdez recessiva. Choi e col. (2013)
estudaram 145 probandos de familias afetadas por perda auditiva por meio do painel
de sequenciamento massivo de 80 genes de surdez ja conhecidos. Foram identificadas,
no gene MYO3A, uma variante missense e uma variante do tipo de inser¢do. N&o foram

encontradas essas duas variantes no banco de dados 1000 genomes.
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S80 necessarios outros estudos para confirmar o papel dessa variante em
heterozigose na perda auditiva de herancga autossomica dominante. Em virtude desses
achados, algumas hipoteses foram levantadas. Poderia ser aventado que a perda
auditiva nessa familia decorre de heranca digénica e uma segunda variante em outro
gene seria necessaria para desencadear o fenotipo. Existem trés variantes (uma de
significado desconhecido e duas missense) localizadas no cromossomo 1 e quatro
variantes (uma no LONP2 e trés missense em outros genes) localizadas no
cromossomo 16 (Tabela 8.2) que poderiam ser herdadas em bloco e contribuir com o
fendtipo.

Novos ensaios estdo em planejamento para estudar a segregacdo das demais
variantes na familia. Estudos de expressdo génica sdo necessarios para confirmar o
papel da variante no gene MYO3A na perda auditiva de heranca autossomica
dominante. Estudos de segregacdo das demais variantes identificadas, principalmente
as dos cromossomos 1 e 16, serdo realizados em breve com a finalidade de testar a
hipdtese de heranca digénica ou de outra variante ser, de fato, a responsavel pelo

quadro.
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Capitulo 6

Consideracoes Finais

Nesse estudo, pudemos evidenciar o excelente potencial das familias brasileiras
em revelar novos genes ou NnOvVos mecanismos mutacionais que levam a surdez. No
entanto, para estudos de mapeamento sejam efetivamente conduzidos, é necessario que
alguns critérios sejam satisfeitos: As familias devem ser grandes, com muitos
individuos afetados e distribuidos em varias geragdes; o diagnostico clinico de cada
individuo da familia deve ser feito com muita precisdo, a fim de evitar classificacdo
errada no que diz respeito a presenca ou tipo de afeccdo; deve-se levar em
consideracdo a possibilidade de ocorrer heterogeneidade de alelo e/ou de lécus; a
penetrancia deve ser corretamente calculada, o que pode ser dificil se houver
dificuldade na avaliacéo clinica dos individuos.

Na primeira familia, a falta de informacdes clinicas dificultou o diagndstico
molecular pois, em um primeiro momento, ndo tinhamos resultados de exames que
indicassem que a perda era condutiva e sindrémica. Além disso, o sequenciamento de
Sanger ndo mostrou a mutacdo, ainda que o gene candidato fosse o correto. A mutacao
somente foi identificada apds a utilizacdo da técnica de array-CGH.

Na familia 4, duas regides candidatas foram sugeridas pelos estudos de varredura
gendmica e de célculo de Lod Score. Curiosamente, a mutacdo responsavel ndo estava
presente na regido de Lod Score mais alto. Havia, também, aparente heterogeneidade
na gravidade dos fenétipos e que se traduziu, na pratica, na deteccdo de trés
fenocdpias.

Na familia 5, as analises de ligacdo para 0 mapeamento de regides candidatas
foram muito prejudicadas devido a estrutura da genealogia da familia. Os programas
de analise de ligacdo ndo conseguiram processar os dados do pedigree completo. O
exoma foi, portanto, realizado em amostras de quatro individuos afetados e, por isso,
conseguimos restringir a quantidade de variantes candidatas a explicar o fenotipo na
familia a 13, nimero muito maior do que nos casos das familias onde houve sucesso

na analise de ligacao.
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Em resumo, os estudos que incluiram sequenciamento massivo em paralelo de
todos os exons permitiram identificar mutag6es em dois genes ja conhecidos e em dois
genes provavelmente novos, que sdo 0s mais provaveis a explicar a perda auditiva em
quatro das familias, em um periodo muito curto de tempo, em comparacdo com a
busca classica de genes candidatos adotada previamente. Podemos considerar que, a
unido das metodologias de analise de ligagdo com as tecnologias de sequenciamento
massivo em paralelo foram de grande valia nesse estudo. Por fim, a associacdo de
estudos de ligacdo com array-CGH permitiu identificar um novo mecanismo de

mutacdo na sindrome BOS.
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Capitulo 7.

Conclusofes

O estudo molecular das cinco familias com surdez de heranca autossdmica
dominante permitiu as seguintes conclusdes, resumidas nos paragrafos a seguir:

Na familia 1 foi identificada uma grande duplicacdo nédo descrita no gene EYAL,
associada a sindrome BOSL1.

Na familia 2, a varredura genémica com o uso de marcadores moleculares do
tipo microssatélites e os resultados dos célculos de Lod Score mapearam uma regido
no cromossomo 3 como a candidata a conter o gene responsavel pela surdez na
familia. Os estudos de sequenciamento massivo em paralelo seguidos por
sequenciamento de Sanger permitiram que fosse identificada uma variante (c.C28T )
no gene PLS1 como sendo a mais provavel causa da perda auditiva na familia. Por se
tratar de um gene nunca antes associado a perda auditiva, sdo necessarios estudos de
mais familias e ensaios funcionais, para confirmar o papel desse gene na perda
auditiva.

Na familia 3, a varredura genémica com o uso de arrays de SNP e os resultados
dos calculos de Lod Score mapearam uma regido no cromossomo 20 como candidata a
conter o gene responsavel pela surdez na familia. Os estudos de sequenciamento
massivo em paralelo seguidos por sequenciamento de Sanger permitiram que fosse
identificada uma variante (c.C2195G) no gene NCOA3 como sendo a mais provavel
causa da perda auditiva na familia. Por se tratar de gene nunca antes associado a perda
auditiva, também sdo necessarios estudos com outras familias e ensaios funcionais,
para confirmar o papel desse gene na perda auditiva.

Na familia 4, a varredura gendmica com o uso de arrays de SNP e os resultados
dos célculos de Lod Score mapearam duas regifes uma no cromossomo 14 e outra no
cromossomo 22, como as candidatas mais provaveis a conter o gene responsavel pela
surdez na familia. Os estudos de sequenciamento massivo em paralelo seguidos pelo
sequenciamento de Sanger permitiram que fosse identificada uma variante no gene

MYH9 (DFNA17) como sendo a provavel causa da perda auditiva na familia. A
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variante rs80338828 ja foi associada a perda auditiva em dois outros estudos. Em vista
desses achados, atribuimos a perda auditiva nessa familia a essa variante.

Na familia 5, a varredura genémica com o uso de arrays de SNP e os resultados
dos célculos de Lod Score ndo permitiram mapear nenhuma regido candidata a conter
0 gene responsavel pelo fenotipo devido a dificuldades computacionais. No entanto, o
sequenciamento massivo em paralelo seguido do de Sanger permitiu a identificacdo de
uma variante no gene MYO3A como sendo a mais provavel candidata a explicar o
fenotipo na familia. O gene MYO3A corresponde ao DFNB30 e mutacBes nesse gene
somente foram associadas a perda auditiva de heranca autossémica recessiva. Apesar
do padrdo de heranca da familia por nés estudada ser o dominante, esse gene
permanece como sendo o melhor candidato a explicar a perda auditiva na familia por
sua prévia associagdo com quadros de surdez. No entanto, o papel de outras variantes

candidatas ndo pode ser completamente descartado.
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Apéndice

Apéndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido para maiores de 18 anos.

Universidade de Sao Paulo

Instituto de Biociéncias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(maiores del8 anos)

ESTUDO: Mapeamento de novos genes e identificacéo de mutagbes na surdez

ndo-sindromica.

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém todas as informagdes

necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragéo neste estudo serd de muita importdncia para nés.

Eu, (inserir o nome, profissdo, residente e domiciliado na

..................................... , e inscrito no CPF/MF............................. nascido(a) em /
/ , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontdnea vontade em participar do
estudo “Mapeamento de novos genes e identificacdo de mutagcoes na surdez néo-

sindrémica.” , e esclareco que obtive todas as informacdes.

Estou ciente que:
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1)
10

V)

V)

VI)

Vi)

Vi)

O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas de
algumas doengas hereditarias como a “surdez néGo-sindrémica” que é um defeito do
sistema auditivo.

Serd feita a coleta de 10 ml. de sangue.

Essa coleta serd feita apenas para este estudo e em nada influenciard o meu
tratamento; ndao vai me curar; ndao vai me causar nenhum problema, exceto o
pequeno incomodo de dor no momento da coleta (introducdo da agulha para
retirada do sangue).

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagao;

A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar fisico. Nao
vird interferir no atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo
gue sejam divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo
sejam mencionados;

Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados, ao final desta pesquisa

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Caso tenham sido tiradas fotografias,

( ) concordo que sejam incluidas em publicac¢des cientificas, se necessario
( ) concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saude

( ) ndo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicacdo ou

apresentacao.

IX)

O material colhido sera armazenado por um tempo considerado necessario para a
identificacdo e caracterizacdo do gene e de sua mutagdo e/ou mecanismo genético

responsavel pela doenca observada na sua familia.
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S3o Paulo, de de 2009

PartiCiPANEE: .. e et e et e e e e e e s st e e et e e e aeeeeens

Pesquisador Responsavel pelo Projeto:

Vitor de Gées Lima Dantas

Bidlogo

Telefone para contato: (11) 3091-7478

Pesquisador e instituicdo responsaveis pelas amostras de DNA:

Dra. Regina Célia Mingroni Netto
CRBio/SP 10.238-01
Depto de Genética e Biologia Evolutiva

Instituto de Biociéncias — USP
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Apéndice 2. Termo de consentimento livre e esclarecido para menores de 18 anos.

Universidade de Sao Paulo

Instituto de Biociéncias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Mapeamento de novos genes e identificacGo de mutagdes na surdez

ndo-sindromica.

Seu (Sua) filho(a) estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém todas as informagées

necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo neste estudo serd de muita importdncia para nés.

abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que meu (minha) filho(a)

................................................................ nascido(a) em / / , participe

do estudo “Mapeamento de novos genes e identificagdo de mutagbes na surdez ndo-

sindrémica.”, e esclarego que obtive todas informagdes necessarias.

Estou ciente que:
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IX)

X)
XI)

XI1)

XI1)

XIV)

XV)

XVI)

O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas de
algumas doengas hereditdrias como a “surdez néGo-sindrémica” que é um defeito do
sistema auditivo.

Serd feita a coleta de 10 ml. de sangue.

Essa coleta sera feita apenas para este estudo e em nada influenciard no tratamento
de meu (minha) filho(a); ndo vai curd-lo (a); ndo causara nenhum problema, exceto a
dor da picadinha da agulha no local da coleta;

Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacao;

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem ao(a) meu (minha) filho(a), e
sem que venha interferir no atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo
que sejam divulgados em publica¢des cientificas, desde que nem o meu nome nem o
de meu filho sejam mencionados;

Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
( ) Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Caso tenham sido tiradas fotografias,

( ) concordo que sejam incluidas em publica¢des cientificas, se necessario
( ) concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saude

( ) ndo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicacdo ou

apresentacao.

XVII)

O material colhido serd armazenado pelo tempo considerado necessario para a
identificacdo e caracterizacdo do gene e de sua mutacdo e/ou mecanismo genético

responsavel pela doenca observada na sua familia.

Sao Paulo, de de 2009.
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Pesquisador Responsavel pelo Projeto:

Vitor de Gées Lima Dantas

Bidlogo

Pesquisador e instituicdo responsaveis pelas amostras de DNA:

Dra. Regina Célia Mingroni Netto
CRBio/SP 10.238-01
Depto de Genética e Biologia Evolutiva

Instituto de Biociéncias - USP

Telefone para contato: (11)3091-7478
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