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RESUMO

Surdez e perda auditiva sdo termos utilizados para designar disturbios da
audicdo, o tipo de deficiéncia sensorial mais frequente em humanos e decorrente de
alteracdes genéticas em cerca de 50% dos casos. A heterogeneidade de l6cus, de alelos e
de manifestac@es fenotipicas na surdez é impressionante. O l6cus DFNB1, que contém os
genes GJB2 e GJB6, é responsavel por cerca de 40% dos casos de surdez ndo-sindrémica
de origem genética, porém, variantes patogénicas em cerca de 150 genes sdo descritas
como causa de surdez, que pode ser sindrébmica ou ndo-sindrdbmica. Por permitirem o
sequenciamento simultdneo de diversos genes em uma mesma analise, as técnicas de
sequenciamento de nova geracao tém sido empregadas para o diagndstico molecular de
condicdes geneticamente heterogéneas, incluindo a surdez. O objetivo desse estudo foi
contribuir para o estudo da heterogeneidade genética da surdez por meio do
sequenciamento de nova geracdo de um painel com 99 genes relacionados a perda
auditiva. Individuos ndo aparentados de 91 familias brasileiras, com provavel causa
genética de surdez, foram avaliados com o intuito de identificar as causas moleculares da
surdez, detectar novas variantes e promover aconselhamento genético das familias
participantes do estudo. Variantes provavelmente causais foram detectadas em 41 dos 91
probandos analisados (45,1%), dos quais 34 (37,4%) apresentaram variantes patogénicas
ou provavelmente patogénicas. Nos outros 7 casos, foram detectadas variantes de efeito
desconhecido com alto elevado potencial de explicar a perda auditiva dos probandos. As
taxas de detecgdo nos casos de provavel surdez sindrémica foram de 44,4% no grupo com
suspeita de sindrome de Waardenburg (4 de 9 casos) e de 61,5% no grupo com suspeita
de sindrome de Usher (8 de 13 casos). Nos casos de surdez ndo-sindrémica, as taxas de
deteccdo foram de 53,9% no grupo com provavel surdez autossdmica dominante, 35,1%
no grupo com provavel surdez autossémica recessiva e de 45,0 % no grupo com mais de
um mecanismo de heranga possivel. Das 43 variantes classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas detectadas nesse estudo, 15 nunca haviam sido descritas.
Contribuic@es cientificas importantes foram obtidas com a identificacdo de uma nova
variante de perda de funcdo no gene CEACAM16 como causa de surdez ndo-sindromica
autossdmica recessiva e com a confirmacédo de uma variante no gene MYO3A como causa
de surdez ndo-sindrémica autossémica dominante, recém-descrita em familias brasileiras.

Os resultados obtidos permitiram concluir que o sequenciamento de nova geracdo de
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paineis multigénicos € uma estratégia eficaz para o estudo da heterogeneidade genética
da surdez, contribuindo para a deteccdo de novas variantes, ampliando o conhecimento
cientifico a respeito dos genes analisados, e para 0 aconselhamento genético dos

individuos estudados e seus familiares.

11



ABSTRACT

Deafness and hearing loss are terms used to describe hearing disorders, the most
common type of sensory impairment in humans, which occurs due to genetic alterations
in about 50% of cases. The heterogeneity of locus, alleles and phenotypic manifestations
of deafness is striking. The DFNB1 locus, which contains the genes GJB2 and GJB6, is
responsible for about 40% of cases of non-syndromic genetic hearing loss, but pathogenic
variants in near 150 genes are described as causing deafness, which may be syndromic
or non-syndromic. By allowing the simultaneous sequencing of several genes in the same
analysis, next-generation sequencing techniques have been employed for the molecular
diagnosis of genetically heterogeneous conditions, including deafness. The aim of this
study was to contribute to the study of the genetic heterogeneity of deafness employing
the next-generation sequencing of a panel with 99 genes related to hearing loss.
Individuals from 91 unrelated Brazilian families, with a probable genetic cause for
deafness, were evaluated with the purpose of identifying the molecular causes of
deafness, to detect new variants and to provide genetic counseling toO the families
enrolled in the study. Probably causal variants were detected in 41 of the 91 probands
analyzed (45.1%), of which 34 (37.4%) had pathogenic or likely pathogenic variants. In
the other 7 cases, variants of unknown significance with high potential to explain the
hearing loss were detected. Detection rates in cases of probable syndromic deafness were
44.4% in the group with suspected Waardenburg syndrome (4 of 9 cases) and 61.5% in
the group with suspected Usher syndrome (8 of 13 cases). In cases of non-syndromic
deafness, detection rates were 53.9% in the group with probable autosomal dominant
inheritance, 35.1% in the group with probable autosomal recessive inheritance and 45.0%
in the group with more than one possible mechanism of inheritance. Among the 43
variants classified as pathogenic or probably pathogenic detected in this study, 15 had
never been described. Important scientific contributions were obtained such as the
identification of a novel loss-of-function variant in the CEACAM16 gene as causing
autosomal recessive non-syndromic deafness and the confirmation of a recently described
variant in the MYO3A gene as causing autosomal dominant non-syndromic deafness in
Brazilian families. The results obtained allowed us to conclude that next-generation
sequencing of multigenic panels is an effective strategy for the study of the genetic

heterogeneity of deafness, contributing to the detection of new variants, expanding
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scientific knowledge about the genes analyzed, and also to the genetic counseling of the

individuals studied and their relatives.
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1. Introducéo

1.1 Caracterizacdo clinica, etiolégica e populacional da surdez

Percepcdo sonora é o papel fundamental das estruturas que fazem parte do
sistema auditivo. As ondas sonoras que se movimentam no ar sdo conduzidas pela orelha
externa até as estruturas internas do aparelho auditivo, onde células especializadas
transformam a energia mecénica em estimulos nervosos enviados ao cérebro pelo nervo
auditivo (Raviv, Dror, & Avraham, 2010)

Os termos “perda auditiva” e “deficiéncia auditiva” sao comumente utilizados
para designar limiares de audigdo considerados maiores que 0s normais, que acarretam
prejuizo na capacidade auditiva. O termo “surdez” costuma ser associado a perdas graves
e profundas (Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010). Nessa disserta¢do os termos serdo
utilizados de maneira intercambiavel para se referir a qualquer prejuizo detectavel na
capacidade auditiva, independentemente do grau.

A audicdo € critica para o desenvolvimento da fala e da linguagem, bem como
para a comunicacdo e o aprendizado. Individuos afetados pela surdez estdo sujeitos a
impactos em sua qualidade de vida, incluindo distirbios emocionais decorrentes das
sensacdes de soliddo, isolamento e frustracdo (WHO, 2018)

As perdas auditivas constituem um tipo de deficiéncia sensorial muito comum
em humanos. Em 2012, a Organizacdo Mundial da Saude publicou relatério no qual se
estimou em 360 milhdes - pouco mais de 5,3% da populacdo mundial - 0 nimero de
individuos afetados por esta condi¢do, dos quais 32 milhdes eram criangas (WHO, 2017).
Em paises desenvolvidos, estima-se que entre 1 e 2 a cada 1.000 nascidos vivos
apresentem perda auditiva detectavel (Morton & Nance, 2006). No Brasil, tem sido dificil
obter estimativas populacionais precisas a respeito da incidéncia de surdez, mas o censo
de 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontou que cerca de
5,1% dos individuos da populacdo brasileira tém algum grau de deficiéncia auditiva. Em
um estudo que avaliou resultados da triagem auditiva neonatal na cidade de Sdo Paulo
(Manzoni, Ferreira, Almeida, & Tedesco, 2016), foi descrito que a estimativa de surdez
ao nascimento na cidade foi a mesma encontrada em paises desenvolvidos —entre 1 e 2 a
cada 1.000 nascidos vivos.

Existem diferentes critérios para classificar as manifestacGes clinicas da surdez.
Quanto aos tipos, pode ser: condutiva, quando decorrente de anormalidades estruturais na

orelha externa ou ossiculos da orelha média; neurossensorial ou sensorioneural, quando
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decorrente de disfuncdes de estruturas sensoriais internas do aparelho auditivo ou
decorrente de disfungdes do sistema nervoso; mista, quando ha uma combinacdo de
caracteristicas condutivas e neurossensoriais. Quanto a idade de manifestacdo dos
sintomas, €é classificada como pré-lingual, quando se manifesta antes do desenvolvimento
da fala, e como poés-lingual, quando depois. Pode ser unilateral, bilateral, simétrica ou
assimétrica. Quanto a evolucdo, pode ser estacionaria ou progressiva (Alford et al., 2014;
Smith et al., 2010).

Os limiares auditivos sdo medidos em decibeis (dB). O limiar igual a 0 dB
representa o nivel no qual um individuo normal escuta um determinado som em um teste
auditivo em 50% das vezes. Existem pequenas diferencas entre os sistemas de
classificacdo de gravidade da surdez descritos por diferentes autores. O sistema proposto
por Clark (1981) é comumente utilizado, inclusive adotado como referéncia pela
American Speech-Language-Hearing Association, e delimita as seguintes categorias:
perdas leves com limiares entre 16 e 40dB; perdas moderadas com limiares entre 41 e
55dB; perdas moderadamente graves com limiares entre 56 e 70 dB; perdas graves com
limiares entre 71 e 90dB e perdas profundas com limiares iguais ou superiores a 91dB.

A surdez tem etiologia muito heterogénea, pode ser causada por fatores
ambientais, genéticos ou uma combinacdo de ambos. Em recém-nascidos e criangas, a
maioria dos casos de surdez congénita e que se manifesta posteriormente séo decorrentes
de doencas infecciosas, como a toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus e herpes no
periodo pré-natal, e, principalmente, pela meningite no periodo pés-natal (Smith, Bale, &
White, 2005; Smith et al., 2010). Prematuridade e certas condi¢6es no periodo neonatal,
como a hiperbilirrubinemia, por exemplo, aumentam o risco de manifestagdo da surdez
(Smith et al., 2005).

A incidéncia de surdez por doencas infecciosas em paises desenvolvidos tem
caido gracas aos programas de imunizacao e progressos no cuidado neonatal. Atualmente,
a infecgdo congénita por citomegalovirus (CMV) € a causa mais comum de surdez
adquirida em neonatos neses paises (Goderis et al., 2014). Nos Estados Unidos, estima-
se que a infecgdo congénita por CMV atinja cerca de 40.000 nascidos vivos por ano.
Cerca de 90% dos recém-nascidos infectados ndo apresenta sinais clinicos detectaveis ao
nascimento, porém, em aproximadamente 2,5% deles, verifica-se a surdez ao nascimento
e, uma vez que a surdez decorrente da infeccdo por CMV apresenta evolugdo progressiva,
até 10% dos infectados apresenta surdez ao longo da infancia (Dollard, Grosse, & Ross,
2007; Morton & Nance, 2006; Yamamoto et al., 2011).
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A manifestacéo clinica da surdez em adultos decorre frequentemente de fatores
ambientais, sobretudo associada aos efeitos do envelhecimento e da exposi¢do ao ruido
(Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010). Ha evidéncias de que fatores genéticos
interfiram tanto na gravidade como na idade de aparecimento dos quadros de surdez em
adultos, indicando uma complexa interacao entre fatores ambientais e genéticos que ainda
n&o foi totalmente esclarecida (Yamasoba et al., 2013). Outra importante causa de surdez
adquirida é a ototoxicidade medicamentosa, que pode decorrer da predisposi¢éo presente
em individuos que apresentam determinadas mutacdes no gene mitocondrial MT-RNR1,
das quais a mutacdo m.1555A>G € a mais comum (Estivill et al., 1998). A surdez causada
pelo uso de medicamentos ototdxicos nos individuos portadores de mutagdes neste gene
costuma ser bilateral, de grave a profunda, e normalmente manifesta-se em poucos dias
apoés a administracdo de antibidticos aminoglicosideos, como estreptomicina,
gentamicina e canamicina, mesmo quando utilizados em doses baixas (Prezant et al.,
1993).

Nos paises desenvolvidos, pelo menos 50% dos casos de surdez congénita
decorre de alteracBes genéticas (Morton & Nance, 2006). Esta proporcao foi estimada
entre 60 e 70% por Raviv, Dror e Avraham (2010) e ha estimativas nas quais se considera
que as causas genéticas correspondam a até 80% dos casos de surdez congénita nesses
paises (Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010). Nos paises em desenvolvimento, uma
grande parcela dos casos de surdez ainda € decorrente de doencas infecciosas, o que eleva
a incidéncia de surdez congénita nestes paises para até 6 a cada 1.000 nascidos vivos
(Olusanya, 2012). No Brasil, foi estimado no fim da década de 90 que, 16% dos casos
sdo decorrentes de causas genéticas (Braga, Otto, & Spinelli, 1999), panorama que
provavelmente ja deve ter sido alterado em virtude de melhorias no cuidado a saude da

populacéo.

1.2 Genética da surdez

A heterogeneidade genética dos quadros de surdez é impressionante, expressa
tanto no ndmero de locus envolvidos (heterogeneidade génica), quanto no nimero de
mutacdes em um mesmo gene associadas aos quadros de surdez (heterogeneidade alélica)
quanto aos diferentes efeitos fenotipicos que mutagdes em um mesmo gene podem causar
(pleiotropia). Todos estes fatores evidenciam a complexidade do sistema auditivo,
formado por diversos tipos celulares e estruturas, e demonstram sua elevada sensibilidade
a perturbacodes (Shearer, Hildebrand, Sloan, & Smith, 2011).
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Mutac0es diferentes em um mesmo gene podem causar surdez com mecanismos
diferentes de heranca genética e até mesmo formas sindrémicas e nao-sindrémicas. O
gene MYO7A (OMIM#276903), por exemplo, tem mutagcOes descritas associadas a
quadros de surdez autossémica dominante, surdez autossdmica recessiva e sindrome de
Usher. A expressividade das mutacdes também € variavel, pois fenotipos diferentes
podem ser observados entre individuos afetados por uma mesma mutacéo, inclusive em
uma mesma familia.

Cerca de 30% dos casos genéticos de surdez pré-lingual séo sindrémicos, nos
quais a surdez se manifesta associada a outras caracteristicas clinicas distintivas, como
malformagdes na orelha externa, muitas vezes combinadas a alteragcbes em outros 6rgaos
e sistemas (Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010). Mais de 400 sindromes que
apresentam a surdez como sintoma ja foram descritas (Der Kaloustian, And, & Smith,
2014) e 47 genes ja foram associados a diferentes quadros de surdez sindrébmica, de
acordo com o portal Hereditary Hearing Loss Homepage (Van Camp & Smith, 2018),
acessado em julho de 2018. A tabela 1, modificada de estudo publicado por Morton e
Nance (2006) apresenta um resumo dos tipos de surdez sindrémica de maior frequéncia
relativa entre surdos e suas principais caracteristicas.

A Sindrome de Waardenburg (SW) é uma condicdo genética de expressao
altamente variavel, caracterizada principalmente por perda auditiva pré-lingual nédo
progressiva em graus variaveis, acompanhada de anormalidades na pigmentacéo da pele,
cabelo ou iris, com incidéncia estimada em 1/42.000 (Kochhar, Hildebrand, & Smith,
2007; Read & Newton, 1997). Existem 4 tipos descritos, classificados de acordo com
caracteristicas clinicas adicionais, que sdo defeitos craniofaciais no caso do tipo 1,
defeitos craniofaciais e de membros no tipo 3, e doenca de Hirschsprung (megacolon
congénito) no tipo 4, também chamado de Sindrome de Shah-Waardenburg. O tipo 2 nédo
costuma apresentar caracteristicas adicionais além da perda auditiva. (Read & Newton,
1997)

A heterogeneidade genética nos casos de SW é marcante. A maioria dos casos
de SW do tipo 1 e tipo 3 decorre de variantes patogénicas em heterozigose no gene PAX3,
com padrao de transmissdo autossémico dominante (Pingault et al., 2010). Recentemente
houve descricdo de um caso de SW tipo 1 provavelmente causado por uma variante
patogénica em homozigose no gene EDNRB (Morimoto et al., 2018). Cerca de 30% dos
casos de SW tipo 2 sdo causadas por variantes patogénicas em heterozigose nos genes

MITF e SOX10 (Pingault et al., 2010). Recentemente, foram identificadas em portadores
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de SW tipo 2, variantes em heterozigose no gene EDNRB, para o qual foi estimado que
pode ser responsavel por até cerca de 6% dos casos de SW tipo 2 (Issa et al., 2017) .
Houve também a descrigdo de uma variante provavelmente patogénica no gene KITLG,
até entdo ndo associado a SW, em uma familia com SW tipo 2 (Zazo Seco et al., 2015).
Variantes patogénicas em heterozigose no gene SOX10 transmitidas com padrao
autossémico dominante de heranga séo responsaveis por até 50% dos casos de SW tipo 4
(Pingault et al., 2010), porém heranca autossémica recessiva também ¢é descrita
decorrente de alteragdes em homozigose ou heterozigose composta nos genes EDNRB e
EDN3 (Song et al., 2016).

Sindrome de Usher é o termo utilizado para designar um grupo de doencas
hereditarias autossdmicas recessivas caracterizadas por perda auditiva neurossensorial,
com ou sem disfuncdo vestibular, associada a retinose pigmentar, processo de
degeneracdo da retina que acarreta grave deficiéncia visual progressiva (Millan et al.,
2011; Yan & Liu, 2010). Conforme revisto por Gettelfinger e Dahl (2018), a incidéncia
da sindrome, historicamente estimada em 4,4/100.000, pode representar um valor
subestimado, uma vez que Kimberling et al. (2010) estimaram a incidéncia da sindrome
em 1/6.000. A despeito da grande variabilidade de manifestacbes clinicas, € possivel
distinguir 3 subtipos: tipo 1, caracterizado por perda auditiva congénita grave ou
profunda, frequentemente associada a disfuncao vestibular, e retinose pigmentar de inicio
pré-pubere; tipo 2, que é caracterizado por perda auditiva congénita moderada e retinose
pigmentar sem acometimento vestibular; tipo 3, mais raro, caracterizado por perda
auditiva progressiva, retinose pigmentar com variabilidade no acometimento vestibular e
na idade de manifestacdo da retinose pigmentar (Gettelfinger & Dahl, 2018; Kimberling
et al., 2010; Millan et al., 2011; Yan & Liu, 2010). Pelo menos 11 genes ja foram
associados a sindrome de Usher, mas até 80% dos casos € decorrente de alteracGes

patogénicas nos genes USH1B e USH2A (Pennings et al., 2002).

Tabela 1. Principais caracteristicas das sindromes de maior frequéncia relativa entre

surdos
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Frequéncia

Principal . NUmero
. . . . . ... . relativa
Condicéo Caracteristicas clinicas principais mecanismo entre de genes
de heranga descritos*
surdos

Sindrome de  Perda auditiva neurossensorial, AR 4-10% 3
Pendred malformacgGes cocleares, alta

probabilidade de aqueduto vestibular

alargado. Acometimento da tireoide.
Sindrome de  Perda auditiva sensorial com AR 4-6% 11
Usher sintomas vestibulares e retinose

pigmentar - 3 tipos clinicos descritos.
Sindrome de  Perda auditiva neurossensorial AD ou AR 1-4% 7
Waardenburg unilateral ou bilateral; Disturbios

pigmentares de pele, iris e cabelo.

Dismorfismos faciais. Espinha bifida

e doenca de Hirschusprung

ocasionais - 4 tipos clinicos

descritos.
Sindrome Perda auditiva (diversos tipos); AD 2% 3
branquio- malformacGes auriculares; fistulas
otorrenal branquiais; anomalias renais.
(BOR)
Sindrome de  Hematlria com faléncia renal XL ou AR 1% 3
Alport progressiva; perda auditiva

progressiva de inicio tardio;

lenticone anterior e manchas

maculares.
Sindrome de  Perda auditiva condutiva com AD 1% 3
Treacher- malformacéo de ossiculos, microtia e
Collins fenda palatina; micrognatia; olhos

inclinados para baixo; coloboma.

Legenda: AR - autossOmica recessiva; AD - autossdbmica dominante; XL - ligada ao
cromossomo X; *Fonte: Hereditary Hearing Loss Homepage (acessado em 17 de julho de 2018)

As formas de surdez hereditaria ndo-sindrémica correspondem a cerca de 70%
dos casos genéticos. O padrdo de heranca autossdmico recessivo € 0 mais comum,
encontrado em cerca de 80% dos casos, seguido por aproximadamente 20% de casos com
padrdo de heranca autossomico dominante, e por casos de heranca ligada ao X e
mitocondrial representados por uma parcela menor, de 2% a 3% do total (Brownstein,
Bhonker, & Avraham, 2012; Smith et al., 2005).

Os locus génicos associados aos quadros de surdez ndo-sindrdmica sao
tradicionalmente denominados na literatura pela sigla DFN (do inglés DeaFNess) seguida
por uma letra que indica o padrdo de heranca, sendo chamados de DFNA os locus
autossomicos dominantes, DFNB os Iocus autossomicos recessivos e DFNX os locus

ligados ao cromossomo X, de acordo com recomendacdes do HUGO Gene Nomenclature
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Committee (Yates et al., 2017). O portal Hereditary Hearing Loss Homepage (Van Camp
& Smith, 2018), acessado em julho de 2018, descreve o numero de l6cus e genes ja
descritos associados aos quadros de surdez hereditaria ndo-sindrémica: 70 I6cus, com um
total de 68 genes com padrdo de heranca autossdmica recessiva; 32 l6cus, com um total
de 33 genes com padrdo de heranca autossdmica dominante; 5 l6cus e 5 genes com padréo
de heranca ligada ao cromossomo X. Além destes genes nucleares, 0s genes mitocondriais
MT-RNR1 e MT-TS1 também estdo associados a formas de surdez hereditaria néo-
sindrémica, conforme revisto por Usami & Nishio (2004).

O primeiro l6cus identificado como responsavel pela surdez ndo-sindromica
autossomica recessiva foi o DFNB1, mapeado na regido cromossomica 13q11-ql2
(Guilford et al., 1994). Nele, encontram-se o gene GJB2, que codifica a proteina conexina
26, composta por 226 aminoacidos (Kiang, Jin, Tu, & Lin, 1997) e o gene GJB6, que
codifica a proteina conexina 30, composta por 261 aminoacidos (Grifa et al., 1999). As
conexinas sao proteinas transmembranicas que se hexamerizam para formar estruturas
chamadas de conexons, responsaveis pela formacdo de canais em jungdes celulares
comunicantes do tipo gap. Estes canais podem ser homotipicos, quando formados por
dois conexons idénticos, ou heterotipicos, quando formados por conexons diferentes, e
ambas as formas permitem a difusdo de pequenas moléculas entre as células, o que
permite regulacéo e controle do conteudo celular (Bruzzone, White, & Paul, 1996).

Jungdes comunicantes do tipo gap sdo abundantes em diversas estruturas da
coclea. As conexinas 26 e 30 sdo predominantes nas formacdes das juncdes neste 6rgao,
no qual se acredita que exercam importante funcdo na reciclagem dos ions potassio, etapa
essencial durante os processos auditivos de transducdo dos sinais mecanicos em
sensoriais. Por isso, foi previsto que a disrupcdo destes processos de reciclagem esteja
associada aos quadros de surdez decorrentes de mutacdes nos genes GJB2 e GJB6 (Zhao,
Kikuchi, Ngezahayo, & White, 2006), embora se saiba atualmente que alteragdes nos
genes que codificam as conexinas contribuem para outros processos de desenvolvimento
da céclea que causam perda auditiva quando comprometidos (Wingard & Zhao, 2015).

A despeito da enorme heterogeneidade genética da surdez, tem sido observado
que mutacGes no lécus DFNBL sdo responsaveis por até 50% dos casos de surdez néo-
sindrdmica genética recessiva em muitas populacdes (Oliveira et al., 2004; Zelante et al.,
1997). A grande maioria dos individuos com surdez decorrente de alteragdes no ldcus
DFNB1 apresenta mutagcdes no gene GJB2 em homozigose ou heterozigose composta,

sendo a mutacao c.35delG/p.Glyl12Valfs a mais frequentemente encontrada em diversos
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grupos populacionais, inclusive na populacédo brasileira (Batissoco et al., 2009; Oliveira
et al., 2004, 2007). Além desta mutacdo, quase 300 variantes patogénicas ja foram
descritas no gene GJB2, de acordo com o portal Deafness Variation Database (The
Molecular Otolaryngology and Renal Research Laboratories), acessado em julho de 2108.
A surdez causada por alteracBes patogénicas no gene GJB2 apresenta elevada
variabilidade fenotipica, mas geralmente é do tipo neurossensorial, congénita, bilateral e
n&o progressiva, com gravidade que varia de leve a profunda (Smith & VVan Camp, 2014).

Dentre os individuos com surdez associada ao 16cus DFNB1, de 10% a até 50%
apresentam somente uma mutagdo recessiva no gene GJB2, o que sugere que a surdez
nestes individuos decorra de alteracfes no gene GJB2 associadas com alteracbes em
outros genes ou em regides regulatorias. A pesquisa molecular do l6cus DFNB1 em
individuos surdos com mutacgdes ditas monoalélicas no gene GJB2 revelou a presenca de
delecdes que incluem o gene GJB6, ou parte dele. Combinadas com mutacGes em
heterozigose na regido codificante do gene GJB2, essas alteracdes sugeriram possivel
heranca digénica, devido a uma interacdo entre os produtos génicos destes dois genes.
Por outro lado, postulou-se a existéncia de um elemento regulatorio que interfere na
expressao do gene GJB2 e que seria perdido com as delecbes que acontecem em regides
proximas deste l6cus (Del Castillo et al., 2005). Evidéncias a favor de um elemento
regulatorio em cis foram obtidas com a identificacdo de dele¢fes em regifes proximas
aos genes GJB2 e GJB6, mas que ndo os incluem, em individuos afetados por perda
auditiva com mutacdo patogénica em heterozigose no gene GJB2 no outro alelo (Tayoun
et al., 2016; Wilch et al., 2010). Nem todos os casos de surdez em individuos com
mutacBes monoalélicas no gene GJB2 podem ser explicados por dele¢bes no l6cus
DFNB1, o que ndo permite concluir se a surdez destes individuos ocorre por outra causa
ndo estabelecida ou se é decorrente da alteracdo no gene GJB2 em conjunto com outra
alteracdo genética ainda ndo identificada ou por mera coincidéncia.

Por conta da importancia do I6cus DFNB1 como causa de quadros de surdez
ndo-sindrémica, € comum que a pesquisa de mutacdes neste I6cus seja a primeira etapa
do diagnostico molecular, procedimento inclusive sugerido pelo American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Alford et al., 2014). Caso néo seja encontrada
a causa genética ap0s esta primeira triagem, a busca pelas mutacgdes causais € um processo
desafiador, para o qual diversas estratégias de estudo molecular podem ser utilizadas de

acordo com os objetivos e a disponibilidade de recursos.
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1.3 Técnicas de sequenciamento de DNA para estudo de variantes
associadas a doencas

O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de DNA a partir do método
de Sanger (1977) e a implementacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), 6 anos
depois, revolucionaram os estudos de genética molecular. Gracas ao advento destas
técnicas foi possivel, em 2001, que os responsaveis pelo Projeto do Genoma Humano
publicassem o primeiro rascunho da sequéncia do genoma humano (Lander et al., 2001).

A técnica de sequenciamento Sanger € considerada o padrdo ouro para
diagnosticos genéticos baseados em sequenciamento de DNA e tem contribuido
significativamente para os testes moleculares diagnosticos de diversas condigfes
genéticas. Quando ha necessidade de validacéo de dados gerados pelas técnicas modernas
de sequenciamento, é recomendada a confirmacdo pela metodologia de Sanger (Rehm et
al., 2013), ressaltando sua alta especificidade e importancia. Entretanto, para a analise de
multiplos genes ou genes muito grandes, é um procedimento muito trabalhoso e de alto
custo, uma vez que sé é possivel gerar sequéncias de tamanho méximo de cerca de 1kb
por reacao.

Até o inicio dos anos 2000, a identificacdo de locus genéticos associados a
doencas era realizada principalmente por estudos de ligagdo utilizando-se marcadores
moleculares como microssatélites ou polimorfismos de base unica (SNPs), seguidos de
sequenciamento de numerosos genes candidatos pela metodologia de Sanger. Era
necessario o estudo de grande nimero de individuos de uma mesma familia, o que gerava
impacto no tempo e no custo dos testes, e, em muitos casos, com resultados inconclusivos,
como revisto por Brownstein et al., (2012).

Ao longo das altimas duas décadas, um intenso aprimoramento das tecnologias
de sequenciamento de DNA tem permitido a geracdo de maiores volumes de sequéncias
a custos e prazos cada vez menores, proporcionando maior fluidez a pesquisa e aos
diagndsticos moleculares. O sequenciamento massivo paralelo, também chamado de
sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés Next Generation Sequencing), é uma
das técnicas que tem contribuido significativamente para este processo. As diversas
plataformas que utilizam esta tecnologia diferem entre si por questdes técnicas quanto ao
preparo das reacOes e analise dos dados, mas compartilham algumas caracteristicas: a
possibilidade de geracdo simultanea de um grande nimero de sequéncias (paralelizacao),

alta cobertura das regides sequenciadas e a geracdo de milhdes de leituras (fragmentos
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sequenciados) de tamanho relativamente pequeno que sdo alinhadas por sistemas
computacionais (Shearer et al., 2011).

Para realizar anélises de sequéncias em qualquer plataforma de sequenciamento
de nova geracgdo, é necessario criar uma biblioteca de DNA, ou seja, uma colecdo de
fragmentos a serem sequenciados, cuja preparacdo costuma ter em comum as seguintes
etapas: fragmentagdo do DNA gendmico, ligacdo de adaptadores aos fragmentos de
DNA, amplificagcdo clonal dos fragmentos e o sequenciamento propriamente dito. A
analise e o armazenamento do grande volume de dados gerados pelo sequenciamento
requerem um potente suporte computacional, com ferramentas de bioinformatica para o
tratamento dos dados, bem como a utilizacdo de bancos de dados especificos de variagao
genética para a interpretacdo dos resultados. Normalmente, ap6s o sequenciamento, as
etapas de bioinformatica seguidas sdo: o mapeamento das leituras e alinhamento ao
genoma de referéncia, filtragem das leituras de acordo com sua qualidade, identificacdo
de variantes e anotacdo de variantes. Cada uma delas é igualmente importante para o
sucesso final da andlise (Tucker, Marra, & Friedman, 2009).

O sequenciamento de nova geracdo permite sequenciar 0 genoma humano
completo em poucas horas ou dias, de acordo com o protocolo utilizado, mas esta analise
do genoma em larga escala ainda ndo é comum no diagndéstico genético. Caracteristicas
intrinsecas das moléculas de DNA dificultam o sequenciamento uniforme de todas as
regibes, o que aumenta o nimero de leituras necessarias para a deteccdo acurada de
variantes, elevando os custos da técnica. Além disso, a interpretacdo das variantes
encontradas ao longo de toda a sequéncia, sobretudo nas regides ndo codificantes, para as
quais ndao se tem muita informacdo disponivel, ainda é um processo complexo e
dispendioso (Best et al., 2018; Gao & Dai, 2014). Uma alternativa interessante ao estudo
do genoma completo é o sequenciamento ap0Os enriquecimento genémico e captura, que
permite restringir o nimero de regides a serem analisadas.

Diferentes estratégias podem ser adotadas para a captura das regides gendémicas
de interesse. E possivel realizar este processo por rea¢des de PCR multiplex com diversos
oligonucleotideos das regides de interesse em um Unico ensaio, por exemplo, ou utilizar
sondas que se hibridizam as regides de interesse em laminas ou em solucdo (Mamanova
et al., 2010).

As técnicas de enriquecimento gendmico e captura seguidas de sequenciamento
de nova geragdo tém sido frequentemente utilizadas para o sequenciamento do exoma.

Uma vez que ha maior conhecimento a respeito das variantes presentes nos exons e
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prediz-se que cerca de 85% das mutacOes patogénicas encontram-se em regides
codificantes e sitios de splicing, o sequenciamento do exoma tem sido frequentemente
empregado para a pesquisa e o diagndstico molecular, com taxas de deteccéo de variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas em torno de 25% a 30% quando empregado
em amostras de pacientes para os quais se suspeita de doenca de causa genética ndo
determinada (Fitzgerald et al., 2015; Shearer et al., 2011; Wu et al., 2013). Outra
possibilidade de estratégia de enriquecimento gendmico e captura é a analise de painéis.
Por delimitar a preparacdo de bibliotecas e analise de dados a um grupo restrito de genes,
que pode ser planejado de acordo com 0s objetivos, 0s custos e prazos para finalizagédo
séo reduzidos em relacdo ao sequenciamento completo do exoma e do genoma humano.
Além disso, € comum que andlises de painéis apresentem maior especificidade quando
comparadas a analises mais abrangentes, uma vez que a distribuicao das leituras costuma
ser mais uniforme entre as regides analisadas e o0s parametros da corrida de
sequenciamento podem ser ajustados para permitir maior cobertura das regides
selecionadas para estudo. A necessidade de atualizagdo constante da lista dos genes de
interesse, entretanto, € uma limitacdo da analise de painéis, uma vez que para
determinadas condig¢des, como surdez, por exemplo, ainda ha diversos 16cus conhecidos
para os quais ainda ndo se tem informacdo sobre qual o gene responsavel pelo fen6tipo
(Shearer et al., 2011) e certamente h& mais locus e genes ainda a ser descobertos.
Atualmente, as técnicas de sequenciamento de nova geracdo, em combinacao
com outras técnicas moleculares ou ndo, tém contribuido significativamente para a
descoberta de novos genes e novas mutacdes associadas a diferentes quadros clinicos,
mesmo em familias pequenas ou até em casos isolados. Entretanto, a classificagdo das
variantes encontradas por estas técnicas € um processo desafiador e de fundamental
importancia para os diagndsticos moleculares. A classificacdo das variantes deve ser
realizada de maneira objetiva, sistematica, idealmente baseada em evidéncias, além de
ser reprodutivel, para evitar o viés de analise dos profissionais envolvidos. No esforco de
reduzir as discrepancias recorrentes na classificacdo de variantes, 0o ACMG publicou em
2015 (Richards et al., 2015) um sistema com diversas recomendagdes que permitem a
classificacdo de cada variante em 5 categorias, quanto ao seu significado clinico:
patogénicas, provavelmente patogénicas, variantes de efeito desconhecido (VUS),
provavelmente benignas e benignas. Embora existam criticas e refinamentos ao sistema
proposto por parte de alguns autores (Nykamp et al., 2017) e ainda ndo haja consenso em

alguns casos (Pepin et al., 2016), este documento do ACMG foi um passo importante para
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0 estabelecimento de uma linguagem comum na classificagdo clinica de variantes,
utilizado atualmente como referéncia para a elaboracao de laudos contendo resultados de

andlises moleculares em diversos centros de diagndstico molecular.

1.4 O sequenciamento de nova geracdo aplicado ao estudo molecular da
surdez

Historicamente, os testes diagndsticos para surdez eram realizados por meio de
genotipagem de mutacbes especificas, sequenciamento de genes Unicos ou conjuntos
pequenos de genes, muitas vezes de maneira seriada. Esta estratégia € mais eficaz nos
casos em que, de acordo com as manifestagdes clinicas, hd um gene candidato com maior
probabilidade de ser causa, como por exemplo nos casos de sindrome de Pendred (gene
SLC26A4) ou sindrome de Waardenburg tipo | (PAX3) e tipo Il (MITF e SOX10) (Alford
et al., 2014). Em casos sindrébmicos em que ndo ha um gene candidato definido ou em
casos de surdez ndo-sindrémica ap6s a triagem dos l6cus DFNB1, héa centenas de genes
dentre os quais se pode encontrar a causa do distirbio, o que torna inviavel a estratégia
de pesquisar cada gene individualmente ou em conjuntos pequenos. As técnicas de
sequenciamento de nova geracdo tém sido de grande utilidade nesses casos, uma vez que
permitem a pesquisa simultinea de dezenas e até centenas de genes relacionados a surdez
em uma Unica analise.

As diretrizes para a avaliacdo molecular da perda auditiva publicadas pelo
ACMG sugerem o estudo molecular por meio das técnicas de NGS apds triagem do l6cus
DFNB1 com resultado normal, seja por sequenciamento de painéis de maltiplos genes
relacionados a perda auditiva, ou por meio do sequenciamento do exoma ou até mesmo

do genoma completo (Alford et al., 2014), conforme apresentado na figura 1.

Figura 1. Estratégias para a avaliacdo da perda auditiva propostas pelo ACMG.
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* Histérico médico, gestacional, pré-
natal e perinatal;

* Audiometria;

* Histérico familiar (heredograma);

* Exame fisico.

Suspeita de perda auditiva adquirida? I
Sim | Ndo
Indicar teste de CMV, imagem, + Aconselhamento genético pré-teste e testes genéticos:
ou teste especifico para a - Suspeita de surdez sindrémica: testar os genes candidatos;
suspeita etioldgica (rubéola ou - Suspeita de surdez n3o-sindrémica: testar lécus DFNB1 ou
meningite, por exemplo). testes com NGS (painéis, exoma ou genoma).

l N&o ou 1

- - - inconclusivo - - — -
Etiologia confirmada? | Etiologia genética confirmada? |

| Sim Sim | N3o ou inconclusivo
* Promover tratamento adequado (se existente); * Reconsiderar possibilidade de
* Promover aconselhamento genético pos-teste; etiologia genética ou adquirida;
* Se necessario, encaminhar paciente para outros profissionais de saude; * Prover testes adicionais baseado
* Realizar acompanhamento periddico. nos achados.

Fonte: adaptado de Alford et al., 2014

Considerando a enorme heterogeneidade genética da surdez, optar pelo
sequenciamento do exoma é uma alternativa eficiente, pois é possivel analisar todos o0s
genes ja descritos como causa de surdez e, caso novos genes sejam descritos, os dados
podem ser reanalisados de maneira a contemplar a lista atualizada de genes. Além disso,
0 sequenciamento do exoma pode ser realizado apés estudos de ligagéo e associagdo, para
analisar os genes da regido candidata. Foi a combinacdo destas técnicas que permitiu, por
exemplo, a descoberta de mutagdes nos genes GSPM2 (Walsh et al., 2010) e KITLG (Zazo
Seco et al., 2015), responsaveis por surdez sindrémica. De fato, o sequenciamento do
exoma tem contribuido grandemente ao estudo molecular da surdez. Até 2010, cerca de
60 genes relacionados a surdez ndo-sindrémica eram conhecidos. Entre 2010 e 2014,
estudos que empregaram o sequenciamento do exoma por NGS permitiram a descoberta
de 21 novos genes causando surdez ndo-sindromica (Atik, Bademci, Diaz-Horta, Blanton,
& Tekin, 2015).

Ao optar pelo sequenciamento completo do genoma ou do exoma para a pesquisa
molecular da surdez, é importante lembrar que, dependendo da plataforma e do método
de preparo de bibliotecas escolhido, variagfes no numero de copias (CNVs) ou delecdes
e insercOes de éxons podem ndo ser detectadas, e como ja citado anteriormente, a
cobertura pode nédo ser uniforme ao longo de todas as regides gendmicas analisadas e,
portanto, testes adicionais podem ser necessarios. Além da complexidade da analise do

grande volume de dados gerados, é importante considerar o custo do sequenciamento do
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genoma e do exoma, que ainda sdo relativamente altos em relacao a outras analises menos
abrangentes. Além disso, o sequenciamento do exoma tem uma particularidade ética
importante, pois 0 ACMG recomenda que, além das variantes encontradas nos genes
diretamente relevantes para a patologia em estudo, variantes patogénicas eventualmente
encontradas em um conjunto especifico de 59 genes selecionados, denominadas em
conjunto de achados incidentais, também sejam reportadas compulsoriamente (Green et
al., 2013). Isso implica também em aconselhamento genético para orientacdo sobre o
impacto das eventuais variantes encontradas, que nao terdo relacdo com o quadro de
surdez.

A andlise de painéis multigénicos para o estudo da surdez tem sido adotada por
diversos grupos, com importante crescimento na taxa de diagnostico independentemente
de padrdo de heranca genética ou etnia (Shearer & Smith, 2015). Pesquisadores do
Laboratorio de Pesquisa Molecular de Otoloaringologia e do Rim da Universidade de
lowa publicaram em 2010 a primeira descri¢do de um painel multigénico para a pesquisa
molecular de surdez, denominado OtoSCOPE (do inglés otologic sequence capture of
pathogenic exons) (Shearer et al., 2010). Inicialmente, o teste analisava 54 genes
relacionados a surdez, porém, a medida em que novos genes tém sido descritos, o painel
tem sido atualizado periodicamente. No maior estudo ja& publicado até 0 momento em que
houve utilizacdo do OtoSCOPE, foram analisadas amostras de 1119 pacientes com perda
auditiva, das quais 408 foram preparadas com a versdo 4 do painel, em que foram
pesquisados 66 genes; as outras 711 amostras foram preparadas com a versao 5 do painel,
que contempla 89 genes causais de surdez. Neste estudo foi possivel identificar a causa
da surdez em 440 casos (39%), com a identificacdo de variantes patogénicas em 49 genes
(Sloan-Heggen et al., 2016). No inicio de 2018, o painel ja estava em sua versdo 7,
contemplando cerca de 150 genes de surdez (Booth et al., 2018). Atualmente, o painel
estd em sua versdo 8 e analisa 152 genes, permitindo a pesquisa tanto de variantes de
sequéncia, como nucleotideos Unicos, pequenas delecbes e insercbes bem como a
deteccdo de variacbes no nudmero de coépias (https://morl.lab.uiowa.edu/clinical-
diagnostics/deafness-otoscope/otoscope-genetic-testing).

Pesquisadores alemées da Universidade de Wurzburg publicaram resultados de
testes com painéis em que analisaram de 80 a 129 genes associados a surdez em que foi
possivel encontrar a causa genética da perda auditiva em 12 de 23 probandos (52%) (Vona
etal., 2014).
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Em uma revisdo de 15 estudos que empregaram a analise de paineis por
sequenciamento de nova geracao para a pesquisa molecular da surdez, Smith e Shearer
(2015) reportaram taxas de deteccao que variaram entre 10% e 83%, com valor médio de
41%. A variacdo das porcentagens da taxa de deteccéo pode ser explicada pelas diferentes
estratégias de selecdo dos probandos e pela variacdo no nimero de genes analisado por
cada painel.

Assim como para qualquer condigdo genética, a padronizacdo da interpretacdo
de variantes encontradas nos testes genéticos para surdez € essencial para obter
diagnosticos precisos. Considerando o elevado nimero de variantes encontradas com as
técnicas de NGS, é importante que as variantes encontradas sejam adequadamente
classificadas quanto ao seu efeito clinico, para que a relacdo genotipo-fendtipo e o
diagnostico molecular sejam acurados. Para auxiliar os profissionais envolvidos nesta
tarefa, diversos pesquisadores de centros especializados em genética da surdez
submeteram um manuscrito (Oza et al., 2018) no qual € sugerida a adaptacdo dos critérios
da ACMG previamente descritos para interpretacdo de variantes (Richards et al., 2015)
especificamente para o contexto da genética da surdez. Esta publicacdo recomenda a
remocao de quatro regras de classificacdo de variantes previamente descritas e especifica
a aplicacdo de outras 21 regras de acordo com particularidades dos genes envolvidos na
surdez, com 0 objetivo de padronizar a orientacdo aos pacientes submetidos a testes

genéticos para esta condicéo.

1.5 Aconselhamento genético nos casos de surdez

Conforme revisto por Pina-Neto (2008), a definicdo classica de Aconselhamento
Genético foi proposta inicialmente por Fraser (1974) e referendada pela Associagédo
Americana de Genética Humana (ASHG) em 1975 e o descreve como “o processo de
comunicagdo que cuida dos problemas humanos associados a ocorréncia ou recorréncia
de uma doenga genética em uma familia”. Em uma publicacdo que sugere revisdo do
conceito de aconselhamento genético, Resta et al.(2006) o definem como “o processo de
prover informacdes que auxiliem individuos a entender os aspectos médicos, psicolégicos
e as implicacdes familiares associadas a ocorréncia de doencas genéticas”. Este processo
idealmente integra as seguintes etapas:

a) Interpretacdo do historico médico e familiar para avaliacdo dos riscos de

ocorréncia e recorréncia;
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b) Informacdes a respeito do mecanismo de heranca, testes genéticos, condutas
e pesquisa;

c) Aconselhamento que permita ao consulente tomar decisdes informadas a

respeito dos riscos da condicéo.

O processo de aconselhamento genético nos casos de surdez reflete a
complexidade genética desta condicdo. Por conta da enorme heterogeneidade genética da
surdez, nem sempre 0s testes chegam a um resultado conclusivo, portanto, é necessario
que o paciente esteja informado quanto as limitagcdes da realizacdo de testes moleculares
e dos seus resultados (Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010).

A surdez afeta uma habilidade essencial para qualquer processo de
aconselhamento genético: a comunicacdo. Para reduzir os eventuais efeitos desta
limitacdo nas consultas, os profissionais incumbidos do aconselhamento genético de
surdos podem necessitar utilizar recursos como a linguagem de sinais e videofones, por
exemplo (Baldwin, Boudreault, Fox, Sinsheimer, & Palmer, 2012). Quando o consulente
surdo necessita que algum familiar o acompanhe apenas para suprir a dificuldade de
comunicacdo, e ndo por escolha prépria, sua autonomia e individualidade ndo sdo
preservadas, o que vai contra principios basicos do processo de aconselhamento genético
como proposto (Fraser, 1974). No entanto, essa tem sido uma alternativa frequente
quando ndo ha no aparato de saude condi¢des ideais para atendimento dos surdos.

O profissional responsavel pelo aconselhamento genético deve ter a consciéncia
de que a percepcao sobre a surdez pode ser diferente entre os individuos. Uma parcela da
populacdo surda se considera como uma comunidade cultural distinta com atitudes,
linguagem e comportamentos especificos (Arnos, 2003). Este grupo ndo considera a
surdez como deficiéncia, mas como um aspecto da diversidade humana gue é importante
para sua cultura, e por isso podem apresentar postura contraria a tratamentos e a
procedimentos que impecam a transmissdo da surdez para as geracdes seguintes, pelo
receio de que as técnicas genéticas levem a uma reducdo significante da comunidade
surda (Lane, 2005; Middleton, Hewison, & Mueller, 1998). Esta particularidade da
percepcdo da condicdo genetica amplia o debate ético em torno da realizagdo de testes
genéticos pré-natais e pré-implantacionais (PGTs) para surdez. O PGT ¢é definido pelo
Glossério Internacional de Infertilidade e Fertilidade (Zegers-Hochschild et al., 2017)
como um teste realizado para detectar anormalidades genéticas, e referindo-se
especificamente ao teste genético pré-implantacional para condi¢cdes monogénicas (PGT-

M), a definicdo o trata como um teste para defeitos génicos. Usualmente o PGT é
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realizado para selecionar embrides livres de tais condi¢des, porém, ja houve casos em que
casais surdos procuraram centros de reproducdo com o desejo de selecionar embrides com
a mesma alteracdo genética causal da surdez, ja que ndo a consideram uma doenca
genética, o que abre espaco para o debate a respeito dos aspectos éticos e juridicos dos
procedimentos genéticos pré-implantacionais para surdez e até mesmo para as definicoes
de deficiéncia (Camporesi, 2010; Emery, Middleton, & Turner, 2010).

Por outro lado, diversos estudos descrevem que uma parcela dos individuos
surdos relatam uma melhora na compreensdo sobre sua condicdo e até sobre sua
identidade cultural ap6s obterem informacéo adequada a respeito do resultado de testes
genéticos que indicam a causa da surdez (Burton, Withrow, Arnos, Kalfoglou, & Pandya,
2006). A descoberta de mutacdes que causam o distirbio costuma ter impacto positivo
aos consulentes (Withrow et al., 2009), pois permite tanto ao probando quanto a seus
familiares, sob aconselhamento genético adequado, obterem informacdes sobre o
prognostico da condicdo detectada, quando conhecido, e auxiliam no planejamento
familiar, no qual podem ser considerados 0s mecanismos genéticos de transmissdo da
surdez, bem como as estimativas dos riscos de recorréncia. Além disso, o diagnostico
molecular traz conforto as familias no que diz respeito a finalizar a busca pela causa do
problema, evitando que testes invasivos e por vezes, dispendiosos, sejam realizados sem
necessidade (Arnos, 2003).

Para que o aconselhamento genético nos casos de surdez seja realizado de
maneira sensivel as particularidades da percepc¢édo de surdos sobre sua condi¢do, termos
neutros podem ser utilizados ao longo do processo, como por exemplo: “chance” ao invés
de “risco”, “surdos ou ouvintes” ao invés de “afetados ou normais”, além de evitar usar
os termos “deficiéncia” ou “patologia” (Baldwin et al., 2012).

A descoberta dos genes e processos bioldgicos relacionados a manifestacdo do
fendtipo é também o ponto inicial para a pesquisa de eventuais opg¢des de tratamento para
reduzir a progressao ou prevenir a manifestacdo da surdez (Hildebrand et al., 2008). Nos
casos de identificacdo de variantes genéticas mitocondriais que causam predisposicdo a
surdez por ototoxicidade medicamentosa, por exemplo, é possivel reduzir a probabilidade
ou retardar a manifestacdo do fenotipo abolindo o uso de medicamentos de risco (Nance,
2003).

A deteccdo de genes e mutagcdes nos casos de surdez sindromica tem como
beneficios adicionais o potencial de identificar outras condi¢Bes associadas, permitindo a

atencdo especializada dos profissionais de salde aos possiveis 6rgdos e sistemas afetados
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(Schein & Miller, 2008). A sindrome de Usher prové um exemplo importante neste caso,
uma vez que criangas afetadas por esta condigdo ndo costumam manifestar sintomas da
visdo durante a primeira década de vida, mimetizando uma condigéo ndo-sindrémica. A
descoberta de mutacédo responsavel pelo quadro sindrémico, neste caso, permite atengédo

especializada aos problemas visuais que podem ocorrer ao longo do desenvolvimento.

2. Objetivos
O objetivo desta investigacdo foi contribuir ao estudo da heterogeneidade
genética da surdez. Para isso, uma amostra de pacientes com perda auditiva atendidos no
servico de aconselhamento genético do Laboratorio de Genética Humana (LGH) do
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IBUSP) foi investigada por meio
do sequenciamento de nova geragao.
Os objetivos especificos do projeto sdo:
a) ldentificar as causas moleculares da surdez por meio do sequenciamento de
nova geragéo de painel multi-génico;
b) Avaliar a eficacia do painel de genes em identificar as causas genéticas da
surdez em uma amostra brasileira;
c) Identificar novas mutacBes potencialmente patogénicas em genes ja
associados a surdez;
d) Promover o aconselhamento genético das familias investigadas por meio da

disponibilizacdo dos resultados dos testes genéticos realizados.

3. Material e Métodos

3.1 Casuistica
As amostras de DNA utilizadas neste estudo sdo provenientes de individuos

portadores de distdrbios auditivos e familiares atendidos pelo Laborat6rio de Genética
Humana (LGH) do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sado Paulo (IBUSP), avaliados desde o ano 2000 pelo
servico de aconselhamento genético do laboratorio, realizado no Centro de Estudos sobre
0 Genoma Humano e Celulas Tronco (CEGH-CEL). Diversos servicos encaminharam
pacientes para atendimento do LGH, dentre eles, a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FMUSP), o servico de aconselhamento genético da

Universidade Federal de Sado Paulo (UNIFESP), a Divisdo de Educacdo e Reabilitacdo
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dos Distarbios da Comunicacdo (DERDIC) da PUC Séo Paulo, entre outros. Atualmente,
0 ambulatério dedicado a individuos com perda auditiva ja conta com cerca de 900
familias atendidas, cujas amostras estdo disponiveis para pesquisa.

Para este estudo, foram utilizadas amostras de 91 probandos com perda auditiva
para 0s quais se suspeitou de causa genética do distarbio apds aplicacdo de ficha de
anamnese especifica (Anexo A) em consulta inicial de aconselhamento genético, que teve
por objetivo levantar e registrar informacGes clinicas e genealdgicas importantes e
identificar a etiologia do disturbio. Todas as amostras selecionadas foram submetidas a
exames moleculares de triagem conforme rotina do LGH (descritos no item 3.5.2). Foram
selecionadas para este estudo apenas amostras com resultados normais nesses testes de
triagem e, portanto, com a causa da perda auditiva ndo caracterizada do ponto de vista
dos testes moleculares. As amostras foram classificadas de acordo com as seguintes
hipbteses diagnosticas e critérios de selecao:

a) surdez sindrémica - sindrome de Waardenburg: probandos de 9 genealogias

com um ou mais individuos que apresentavam ao menos perda auditiva e
alteracdes pigmentares no cabelo, olhos ou pele, sugerindo o diagnostico
clinico da sindrome.

b) surdez sindrémica - sindrome de Usher: probandos de 13 genealogias com
um ou mais individuos que apresentavam perda auditiva e retinose pigmentar;

¢) surdez ndo-sindrémica autossémica dominante: probandos de 12 genealogias
em que a surdez se manifestou por pelo menos duas geracdes consecutivas e
nas quais foi identificada transmissdo por meio de individuo(s) do sexo
masculino;

d) surdez ndo-sindrémica autossdmica recessiva: probandos de 20 genealogias
com mais de um individuo surdo em uma irmandade cujos pais sao ouvintes
e de 17 genealogias em que individuos surdos séo filhos de pais ouvintes
consanguineos;

e) surdez ndo-sindrdmica com mais de um padrédo de herancga possivel:

— autossdmica dominante ou mitocondrial: probandos de 17 genealogias em
que a surdez se manifestou por pelo menos duas geragdes consecutivas,
porém, ndo foi identificada transmissao por individuo(s) do sexo masculino;

— recessivo ligado ao X ou autossdmico recessivo: um probando de uma
genealogia que atende aos mesmos critérios para heranga autossémica

recessiva, porém, com dois afetados do sexo masculino na irmandade;
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— autossOmica dominante, autossdOmica recessiva ou mitocondrial: um
probando de uma genealogia em que pais surdos tiveram um descendente
também surdo;

— autossdOmica dominante, dominante ligada ao X ou mitocondrial: um
probando de uma genealogia em que um individuo afetado tem pai, m&e e um
meio-irm&o materno afetados.

Para validacdo da técnica de sequenciamento de nova geracéo, foi incluida uma

amostra de controle positivo cujo diagnéstico molecular ja havia sido estabelecido por

sequenciamento pelo método de Sanger pelos testes de triagem de rotina do LGH.

3.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - Seres Humanos
(Parecer 1.133.416 - 23/06/2015) do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo, sem necessidade de apreciacdo pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP). As amostras foram coletadas mediante assinatura de termo de consentimento

livre esclarecido (Anexo B)

3.3 Aconselhamento genético

Individuos de todas as familias participantes foram atendidos pela Profa. Dra.
Regina Célia Mingroni Netto, em sua maioria, ou por geneticistas colaboradores. Casos
que necessitaram de exame clinico por causa da presenca de possiveis sinais sindrémicos
foram avaliados também pelo Prof. Dr. Paulo Alberto Otto ou pelo Prof. Dr. Fernando
Kok. Apds a primeira consulta de aconselhamento genético e realizacdo dos exames de
triagem, os pacientes foram convocados para uma nova consulta na qual receberam um
relatério com o resultado dos testes de triagem. Além disso, foram orientados sobre o
provavel mecanismo de heranca e o risco de recorréncia da perda auditiva em sua familia.
Para os casos em que foi possivel identificar a causa do disturbio apo6s as analises que
fizeram parte desse estudo, um segundo relatério foi redigido com informacdes
detalhadas sobre a(s) variante(s) detectadas e os pacientes foram reconvocados para uma

nova sesséo de aconselhamento genético.
3.4 Responsaveis pelas etapas desse estudo

O aluno Humberto Vicente Cezar Marcolino, sob orientacdo da professora

Regina Célia Mingroni Netto, iniciou no ano de 2014 o projeto de mestrado académico
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com o titulo “Sequenciamento de Nova Geracao aplicado ao estudo da heterogeneidade
genética na surdez”. Ele contribuiu com as etapas de selecdo de genes e desenho do painel,
foi o responsavel pela construcdo das bibliotecas de DNA para sequenciamento de nova
geracdo, além de ter realizado as andlises preliminares de cobertura, filtragem e
interpretacdo das variantes. No entanto, solicitou a interrup¢do de seu programa de
mestrado. Por este motivo, foi dada a mim responsabilidade de dar continuidade este
projeto de pesquisa como parte dos requisitos para obtencdo do titulo de mestre no
programa de mestrado profissional em Aconselhamento Genético e Gendmica Humana
do IBUSP. A partir de entdo, foram realizadas as seguintes etapas:

a) revisao da bibliografia;

b) revisdo da metodologia empregada;

c) reanalise dos dados de sequenciamento de nova geracao;

d) andlises de segregacdo - revisdo dos resultados de sequenciamento de Sanger

ja realizados e execuc¢do das analises pendentes.
e) Avaliacdo e classificagdo das variantes candidatas a explicar os quadros, de

acordo com critérios do ACMG.

3.5 Analises moleculares

3.5.1 Extracdo do DNA
Diferentes metodologias de extracdo de DNA foram empregadas, de acordo com

o protocolo de rotina utilizado na época da coleta, incluindo técnicas classicas de extracao
por fenol e cloroférmio, uso dos sistemas automatizados de extragdo como o Autopure
LS ou QIASimphony - ambos da QIAGEN (Hilden, Alemanha) e kits comerciais de
extracdo de DNA, como por exemplo o kit Genomic DNA Isolation - Invitrogen (Calsbad,

Califdrnia).

3.5.2 Triagem de mutacdes frequentes que causam surdez hereditaria
Nas amostras de todos os probandos havia sido realizada uma etapa prévia de

triagem molecular, conforme rotina do LGH, que consistiu dos seguintes testes:

a) Teste das mutagdes ¢.35delG / Glyl2Valfs e c.del167T / p.Leu56fs no
gene GJB2 - realizada por PCR seguida de digestdo do DNA com as
enzimas de restrigdo BstN | (Wilcox et al., 2000) e Pst | (Zelante et al.,
1997), respectivamente, ou por sequenciamento Sanger de toda a regido

codificante do gene;
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b) Teste das delegdes A(GJB6-D13S1830) e A(GJB6-D1351854) no gene
da conexina 30 (GJB6), detectiveis apés PCR especifica para essas
delecdes (Del Castillo et al., 2005);

c) Teste da mutacdo m.1555A>G no gene da subunidade 12S do ribossomo
(MT-RNR1), detectavel apds PCR seguida de digestdo do DNA com a
enzima de restricdo Hae 11 (Estivill et al., 1998).

Algumas amostras haviam sido também incluidas em outros projetos de pesquisa
do LGH nos quais genes adicionais foram analisados completamante por sequenciamento
de Sanger, como por exemplo, os genes GJB2, SLC26A4, OTOF, PAX3, entre outros,
porém, em nenhum dos casos selecionados havia sido identificada a mutagdo causal da

perda auditiva.

3.5.3 Desenho do painel multigénico para NGS
Com a ferramenta SureDesign (Agilent Technologies - disponivel em:

https://earray.chem.agilent.com/suredesign/) foi desenvolvido um painel multigénico de
captura e enriquecimento para sequenciamento de nova geracdo que contemplou 99
genes, dos quais 93 sdo descritos como responsaveis por surdez ndo-sindromica e
sindrémica, conforme descricdo no portal Hereditary Hearing Loss Homepage e o banco
de dados Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) e outros 6 sdo genes candidatos
identificados pelo LGH, ap0s estudos de ligagdo e sequenciamento, como provavelmente
causais de surdez quando mutados. O desenho do painel foi feito para cobrir idealmente
todos os éxons dos genes escolhidos, incluindo 10 pares de base adjacentes a suas
extremidades, para permitir também a andlise dos sitios de recomposicéo (splicing). Para
0 gene STRC foi definido que as sondas deveriam capturar 50 pares de bases além das
extremidades dos éxons para evitar a captura de sequéncias do pseudogene, que possui
introns diferentes do gene. O desenho do painel permitiu que 80 dos 99 genes
selecionados tivessem 100% das bases nas regides de interesse contempladas, com apenas
2 genes apresentando porcentagem de cobertura das bases de interesse inferior a 90%. A
tabela 2 apresenta a lista completa de genes selecionados com as respectivas justificativas
para inclusdo, além da porcentagem das bases das regides de interesse de cada gene

contempladas pelo desenho do painel.
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Tabela 2 — Lista de genes selecionados para o painel, justificativas para incluséo e

porcentagem de cobertura das regides alvo.

Cobertura das

Gene Posico cromossémica Justificativa para inclusdo* regites alvo
ACTG1 chrl7:79477706-79479390 DFNA20/26 99,59%
CABP2 chr11:67286600-67290807 DFNB93 100%
CCDC50 chr3:191047454-191109559 DFNA44 100%
CDH23 chr10:73199579-73575045 DFNB12 / Sindrome de Usher 100%
CEACAM16 chr19:45202482-45213788 Surdez AD 100%
CIB2 chr15:78397643-78423567 DFNB48 100%
CLDN14 chr21:37833264-37834003 DFNB29 100%
CLRN1 chr3:150644629-150690505 Sindrome de Usher 100%
CNRIP1 chr2:68511550-68546542 Candidato LGH 100%
COCH chr14:31344135-31359007 DFNA9 100%
COL11A2 chr6:33131445-33160027 DFNA13/DFNB53 98,89%
COL4A6 chrX:107386927-107682611 DFNX6 97,78%
CRYM chr16:21270092-21289582 DFNA40 100%
DIABLO chr12:122692918-122710571 DFNAG64 100%
DIAPH1 chr5:140896408-140998491 DFNA1 99,36%
DIAPH3 chr13:60240708-60737910 Surdez AD 100%
DNMT1 chr19:10244333-10305585 Candidato LGH 99,72%
DSPP chr4:88532051-88537730 DFNA39* 59,63%
EDN3 chr20:57875858-57899524 Sindrome de Waardenburg 100%
EDNRB chr13:78470567-78493760 Sindrome de Waardenburg 100%
ELMOD3 chr2:85584312-85618095 DFNB88 100%
ESPN chr1:6485006-6521255 DFNB36 99,82%
ESRRB chrl4:76777248-76967074 DFNB35 98,86%
EYA4 chr6:133595909-133852374 DFNA10 100%
FOXI1 chr5:169532952-169535625 Sindrome de Pendred 100%
GIPC3 chr19:3585586-3590198 DFNB15/72/95 100%
GJB2 chr13:20763030-20763730 DFNA3A/DFNB1A 100%
GJB3 chr1:35250354-35251186 DFNA2B 100%
GJB6 chr13:20796824-20797629 DFNA3B/DFNB1B 100%

continua

continuacéo

Cobertura das

Gene Posicéo cromossdmica Justificativa para inclusédo* regites alvo
GPR98 chr5:89825289-90459727 Sindrome de Usher 100%
GPSM2 chr1:109428135-109472572 DFNB82 100%
GRHL2 chr8:102504988-102678941 DFNA28 100%
GRXCR1 chr4:42895274-43032567 DFNB25 100%
GRXCR2 chr5:145239286-145252541 DFNB101 100%
GSDME chr7:24738635-24789403 DFNA5 100%
HARS chr5:139968970-140070899 Sindrome de Usher 96,85%
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HGF chr7:81331887-81399297 DFNB39 100%
ILDR1 chr3:121707057-121740934 DFNB42 100%
KARS chr16:75661783-75681547 DFNB89 100%
KCNJ10 chr1:160011173-160012332 Sindrome de Pendred 100%
KCNQ4 chr1:41249756-41304205 DFNA2A 100%
LHFPL5 chr6:35773438-35787234 DFNB66/67 100%
LOXHD1 chr18:44057136-44237006 DFNB77 99,72%
LRTOMT chr11:71799389-71819981 DFNB63 100%
MARVELD2 chr5:68715203-68737491 DFNB49 94,38%
MIR96 chr7:129414522-129414619 DFNAS0 100%
MITF chr3:69788739-70014409 Sindrome de Waardenburg 100%
MSRB3 chr12:65672539-65857112 DFNB74 100%
MT-RNR1 chrM:636-1609 Surdez Mitocondrial 100%
MT-TS1 chrM:7435-7523 Surdez Mitocondrial 100%
MYH14 chr19:50713613-50813151 DFNA4 100%
MYH9 chr22:36678285-36745291 DFNA17 97,50%
MYO15A chr17:18022105-18082194 DFNB3 99,79%
MYO1A chr12:57422529-57442117 DFNA48 100%
MYO3A chr10:26241030-26501000 DFNB30 100%
MYO6 chr6:76527255-76624739 DFNA22/DFNB37 100%
MYOT7A chrl11:76841671-76925751 DFNB2, Sindrome de Usher 100%
NCOA3 chr20:46250982-46282171 Candidato LGH 100%
OTOA chr16:21689826-21771871 DFNB22 100%
OTOF chr2:26680898-26781449 DFNB9 100%
OTOGL chr12:80603229-80771838 DFNB84B 100%
P2RX2 chr12:133195393-133198568 DFNA41 100%
PAX3 chr2:223065883-223163344 Sindrome de Waardenburg 100%
PCDH15 chr10:55566329-56424032 DFNB23 / Sindrome de Usher 99,66%
PDzD7 chr10:102768214-102790072 DFNB57 / Sindrome de Usher 100%
PJVK chr2:179318127-179326011 DFNB59 100%
PLEK chr2:68592474-68622958 Candidato LGH 100%
PLS1 chr3:142383070-142430859 Candidato LGH 100%
PNPT1 chr2:55863362-55920968 DFNB70 100%
POU3F4 chrX:82763323-82764428 DFNX2 100%
POU4F3 chr5:145718666-145720017 DFNA15 100%
continua

continuagéo

Cobertura das

Gene Posicao cromossémica Justificativa para inclusdo* regites alvo
PPP3R1 chr2:68384583-68483257 Candidato LGH 100%
PRPS1 chrX:106871849-106893272 DFNX1 99,49%
PTPRQ chr12:80838116-81072812 DFNB84 94,16%
RDX chr11:110050593-110150427 DFNB24 95,96%
SERPINB6 chr6:2948522-2971392 DFNB91 89,95%
SIX1 chr14:61112991-61115917 DFNA23 100%
SLC17A8 chr12:100751160-100813947 DFNA25 100%
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SLC26A4 chr7:107302077-107355901 DFNBA4, Sindrome de Pendred 100%
SLC26A5 chr7:102993327-103061971 DFNB61 100%
SMPX chrX:21755671-21772418 DFNX4 100%
SNAI2 chr8:49831356-49833834 Sindrome de Waardenburg 100%
SOX10 chr22:38367239-38379801 Sindrome de Waardenburg 100%
STRC chr15:43891820-44010432 DFNB16 100%
TBC1D24 chr16:2546140-2550969 DFNAG65/DFNB86 100%
TECTA chr11:120973365-121061525 DFNA8/12/DFNB21 100%
TIP2 chr9:71789279-71869300 DFNAS51 100%
TMC1 chr9:75242927-75455705 DFNA36/DFNB7/11 98,61%
TMIE chr3:46742968-46751188 DFNB86 100%
TMPRSS3 chr21:43792861-43816261 DFNB8/10 100%
TNC chr9:117782825-117853307 DFNA56 100%
TPRN chr9:140086554-140095173 DFNB79 100%
TRIOBP chr22:38097363-38168779 DFNB28 94,23%
TSPEAR chr21:45919656-46131439 DFNB98 100%
USH1C chr11:17515869-17565864 DFNB18, Sindrome de Usher 100%
USH1G chrl7:72914158-72919178 Sindrome de Usher 100%
USH2A chr1:215799113-216595688 Sindrome de Usher 100%
WFS1 chr4:6279173-6304205 DFNAG6/14/38 100%
WHRN chr9:117165024-117267091 DFNB31 100%

* Exceto para os genes candidatos do LGH, a fonte consultada para a justificativa foi o
portal Hereditary Hearing Loss Homepage, acessado em 06 de agosto de 2018
(http://hereditaryhearingloss.org/).

3.5.4 Preparo das bibliotecas de DNA
As bibliotecas de DNA foram preparadas de acordo com as instrugdes do

protocolo do kit SureSelect®*T Target Enrichment for Illumina Multiplexed Sequencing
- Agilent Technologies (Santa Clara, EUA).

Inicialmente, as amostras foram quantificadas com a utilizacdo do aparelho
Qubit - Thermo Fisher Scientific (Waltham, EUA), um quantificador colorimétrico de
DNA, utilizando os kits de quantificacdo Qubit dSDNA BR Assay (Thermo Fisher
Scientific) e Qubit dsDNA High Sensitivity Assay (Thermo Fisher Scientific). Apds
quantificacdo, todas as amostras tiveram sua concentracao normalizada para 25ng/l.

A primeira etapa do preparo foi composta pela fragmentacdo enzimética do
DNA e adicdo de adaptadores as extremidades dos fragmentos gerados. Para isso, foi
preparada uma reacdo de fragmentagéo para cada amostra, contendo 17l de SureSelect
QXT Buffer, 50ng de DNA e 2ul de SureSelect QTX Enzyme Mix. Essa mistura foi
incubada a 45°C por 10 minutos em um termociclador e a seguir resfriada a 4°C. Para
interromper o processo de fragmentacdo foram adicionados 32l de 1X SureSelect QXT
Stop Solution contendo 25% de etanol em cada tubo, seguida de incubacgéo por 1 minuto
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a temperatura ambiente. Em seguida, as bibliotecas foram purificadas utilizando-se
particulas magnéticas Agencourt AMPure XP beads - Beckman Coulter (Brea, EUA),
seguindo as etapas: ligagdo dos fragmentos de DNA as beads; isolamento da mistura de
beads ligadas aos fragmentos de DNA com uma estante magnética propria para este fim;
lavagem das beads em etanol 70%; eluicdo dos fragmentos de DNA purificados em agua
ultra-pura, livre de nucleases. Para esta primeira purificacdo foram utilizados 52ul de
AMPure XP beads e a eluicdo foi realizada em 11l de &gua ultra-pura.

A etapa seguinte consistiu de reparo das extremidades dos fragmentos de DNA
e amplificacdo por PCR. Para isso, em cada reacdo, foram adicionados 25ul de 4gua ultra-
pura, livre de nucleases, 10ul de 5x Herculase 11 Reaction Buffer, 0,5ul de 100mM dNTP
Mix, 2.5ul de DMSO, 1ul de SureSelect QXT Primer Mix, 1ul de Herculase Il Fusion
DNA Polymerase e 10ul de biblioteca. As rea¢des foram submetidas a um programa de
ciclagem em termociclador com as seguintes etapas: 68°C por 2 minutos, 98°C por 2
minutos, 8 ciclos a 98°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto,
com extensdo final de 72°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C. Em seguida, as bibliotecas
foram purificadas novamente utilizando-se 50l de particulas magnéticas (Agencourt
AMPure XP beads) e eluidas em 13ul de 4gua ultra-pura livre de nucleases.

Apo6s a amplificacéo, as bibliotecas foram analisadas em relacdo as quantidades
de DNA e tamanho dos fragmentos gerados no equipamento Bioanalyzer (Agilent
Tecnhologies), utilizando-se o kit Bioanalyzer DNA 1000 Assay (Agilent Technologies).
A concentracdo das bibliotecas de DNA foi normalizada para que cada biblioteca
amplificada apresentasse entre 500 e 750ng/pl de DNA em volume final de 12pl.

Na etapa seguinte ocorreu a hibridizagéo entre as sondas do painel multigénico,
(SureSelect XT Custom Capture Library) e os fragmentos de interesse de DNA
amplificados da biblioteca em construcdo. As sondas sdo sequéncias de RNA
complementares as sequéncias de DNA de interesse. Foi preparada uma rea¢ao com 12pl
da biblioteca e 5ul de SureSelect QXT Fast Blocker Mix. Essa mistura foi incubada em
um termociclador a 95°C por 5 minutos, e foi mantida a 65°C por pelo menos 10 minutos.
Sem retirar os tubos do termociclador, foram adicionados 13ul de uma mistura preparada
previamente, contendo 2ul de 25% RNase Block solution, 2ul de SureSelect XT Custom
Capture Library, 6ul de SureSelect QXT Fast Hybridization Buffer e 3ul de agua livre de
nucleases. Em seguida, as amostras foram submetidas a ciclagem em termo ciclador
composta de 60 ciclos a 65°C por 1 minuto e 37°C por 3 segundos, e, por fim, foram

mantidas a 65°C por tempo indefinido.
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As sondas do painel sdo biotiniladas, o que permite que elas sejam separadas
por afinidade com estreptavidina no processo de enriquecimento das bibliotecas. Para
isto, foi realizado o preparo das beads de estreptavidina (Dynabeads MyOne Streptavidin
T1 — Thermo Fisher Scientific) da seguinte forma: 50ul de Dynabeads MyOne
Streptavidin T1 magnetic beads (Thermo Fisher Scientific) foram misturadas com 200ul
de SureSelect Binding Buffer, por amostra. Depois de 5 minutos na estante magnética, o
sobrenadante da solugéo foi descartado. Esse processo mais 2 vezes e por fim, as beads
foram ressuspendidas em 200ul de SureSelect Binding Buffer.

A um volume de 30ul de cada biblioteca foram adicionados 200ul de beads de
estreptavidina preparadas anteriormente. Essa mistura foi incubada por 30 minutos em
um agitador a 1800 rotagOes por minuto. Nessa etapa, 0 complexo de DNA capturado e
sondas se ligou as beads de estreptavidina. Apds a agitacdo, o volume total de bibliotecas
e beads foi transferido para microtubos que foram posicionados na estante magnética por
1 minuto e apds este periodo o sobrenadante foi descartado. O pellet de beads ligadas aos
fragmentos de DNA capturados foi ressuspendido em 200ul de SureSelect Wash Buffer
1, a mistura foi colocada novamente na estante magnética por 1 minuto e apds este
periodo o sobrenadante foi descartado. Outra etapa de lavagem do pellet foi realizada
utilizando-se 200ul de Wash buffer 2 aquecido a 65°C para ressuspender o pellet e a
mistura foi incubada a 65°C por 5 minutos. A solugdo foi colocada na estante magnética
por um minuto e o sobrenadante de cada tubo foi descartado. Esse processo de lavagem
com o Wash buffer 2 foi repetido mais duas vezes. Por fim, as beads contendo as
bibliotecas capturadas foram ressuspendidas em 23ul de gua ultra-pura.

Para permitir o sequenciamento simultaneo de diversas amostras, a etapa
seguinte consistiu da adicdo de sequéncias especificas (indices) as extremidades dos
fragmentos de DNA de cada biblioteca. Nesse processo também foi realizada uma nova
amplificacdo das bibliotecas indexadas para potencializar a captacdo dos sinais obtidos
pelo sequenciador. Foram determinadas combinagBes Unicas de pares de
oligonucleotideos indexadores para cada biblioteca. Em 23ul de cada solucéo de beads
contendo as bibliotecas capturadas foram adicionados 13,5ul de agua ultra-pura, 10ul de
5% Herculase Il Reaction Buffer, 0,5ul de 100mM dNTP Mix, 1ul de Herculase Il Fusion
DNA Polymerase e 1ul de cada par de primer indexador especifico. Em seguida, as
reagOes foram submetidas a ciclagem em um termociclador com as seguintes etapas: 2
minutos a 98°C, seguidas de 14 ciclos a 98°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e

72°C por 1 minuto, seguida de uma extensdo final a 72°C por 5 minutos e, por fim,
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mantidas a 4°C. Em seguida, as solugdes foram mantidas na estante magnética por 2
minutos para separar as beads de estreptavidina da solucdo contendo as bibliotecas
indexadas, que foram transferidas para um novo tubo. Em seguida, o volume total de cada
biblioteca indexada (cerca de 50ul) foi purificado utilizando-se 60ul de particulas
magnéticas (Agencourt AMPure XP beads) e eluido em 25ul de agua ultra-pura livre de
nucleases.

As bibliotecas indexadas foram analisadas em relacdo as quantidades de DNA
e tamanho dos fragmentos gerados no equipamento Bioanalyzer (Agilent Tecnhologies),
utilizando-se o kit Bioanalyzer High Sensitivity (Agilent Technologies). Para obter
resultados de quantificacdo precisos, as bibliotecas também foram quantificadas por PCR
em tempo real, com o kit QPCR NGS Library Quantification Kit (Agilent Technologies).
A seguir, as bibliotecas foram misturadas em propor¢ées equimolares, diluidas para 4nM,
e sequenciadas no equipamento MiSeq System - Illumina (San Diego, EUA) -
utilizando-se o protocolo do kit MiSeq Reagent Kit v2, pela equipe do CEGH-CEL

responsavel pelo sequenciamento de nova geracéo.

3.5.5 Analise bioinformética
As sequéncias obtidas pelo sequenciador MiSeq (lllumina) foram analisadas

por ferramentas bioinforméaticas no servidor Linux disponivel no CEGH-CEL. O
protocolo da analise bioinformatica realizado foi realizado inicialmente pelo aluno
Humberto Vicente Cezar Marcolino, conforme rotina do CEGH-CEL, baseado no
pipeline para analise de exomas padronizado pelo Dr. Guilherme Yamamoto (Dantas et
al., 2014), e também segundo as praticas recomendadas pelo GATK (Broad Institute),
com as seguintes etapas:
a) Alinhamento das leituras no genoma de referéncia humano hg19, utilizando
0 software Burrows-Wheeler Aligner (disponivel em:
http://bio-bwa.sourceforge.net/);
b) Eliminagdo de duplicatas de leituras, determinagdo de indels locais e
realinhamento das leituras baseado nos indels pelo software Picard (Broad
Institute — disponivel em: http://broadinstitute.github.io/picard/);
c) Recalibragéo das qualidades das bases com o software GATK (Broad Institute
— disponivel em: https://software.broadinstitute.org/gatk/);
d) Chamada de variantes (SNPs e Indels) pelo algoritmo HaplotypeCaller do
software GATK;
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e) Filtragem das variantes pelo software GATK;

Ao final do processo de analise bioinformética descrito, foi gerado um aquivo
com extensdo .vcf, contendo todas as posi¢des em que a sequéncia obtida divergiu do
genoma de referéncia, para cada amostra. Para identificar as possiveis variantes causais
dos quadros de perda auditiva, foi realizada a anotacdo das variantes utilizando-se o
software Annovar (disponivel em annovar.openbioinformatics.org/en/latest/), que
adicionou a lista de variantes encontradas, as informaces disponiveis em diversos bancos
de dados publicos, incluindo anotacdes especificas para 0s genes de surdez disponiveis
no banco de dados Deafness Variation Database (disponivel em
http://deafnessvariationdatabase.org/).

Para a revisao dos dados obtidos pelo sequenciamento realizada em 2018, a Dra.
Marilia de Oliveira Scliar repetiu a etapa de anotacdo das variantes em maio de 2018, de
maneira a contemplar as versfes atualizadas dos bancos de dados utilizados para
anotacao.

Para cada amostra, as listas de variantes anotadas foram filtradas com base nas
informacdes sobre as variantes disponiveis nos bancos de dados listados na tabela 3 e

conforme os critérios exibidos na figura 2.

Tabela 3. Bancos de dados utilizados para a filtragem das variantes

Tipo de Nome do banco de URL
informacéo dados / ferramenta
1000 Genomes Project http://browser.1000genomes.org/

Exome Variant Server http://evs.gs.washington.edu/EVS/
Exome Aggregation
Consortium (EXAC) http://exac.broadinstitute.org/

Populacional

AbraOM http://abraom.ib.usp.br/
Relagio genctipo ClinVar o https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
_ fenctipo Deafness Variation o
Database http://deafnessvariationdatabase.org/
A dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
Sequéncia . )
RefSeqGene https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/
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NCBI Genome https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome

Preditores de SIFT http://sift.jcvi.org/index.php
patogenicidade Polyphen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Mutation taster http://www.mutationtaster.org/

Figura 2. Critérios para filtragem das variantes

Frequéncia
populaciona
9
<1%
(<3% para ogene GJB2)

Relagio
gendtipo-
e

fenétipo
I
Variantes patogénicas
Variantesbenignas Variantesde efeito desconhecido ou ndo descritas ou provavelmente
patogénicas
| ; | L
Variantes com potencial
Excluidas
Variantes missense de a,lterarestrutura da
proteina (frameshift, nonsense
e em sitios de splicing)
Predita como .
. Tabela de variantes
patogénicaem .
candidatas
pelo menos 1

Para cada probando, a tabela de variantes obtida ap6s o processo de filtragem
foi analisada em conjunto com os dados levantados na ficha de anamnese e o provavel
mecanismo de transmissdo genética, de maneira a se identificar dentre as variantes
filtradas se havia alguma(s) com maior probabilidade de explicar a perda auditiva no
probando.

3.5.6 Repeticéo da corrida de sequenciamento
Apbs o preparo e sequenciamento das bibliotecas, os resultados foram

analisados quanto a cobertura média das bases para verificar a necessidade de repeti¢do
da corrida de sequenciamento. Foi definido que para todas as amostras que tiveram
porcentagem inferior a 90% de bases cobertas pelo menos 10X seria repetida a corrida,
caso ndo fosse encontrada variante provavelmente causal dentre a lista final de variantes

filtradas.
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3.5.7 Confirmagdo das variantes e andlise de segregacdo por
sequenciamento de Sanger

Apo6s verificacdo das anotagdes, as variantes consideradas com potencial
elevado para explicar os quadros foram investigadas por sequenciamento de Sanger para
confirmacdo e validacdo. Quando havia material disponivel de outros familiares, foi
realizada também a anélise de segregacao das variantes por meio do sequenciamento de
Sanger para verificar se a transmissdo da variante era condizente com o provavel
mecanismo de heranca genética.

Para isso, foram sintetizados oligonucleotideos com o auxilio das ferramentas
online  Primer3  (http://primer3.ut.ee/) e ExonPrimer (https://ihg.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/primer/ExonPrimerUCSC.pl?db=hg19&acc=uc003vjd.3) para
amplificar regides dos exons contendo as variantes por meio de PCR. Apos a PCR, fez-
se a purificacdo dos amplicons com os reagentes Exonuclease | - Affymetrix (Santa Clara,
EUA) e Shrimp Alkaline Phosphatase (Affymetrix). Em seguida, foi realizado o
sequenciamento com o kit BigDye Terminator v3.1(Thermo Fisher Scientific). Por fim,
os fragmentos foram submetidos a eletroforese capilar no analisador AB13730 (Applied
Biosystems) e os eletroferogramas com as sequéncias foram analisados no programa
FinchTV - Geospiza (http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml) e no programa

Geneious - Biomatters (https://www.geneious.com).

3.5.8 Classificacao final das variantes
Os critérios propostos pelo ACMG (Alford et al., 2014) foram adotados para

classificacdo das variantes identificadas como provavelmente causais dos quadros de
perda auditiva. Para isso, foram analisadas em conjunto as informacGes sobre as variantes
obtidas na etapa de filtragem e na andlise de segregacdo. Variantes missense foram
classificadas como descrito por Li e Wang (2017), com o auxilio da ferramenta online
InterVar (disponivel em: http://wintervar.wglab.org), que gera automaticamente a
classificacdo da variante de acordo com os critérios propostos pelo ACMG e permite a
inclusdo manual dos resultados da analise de segregacdo. Para os casos em que O
significado clinico da variante foi encontrado no banco de dados Deafness Variation
Database, a classificacdo descrita nessa fonte foi comparada com a obtida pelos critérios
do ACMG e foram considerados concluidos os casos em que as variantes encontradas
foram descritas como patogénicas ou provavelmente patogénicas de acordo pelo menos

uma das duas opgdes. Excepcionalmente, foram considerados parcialmente concluidos
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sete casos casos em que nenhuma variante patogénica ou provavelmente patogénica foi
detectada, mas houve deteccdo de variantes de efeito desconhecido com frequéncia
inferior a 1% nos bancos de dados populacionais e preditas como patogénicas pelas

ferramentas de predicao in silico consultadas.

4. Resultados e Discussao

Serdo apresentados primeiramente os resultados obtidos de cada grupo de
probandos divididos em funcdo da hipotese diagnostica e critérios de inclusdo,
acompanhados da discussdo. Ao final desses topicos, os resultados globais obtidos do
painel serdo apresentados e discutidos. Os heredogramas dos casos em que foi possivel

realizar analises de segregacdo com amostras de familiares encontram-se no anexo C.

4.1 Probandos com suspeita de sindrome de Waardenburg (SW)
Nove probandos foram selecionados por apresentarem sinais clinicos sugestivos
de SW. Em quatro deles, foram detectadas as variantes provavelmente causais, descritas

na tabela a seguir.

Tabela 4. Descricédo das variantes causais ou provavelmente causais encontradas no grupo

dos probandos com suspeita de sindrome de Waardenburg
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Probandos

31 52 74 88
Cobertura >10X (%) 58,5/97,2 78,7/98,7 98,3 26
Gene SOX10 PAX3 PAX3 PAX3
Waardenburg Waardenburg Waardenburg Waardenburg
Fendtipo(s) OMIM syndrome, type 2E/ syndrome, type 1 /type syndrome, type 1/ syndrome, type 1/
type 4C 3 type 3 type 3
RefSeq NM_006941 NM_001127366 NM_001127366 NM_001127366
Variante - DNA c.44_62deld c.142G>C c.461delG c.149_160del
Variante - Proteina p.Val15fs p.Gly48Arg p.Ser154fs p.Pro50_Asn54del
dbSNP - - - -
Genotipo Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose
1000 Genomes 0 0 0 0
Exome Variant Server 0 0 0 0
ExAC 0 0 0 0
ABraOM 0 0 0 0
ClinVar - classificagdo ND ND ND ND
Deafness Variation
Database - ND Patogénica ND ND
classificacdo
SIFT NA 0,912 - Damaging NA NA
Polyphen-2 NA 0 - Damaging NA NA
Mutation Taster NA Disease causing NA NA
Histérico familiar casoisolado casoisolado casoisolado Pai eirmdo gemeo
afetados
Andlise de segregacdo de novo Ausente na mée - de novo NR
provavelmente de novo
Critérios - ACMG PVS1, PM2, PM6 PM1, PM2, PP3 PVS1, PM2, PM6 PM1, PM2, PM4
e Provavelmente Provavelmente Provavelmente Provavelmente
Classificagdo - ACMG .. . . .
patogénica patogénica patogénica patogénica

Legenda: ND - ndo descrito / NA- ndo se aplica / NR - ndo realizada por auséncia de material de familiares

Foi possivel encontrar a variante causal em quatro dos nove (44,4%) casos em
que se suspeitou de sindrome de Waardenburg, conforme dados apresentados na tabela 4.
Nos quatro casos foram detectadas variantes em genes tipicamente associados a sindrome
de Waardenburg, sendo trés delas em heterozigose no gene PAX3 em probandos com
suspeita de tipo 1, o que é compativel com os dados revistos por Pingault et al. (2010),
que descreveu que até 90% dos casos de WS1 apresentam mutacGes neste gene. A
variante missense ¢.142G>C / p.Gly48Arg, detectada na amostra do probando 52, apesar
de nunca ter sido descrita nos bancos de dados populacionais, é classificada como
patogénica pelo banco de dados Deafness Variant Database, com base no estudo em que
foi descrita pela primeira vez como causal da sindrome de Waardenburg tipo 1 em
humanos (Pandya et al., 1996). As outras duas variantes detectadas no gene PAX3 séo
pequenas delecbes que nunca foram descritas nos bancos de dados consultados e, de
acordo com os critérios do ACMG, sdo consideradas provavelmente patogénicas: a
delecdo c.461delG / p.Serl54fs, detectada no probando 74 é do tipo frameshift, ou seja,
altera o quadro de leitura da proteina codificada pelo gene e néo foi herdada dos genitores;
a variante c¢.149 160del / p.Pro50_Asn54del, detectada no probando 88, promove a
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delecdo de 4 aminoacidos na proteina. Na ficha de anamnese do probando 88, foi referido
que seu pai também € portador da sindrome de Waardenburg tipo 1, porém, ndo foi
possivel obter essa amostra para realizar o teste. E provavel que ele seja portador da
mesma mutacao detectada no probando.

Na amostra do probando 31, foi identificada em heterozigose uma delecdo de 19
pares de base (c.44_62del) que altera o quadro de leitura da tradugdo da proteina
codificada pelo gene SOX10. Essa mutagdo nunca foi descrita nos bancos de dados
consultados, ndo foi herdada dos genitores e, de acordo com os critérios do ACMG, ¢
classificada como provavelmente patogénica. MutacOes patogénicas em heterozigose no
gene SOX10 estdo associadas aos tipos 2 e 4 da sindrome de Waardenburg, conforme
revisto por Song et al. (2016). Uma vez que na avaliacdo clinica ndo foi referido que o
probando apresenta doenca de Hirschsprung, a hipétese de apresentar o tipo 4 da
sindrome foi descartada. Ao exame clinico houve uma suspeita de que o probando
apresentava distopia canthorum, caracterizando o tipo 1 da sindrome, devido a
hiperterlorismo aparente. Neste caso, este achado clinico ndo teria correspondéncia com
0 achado molecular, uma vez que mutac6es no gene SOX10 nunca foram associadas ao
tipo 1 da sindrome. Porém, a andlise das distancias intercantais interna e externa mostrou
que os resultados das medidas estdo dentro dos limites normais. Neste caso, o diagnostico
molecular serviu para confirmacdo da avaliacdo clinica, permitindo confirmar que se trata
de um caso de WS tipo 2.

Recentemente, os resultados obtidos nas amostras 31, 52 e 88 foram também
incluidos na casuistica de outro estudo do LGH (Bocangel et al., 2018), no qual foram
investigados 49 probandos com diagndstico clinico de Sindrome de Waardenburg, dos
quais 19 tiveram a variante causal detectada.

N&o foi possivel encontrar variantes causais ou provavelmente causais em cinco
dos nove casos analisados. Cobertura média acima de 10X foi obtida para mais de 90%
das bases analisadas em quatro destes casos (tabela 5), portanto, ndo é provavel que este
parametro tenha interferido na auséncia de deteccdo de variantes. Apenas a amostra 67
teve cobertura média acima de 10x inferior a 90%, motivo pelo qual a corrida de
sequenciamento foi repetida. Porém, a cobertura obtida na segunda corrida foi ainda
menor (32,9%). Ainda assim, ndo se pode concluir que a auséncia de deteccéo de variante
causal ou provavelmente causal nesta amostra seja decorrente da cobertura menor, uma
vez que para a amostra do probando 88 foi possivel identificar variante causal mesmo

com uma cobertura média acima de 10X de apenas 26%.
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Tabela 5. Cobertura das amostras com suspeita de sindrome Waardenburg para as quais

nédo foram identificadas variantes causais ou provavelmente causais

Proporcdo de bases com cobertura acima de 10X (%)

Cddigo da amostra Corrida 1 Corrida 2
60 93,6 -
61 96,2 -
67 82,4 32,9
83 98,6 -
86 97,5 -

Na etapa de triagem inicial da amostra da probanda 60, foram identificadas duas
variantes patogénicas no gene GJB2: ¢.35delG / p.Glyl2Valfs e ¢.167del T p.Leu56Argfs.
A anélise de segregacdo revelou que cada uma das variantes foi herdada de um dos
genitores e, portanto, estdo em heterozigose composta e explicam a perda auditiva da
paciente. Porém este gene ndo esta relacionado ao fendtipo da WS, e sim, a perda auditiva
ndo-sindrémica autossémica recessiva tipo 1A. Ainda assim, esta amostra foi incluida
neste estudo sob a hipdtese de Sindrome de Waardenburg , pois ao exame clinico foi
identificado epicanto interno bilateral, o que causou impressdo de telecanto e poderia
caracterizar distopia canthorum. A probanda néo exibia nenhuma alteracdo conspicua de
pigmentacdo da pele ou cabelos, embora a coloracdo azul intensa dos olhos da paciente
tenha chamado a atencdo na avaliacdo. Sabe-se que a Sindrome de Waardenburg
apresenta varidvel expressividade de manifestacGes clinicas (Milunsky, 1993; Song et al.,
2016; Tamayo et al., 2008). No entanto, a analise dos genes causativos da WS neste
probando ndo apresentou variantes patogénicas, tornando o genétipo no gene GJB2 a
explicagdo mais plausivel para o quadro apresentado.

A andlise dos resultados do probando 61 (dados ndo exibidos na tabela 4) revela
0 qudo dindmico é o processo de classificacdo de variantes. Nessa amostra foi identificada
em heterozigose a variante ¢.2738C>T / p.Ala913Val no gene TJP2, associado a surdez
ndo-sindrémica de herancga autossdmica dominante (Walsh, Pierce, et al., 2010), o que
poderia ser compativel com o quadro, ja que ao exame clinico, as caracteristicas clinicas
de sindrome de Waardenburg nesta paciente eram discretas (perda auditiva bilateral e
mancha despigmentada na pele). Em fevereiro de 2015, quando foi feita a primeira analise
dos resultados, esta variante era descrita como provavelmente patogénica de acordo com

0 banco de dados Deafness Variant Database, porém, na revisao dos resultados realizada
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em agosto de 2018, foi verificado que, atualmente, esse banco de dados descreve esta
variante como de efeito desconhecido, tal qual a classificagédo da variante obtida ao se
aplicarem os critérios da ACMG. Alem disso, esta variante também foi identificada na
amostra do pai da paciente, que é ouvinte, portanto, neste caso, a perda auditiva
provavelmente ndo tem relacdo com a variante encontrada nesta amostra.

A amostra do probando 83 foi incluida neste estudo sob a hipdtese causativa de
sindrome de Waardenburg tipo 4, uma vez que na consulta inicial de avaliacdo genética
foram detectadas alteracdes pigmentares discretas e foi referida a suspeita de doenca de
Hirschsprung, condicdo para a qual foram solicitados exames comprobatorios. Tais
exames ndo foram realizados. Uma vez que nao se detectou a variante causativa do quadro
neste probando, é possivel que a perda auditiva presente neste probando esteja associada
a outra sindrome cujos genes causais ndo foram incluidos neste estudo. Em janeiro de
2018 foi realizado nesta amostra o exame de CGH-array 60k, com resolucdo de 500Mb,
que também ndo identificou variacBes de nimeros de cdpias clinicamente relevantes.

Embora a casuistica de probandos com suspeita de SW neste estudo tenha sido
pequena, a taxa de auséncia de deteccdo de 55,55% (5 de 9 amostras) estd de acordo os
dados revistos por Pingault et al.(2010), em que foi descrito que cerca de 50% dos casos
permanecem sem diagndstico, e também com o outro estudo do LGH que analisou 49
probandos portadores de SW, em que ndo foi possivel identificar a variante causal em
61,2% dos casos (19/49) (Bocangel et al., 2018). Estas taxas de ndo deteccdo podem
indicar a presenca de variantes em regides nao-codificantes e a possibilidade de que
outros genes ainda ndo descritos sejam responsaveis pelos quadros de SW quando
mutados, o que foi visto ser possivel ap6s a primeira descricdo de uma mutagdo
patogénica no gene KITLG, em um caso de sindrome de Waardenburg tipo 2 (Zazo Seco
etal., 2015).

E importante considerar que a metodologia aplicada nesse estudo n&o permite a
deteccdo de grandes delecBes e inser¢es nos genes analisados e que este mecanismo ja
foi descrito como responsavel por 6% dos casos em um estudo que analisou 48 pacientes
com SW tipos 1 e 3 (Milunsky, Maher, Ito, & Milunsky, 2007) e por 12,2% dos casos no
outro estudo recente realizado pelo LGH (Bocéangel et al., 2018). Nesse estudo, a amostra
do probando 86 também foi submetida a analise de MLPA (Multiplex Ligation Probe-
dependent Amplification) por meio do kit SALSA P186-B1, que tem sondas que cobrem
0s genes MITF, PAX3 e SOX10, porém, ndo foram detectadas variantes de numeros de

copias (CNVs) que explicassem a perda auditiva neste caso. A analise por MLPA pode
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contribuir para a identificagdo de variantes nos casos em gque ndo houve identificacdo da
variante causal apés as andlises de NGS.

As amostras dos probandos para 0s quais ndo se detectaram variantes causais
estdo em avaliacdo para inclusdo em um novo projeto do LGH, no qual é prevista a
realizacdo de array-CGH de alta resolugédo e sequenciamento completo do exoma para

identificacdo das variantes causais.

4.2 Probandos com suspeita de sindrome de Usher (SU)
Foi possivel encontrar as variantes causais em oito dos treze (61,5%) casos em

que se suspeitou de sindrome de Usher, conforme dados apresentados na tabela 6. Em
trés destes casos a variante causal foi encontrada em homozigose e nos outros cinco casos,
foram detectadas duas variantes, provavelmente em heterozigose composta.

As variantes ¢.433C>T / p.GIn145Ter no gene USH1G e ¢.9345 9346del /
p.Pro3116Hisfs no gene USH2A, detectadas em homozigose, respectivamente, nos
probandos 46 e 64, sdo classificadas como patogénicas enquanto a variante ¢.1880del T /
p.Leu627fs no gene CDH23, detectada em homozigose no probando 68, é classificada
como provavelmente patogénica. A frequéncia dessas variantes & muito baixa ou nem
descrita nos bancos de dados populacionais, nos trés casos foi verificado que, como
esperado, o probando é filho de pais consanguineos, primos em primeiro grau. Esses trés
achados ressaltam a importancia da consanguinidade como fator de risco nessas familias

estudadas, com importantes implica¢des no aconselhamento genético dos individuos.
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Tabela 6. Descrigdo das variantes causais ou provavelmente causais encontradas no grupo dos probandos com suspeita de sindrome de Usher

Probandos
46 51 64 68 78 82 89 90
Cobertura >10X (%) 42,6 97,1 70,2 80,3 97,9 98,6 87,3 93,9
Gene USH1G CDH23 USH2A CDH23 USH2A USH2A USH2A CDH23

Fendtipo OMIM

Sindrome de
Usher tipo 1 G

Sindrome de Usher tipo 1D

Sindrome de
Usher tipo 1D

Sindrome de
Usher tipo 2A

Sindrome de Usher tipo 2A

Sindrome de Usher tipo 2A

Sindrome de Usher tipo 2A

Sindrome de Usher tipo 1D

RefSeq NM_001282489 NM_022124 NM_206933 NM_001171933 NM_206933 NM_206933 NM_206933 NM_022124
DNA c.433CT €.3579+2T>C €.6065-9G>A c.9345_9346del c.1880del T c.132177>C €.12100G>T c.4714C>T €.2299delG c.2073C>A c.851A>G c.6049G>A €.7900C>T
Proteina p.GIn145Ter ? ? p.Pro3116Hisfs p.Leu627fs p.Leu4406Pro p.Glu4034Ter p.Leul572Phe p.Glu767Serfs p.Cys691Ter p.Glu284Gly p.Gly2017Ser p.Glu2634Ter
dbSNP rs773231689 rs1385831846 rs367928692 rs536593247 ND rs745693690 ND rs111033333 rs80338903 ND rs762869685 rs183431253 ND
Genotipo Homozigose Heterozigose Heterozigose Homozigose Homozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose
1000 Genomes 0 0 0 0,000998403 0 0 0 0,000399361 0 0 0 0,000199681 0
Exome Variant Server 0 0 0,00008 0,003 0 0 0 0,0011 0,001 0 0 0,0008 0
ExAC 0,00004255 0 0,0001 0,00006589 0 0,00002 0 0,0008 0,0008 0 0,000008786 0,00005358 0
ABraOM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N Conflitante:

benigna /
ClinVar - classificagdo ND ND Patogénica ProvaveJ rr_\ente ND ND ND prova\{el LS Patogénica ND ND Provavej n'_1ente ND
patogénica benigna / patogénica
provavelmente
patogénica
DI EEs ND Patogénica Patogénica ND B ND BERS Patogénica Patogénica EELS Patogénica ND
Database - classificagdo  desconhecido patogénica desconhecido desconhecido
SIFT NA NA NA NA NA 0,175 - Tolerated NA 0,175 - Tolerated NA NA 0,008 - Damaging - NA
Polyphen-2 NA NA NA NA NA 0,927 - Possibly NA 0,927 - Possibly NA NA 0,997 - Damaging 1,0 - Damaging NA
Damaging Damaging
Mutation Taster Disease causing _ Disease causing NA NA NA Polymporphism __ Disease causing __ Polymporphism __ Disease causing __ Disease causing __ Disease causing __Disease causing __Disease causing
Pais
consanguineos, 1 . q Pais Pais
o - o Pais consanguineos, ) ; A . . :
Histérico familiar irmao caso isolado consanguineos, 1 consanguineos, 3irmdos afetados casoisolado casoisolado casoisolado
provavelmente irmdo afetado casoisolado
afetado
Herdada da mie,
Anélise de segregacio NR NR NR preseoen - EnhEeHEmse NR NR NR NR NR NR NR NR
homozigose no nos pais
irmado afetado
L PM1, PM2, PM3,
Critérios - ACMG PVS1,PM2,PP3  PVS1,PM2,PP3  PVS1,PM2,PP3  PVS1, PM2, PP3 PVS1, PM2 PM1, PM2 PVS1, PM2,PM3 PM1, PM2, PP3, PVS1,PM2 PVS1, PM2, PM3, PM1, PM2, PP3, op5 PVS1, PM2, PP3
Classificagdo - ACMG Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica ProvaveIAmente Efeutou Patogénica Efelto. Patogénica Patogénica Efelto. ProvaveIAmf-:nte Patogénica
pat. d h desconhecido * desconhecido * patogénica

Legenda: ND - ndo descrito / NA- ndo seaplica / NR - ndo realizada por auséncia de familiares
*Se as duas variantes encontradas estiverem em alelos diferentes (em trans), a variante de efeito desconhecido passa a ser classificada como provavelmente patogénica
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Foram detectadas variantes no gene USH2A em quatro dos oito casos para 0s
quais foi possivel detectar variantes provavelmente causais. VVariantes patogénicas nesse
gene estdo associadas ao tipo 2 da sindrome de Usher, o mais frequente, responsavel por
cerca de metade dos casos de SU reportados (Rosenberg, Haim, Hauch, & Parving, 1997).
Nas amostras dos probandos 78, 82 e 89, foram detectadas duas variantes em
heterozigose, porém, ndo foi possivel realizar analise de segregagdo em nenhum dos trés
casos, devido a auséncia de material dos genitores, o que impactou na classificacdo das
variantes. Em cada um destes probandos foi identificada uma variante missense de efeito
desconhecido em combinagdo com outra variante que causa perda de fungdo (duas
variantes nonsense e uma frameshift). Essas trés variantes sdo consideradas patogénicas
de acordo com os critérios do ACMG, sendo duas delas também consideradas
patogénicas, e uma delas considerada provavelmente patogénica de acordo com o banco
de dados Deafness Variant Database. A maioria das variantes patogénicas identificadas
no gene USH2A s&o do tipo nonsense ou frameshift, sendo a variante ¢.2299delG /
p.Glu767Serfs, encontrada no probando 82, a mais comum delas (Aller et al., 2004). Se
houvesse sido obtida a confirmacdo de que as variantes detectadas nestes trés probandos
se encontram em alelos diferentes (em trans), as trés variantes missense de efeito
desconhecido teriam sua classificacdo alterada para provavelmente patogénicas. Como
ndo foram encontradas outras variantes que pudessem explicar a condi¢do sindrémica
nestes probandos, estes trés casos foram considerados parcialmente concluidos, com a
ressalva de que seria importante confirmar a origem das alteracdes detectadas. E
importante também notar que a variante ¢.4714C>T / p.Leul572Phe, detectada na
amostra do probando 82, tem classificacBes conflitantes no banco de dados Clinvar, que
variam desde benigna até provavelmente patogénica. Portanto, recomenda-se cautela para
classificar a variante como causal do quadro mesmo apds analise de segregacéo.

As variantes detectadas no gene CDH23 nas amostras dos probandos 51 e 90
estdo de acordo com a descrigdo de que os casos de SU decorrentes de variantes nesse
gene ocorrem por mutagdes de perda de fungéo, ou pela combinacédo de mutacGes de perda
de funcdo com mutagdes do tipo missense, enquanto 0s casos nao-sindrémicos ocorrem
tipicamente por mutagdes do tipo missense (Astuto et al., 2002). No caso do probando 51
foram detectadas duas variantes que alteram os sitios de splicing e no probando 90 foi
detectada uma nova variante sem sentido (nonsense) associada a uma variante missense
ja descrita como patogénica e associada ao tipo 1D da sindrome de Usher. Nos dois casos

néo foi possivel realizar a analise de segregacédo para confirmar se as variantes estdo em
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alelos diferentes, porém, como o fendtipo descrito para esse gene é compativel ao
verificado nos pacientes, provavelmente a condi¢do sindromica nesses pacientes decorre
das variantes que foram detectadas no nosso estudo.

Né&o foi possivel encontrar variantes provavelmente causais em cinco dos 13
casos analisados (38,5%), mesmo tendo sido obtida porcentagem de bases com cobertura
acima de 10x acima de 90% nos cinco casos (Tabela 7). Em um estudo que pesquisou 10
genes associados a sindrome de Usher em 32 pacientes sem causa genética definida,
Aparisi et al., (2014) identificaram variantes patogénicas em 22 dos casos utilizando uma
estratégia de NGS que, além de detectar alteracdes na sequéncia (substituicbes e pequenas
insercdes e delegdes), também permitiu a deteccdo de variacdo do numero de copias
(CNVs) nos genes analisados. Dos 22 casos reportados com deteccéo de variantes nesse
estudo citado, 4 apresentaram CNVs patogénicas, portanto, a taxa de deteccdo
considerando-se apenas as amostras para as quais ndo foram detectadas CNVS foi de
56,3%, similar aos 61,5% encontrados em nossa casuistica. Vale ressaltar, portanto, que
para 0s casos em que ndo foram detectadas variantes explicativas dos quadros,

recomenda-se a analise de CNVs dos genes relacionados a SU.

Tabela 7. Cobertura das amostras com suspeita de sindrome de Usher para as quais ndo

foram identificadas variantes causais ou provavelmente causais

Proporc¢éo de bases com cobertura acima de 10X (%)

Cddigo da amostra Corrida 1
2 98,3
5 97,3
15 93,2
54 97,2
81 98,1

Na amostra do probando 54 foi encontrada a variante patogénica c.1214delA /
p.Asn405fs em heterozigose no gene USH2A (dados nédo exibidos na tabela 6), sem
identificacdo de uma segunda variante causal nas regides codificantes desse gene. Em
outros estudos moleculares de pacientes com sindrome de Usher, € reportado que uma
parcela dos pacientes apresenta apenas uma variante patogénica em um dos genes causais,
sobretudo no gene USH2A (Aparisi et al., 2014; Besnard et al., 2014). A amostra do
probando 54 foi incluida em outro estudo do LGH, no qual estdo em analise os resultados

de sequenciamento completo do exoma de outros dois individuos da familia (um afetado
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pela SU e outro afetado apenas por perda auditiva) e também regides promotoras e outras
regides ndo codificantes do gene USH2A, a procura de outras variantes que possam
explicar a segregacdo da SU nessa familia.

N&o se pode descartar a presenca de variantes em outras regides ndo estudadas
por este teste, uma vez que variantes intrénicas no gene USH2A, por exemplo, ja foram
associadas a casos raros de sindrome de Usher (Vaché et al., 2012). Também néo se pode
descartar que outros genes ainda ndo identificados possam estar associados a SU, o que
poderia ser verificado com a aplicacdo do sequenciamento completo do exoma ou do

genoma.

4.3 Probandos com suspeita de surdez ndo-sindrbmica autossdomica

dominante

Foi possivel encontrar variantes provavelmente patogénicas ou patogénicas em
quatro dos doze (33,3%) dos casos em que se suspeitou de surdez ndo-sindrémica
autossdémica dominante, conforme dados apresentados na tabela 8. Em trés casos, também
apresentados na tabela 8, foram detectadas variantes classificadas como de efeito
desconhecido nunca descritas nos bancos de dados populacionais e preditas como
patogénicas nas ferramentas de predicdo in silico consultadas. Caso se confirme a
patogenicidade das variantes nesses trés casos, a taxa de deteccdo para esse grupo de
probandos passa a ser de 58,3%. Em seis desses sete casos (85,7%), a variante encontrada
foi do tipo missense, o0 que esta de acordo com os dados reportados por Sloan-Heggen et
al., (2016). Nesse estudo de 1119 probandos com perda auditiva dos quais 141 tinham
historico familiar com o mecanismo autossdémico dominante de transmisséo, foi descrita,
para este grupo especifico, taxa de deteccao de 50% com predominio de variantes do tipo
missense, vistas em 85% dos casos em que variantes causais foram detectadas.

Todas as sete variantes consideradas provavelmente causais apresentadas na
tabela 8 nunca foram descritas em nenhum dos bancos de dados populacionais
consultados. Apenas as variantes detectadas nos probandos 50 e 71 tém descricdo da
relacdo fenotipo-genotipo nos bancos de dados Clinvar e Deafness Variation Database,
nos quais sdo apontadas como patogénicas, embora, aplicando-se os critérios do ACMG,

a classificagdo obtida é a de que s&o provavelmente patogénicas.

Tabela 8. Descricédo das variantes causais ou provavelmente causais encontradas no grupo

dos probandos com suspeita de surdez ndo-sindrémica autossémica dominante
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Probandos

23

25

34

37

41

50

71

L4

Cobertura >10X (%) 95,9 97,5 95,9 96,0 79,4 72,9/97,9 73,6
Gene KCNQ4 MYO7A MYO3A T™C1 EYA4 GSDME (DFNAS) T™MC1
Surdez Surdez Surdez Surdez Surdez Surdez Surdez
Fenétipo OMIM autossémica autossémica autossémica autossémica autossémica autossémica autossémica
dominante 2A dominante 11 recessiva 30 dominante 36 dominante 10 dominante 5 dominante 8/12
RefSeq NM_004700 NM_00260 NM_017433 NM_138691 NM_004100 NM_004403 NM_138691
DNA c.845C>A ¢.1970G>T €.2090T>G c.1754G>A c.1822G>C GEOIHL CRIE c.1714G>C
13delTTC
Proteina p.Tyr282Lys p.Arg657Leu p.Leu697Trp p.Gly585Asp p.Glu608GIn ? p.Asp572His
dbSNP ND ND ND ND ND rs727505273 rs121908072
Gendtipo Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose
1000 Genomes 0 0 0 0 0 0 0
Exome Variant Server 0 0 0 0 0 0 0
ExAC 0 0 0 0 0 0 0
ABraOM 0 0 0 0 0 0 0
ClinVar - classificagdo ND ND ND ND ND Patogénica Patogénica
Deafness Variation N o B B Efeito Patogéni patogéni
Database - classificagdo desconhecido atogenica atogenica
SIFT 0,001-Damaging 0,001-Damaging 0-Damaging 0,001-Damaging 0,01-Damaging NA 0,022-Damaging
Polyphen-2 0,997-Damaging 0,899-Damaging 1,0-Damaging  0,999-Damaging  1,0-Damaging NA 1,0-Damaging
Mutation Taster Disease causing  Disease causing  Disease causing  Disease causing  Disease causing NA Disease causing

Pai, irmdo, tia,

Pai, irmdos e

2irmdos e

Pai, avo paterna,

Mde, irmdo, 2

Histérico familiar [EREIELUD Pai afetado sobrinho sobrinha IFell QUIAED Aes p:?ternos € tiose3 primos
paternoe 4 afetados 8 primos
A afetados afetados afetados
primos afetados afetados
Herdada do pai Presente nos Herdada da mae
. - afetado, presente irmdos e afetada e
Analise de segregacdo N
nos outros sobrinha presente no
NR NR afetados afetados NR NR irmdo afetado
- PM1, PM2,PM5, PS3, PM1, PM2, PM2, PMS5, PP1,
Critérios - ACMG PM1, PM2, PP3 5 s3 PM2, PP1, PP3 PM1, PM2, PP3 PVS1, PM2 5
PP3 PP1, PP3 PP3, PP5
Efeito Provavelmente Efeito Efeito Pro I te Pr I te
Classificagdo - ACMG énica®
¢ desconhecido patogénica Patogénica desconhecido desconhecido patogénica patogénica

Legenda: ND - ndo descrito / NA-ndo se aplica / NR - ndo realizada por auséncia de material de familiares

1(2Iassifi<:a<;§o com base nos dados obtidos por este e outros estudos do LGH - checar discussdo do caso

O probando 34 apresentou a variante ¢.2090T>G / p.Leu697Trp em heterozigose
no gene MYO3A, que é associado a surdez autossdmica recessiva e raramente descrito
como alterado em familias com perda auditiva de heranca autossémica dominante. A
variante encontrada no probando havia sido previamente identificada em duas familias
brasileiras com perda auditiva com segregacdo compativel ao modelo autossémico
dominante e o fato de que mutacdo dominante no gene MYO3A havia sido descrita
somente uma vez anteriormente (Grati et al., 2016) motivou um estudo colaborativo entre
a equipe do LGH e equipes de pesquisadores nos Estados Unidos (NIHCD - Instituto
Nacional de Saude voltado para distdrbios da comunicagdo e da Universidade Estadual
da Pensilvania). Nesse estudo colaborativo, os pesquisadores dos Estados Unidos
demonstraram em testes funcionais que a proteina MYO3A com a alteragdo p.Leu697Trp
apresenta reducdo na sua atividade ATPase e aumenta sua afinidade por actina, e que a
combinacdo da proteina alterada com a proteina selvagem interfere nos processos dos
quais ela participa, essenciais para a mecanotransducdo dos sinais sonoros. Portanto, a
alteracdo justifica os problemas de audicéo apresentados pelos pacientes das familias em

que ela esta presente e 0 modelo autossémico dominante de transmisséo, nesse caso, €
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explicado por conta do efeito dominante negativo demonstrado nos estudos funcionais
(Dantas et al., 2018). Essa informacdo do efeito da variante na proteina e a analise de
segregacdo nas familias estudadas pelo LGH permitiram a classificacdo dessa variante
como definitivamente patogénica, associada a surdez de heranca autossémica dominante,
ampliando o espectro de efeitos fenotipicos de alteracdes no gene MYO3A, quando
alterado. Uma vez que essa variante foi detectada em trés familias brasileiras, um novo
estudo do LGH tem como objetivo triar a presenca dessa mutacdo em outras familias que
apresentam perda auditiva autossdmica dominante sem causa definida. Até o momento,
a variante ja foi encontrada em outras duas familias, totalizando cinco casos, e nesse
estudo do LGH foi incluida também a analise dos haplétipos, determinados por meio da
genotipagem dos pacientes em arrays de SNPs, para identificar a origem do evento
mutacional (Bueno et al., 2018)

A interpretacdo do significado clinico de variantes do tipo missense é
desafiadora, sobretudo no caso da perda auditiva autossomica dominante, que costuma
apresentar expressividade variavel, inclusive entre individuos da mesma familia, além de
penetrancia incompleta e manifestacéo tardia em alguns casos. Esses casos requerem uma
andlise criteriosa dos dados, para que as correlagdes entre os achados moleculares e
fenotipicos sejam adequadas, conforme revisto por (Vona, Nanda, Hofrichter, Shehata-
Dieler, & Haaf (2015) . As variantes detectadas nos probandos 23, 37 e 41 foram
classificadas como de efeito desconhecido de acordo com os critérios propostos pelo
ACMG. No entanto, esses 3 casos foram considerados parcialmente concluidos, uma vez
que néo foi detectada nenhuma outra variante com potencial de explicar a perda auditiva
nos trés casos e cada uma dessas variantes detectadas é extremamente rara, sem descricao
nos bancos de dados populacionais, e as trés sdo preditas como patogénicas de acordo
com as ferramentas de predicdo in silico consultadas. No caso do probando 37, a variante
€.1754G>A / p.Gly585Asp no gene TMC1 foi detectada em heterozigose no probando e
em outros dois individuos afetados de sua familia, e ndo foi detectada em um individuo
ouvinte testado. Nesses trés casos, o laudo redigido com a descricdo da variante detectada
foi incluida a observacdo de que nédo ¢ possivel afirmar que as variantes sdo patogénicas
e causais da perda auditiva, e foi sugerida a ampliacdo da investigacdo em outros
individuos das familias.

A variante ¢.991-15 991-13del no gene GSDME (I6cus DFNADS), detectada no
probando 50, é a Unica que ndo é do tipo missense dentre as variantes causais detectadas.

Essa variante ja foi descrita como patogénica pois acarreta na perda do exon 8, gerando
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uma proteina truncada ndo funcional, e ja foi detectada como patogénica e associada a
perda auditiva apenas em familias de origem do leste asiatico (Booth et al., 2018; Park et
al., 2010; Yu et al., 2003). Na ficha de anamnese do probando 50 nédo ha registro de que
sua familia seja de origem asiatica. Portanto, seria interessante realizar uma investigacédo
para identificar a origem do evento mutacional que levou a presenca dessa variante na

familia estudada.

Tabela 9. Cobertura das amostras com suspeita de surdez nao-sindrémica autossémica

dominante para as quais ndo foram identificadas variantes causais ou provavelmente

causais
Proporgéo de bases com cobertura acima de 10X (%)
Cddigo da amostra Corrida 1
13 88,8
30 95,7
43 97,6
76 96,7
80 96,6

N&o foi possivel detectar a variante causal em cinco dos doze casos (41,7),
mesmo tendo sido obtida porcentagem de bases com cobertura acima de 10x acima de
95% em quatro desses casos (Tabela 9). A amostra 13 apresentou 88,8% de bases com
cobertura acima de 10x, preenchendo os critérios adotados para repeticdo da corrida de

sequenciamento, porém, nao foi possivel realizar a repeti¢do da corrida.

4.4 Probandos com suspeita de surdez né&o-sindrbmica autossdomica

recessiva

Foi possivel encontrar a variante causal ou provavelmente causal em 12 dos 37
(32,4%) casos em que se suspeitou de surdez ndo-sindrémica autossdmica recessiva,
conforme dados apresentados na tabela 10. Em um caso, também exibido na tabela 10,
foi encontrada uma variante de efeito desconhecido considerada com potencial elevado
de explicar a perda auditiva do probando. No estudo realizado por Sloan-Heggen et al.,
(2016), em que foram utilizados paineis com 66 e 89 genes que causam surdez, a taxa de
deteccdo de variantes no grupo dos 226 probandos com surdez autossdmica recessiva foi

de 41%. Em um estudo de 160 familias com suspeita de surdez nao-sindrémica recessiva
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utilizando sequenciamento completo do exoma, Bademci et al., (2016) encontraram
variantes causais em 90 familias (56%).

A variante causal foi encontrada em homozigose em oito probandos, dos quais
cinco sdo filhos de casais consanguineos. Foram detectadas duas variantes em
heterozigose em quatro casos, dos quais foi possivel confirmar a heterozigose composta
em dois probandos, por meio da anélise de segregacao.

Variantes patogénicas no gene GJB2, das quais a mutacdo c.35delG /
p.Glyl2Valfs é a mais comum, séo a causa predominante de perda auditiva congénita nao
sindromica recessiva em diversas populagdes (Kenneson, Van Naarden Braun, & Boyle,
2002). Nas amostras dos probandos 7, 28, 36 e 39, foram detectadas variantes no gene
GJB2, consideradas patogénicas pelo banco de dados Deafness Variation Database, que
explicam a perda auditiva nos quatro casos. Para essas quatro amostras, 0 sequenciamento
de toda a regio codificante do gene GJB2 havia sido realizado previamente como parte
da triagem de mutaces mais frequentes que causam perda auditiva, porém, houve falha
na identificacdo das variantes na analise do sequenciamento dos probandos 7, 28, 36 e
39.
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Tabela 10. Descri¢do das variantes causais ou provavelmente causais encontradas no grupo dos probandos com suspeita de surdez ndo-sindromica

autossdmica recessiva

Probandos
3 7 8 28 33 36 39 42
Cobertura >10X (%) 97,8 98,1 97,7 95,9 97,4 97,2 39,1/95,2 97,8
Gene CLDN14 GJB2 MYO7A GJB2 SIX1 GJB2 GJB2 OTOF
Surdez Surdez Surdez Surdez
Surdez

Fenétipo OMIM

Surdez autossomica recessiva 1A

autossomica

autossomica

Branchiootic

autossomica

autossomica

Surdez autossomica recessiva 9

autossomica 29 X ) syndrome 3 ) )
recessiva 2 recessiva 1A recessiva 1A recessiva 1A
RefSeq NM_144492 NM_004004 NM_000260 NM_004004 NM_005982 NM_004004 NM_004004 NM_194248
DNA c.291C>A ¢.101T>C ¢.550C>T c.4489G>C c.109G>A c.386A>G ¢.101T>C ¢.101T>C c.2891C>A c.4747C>5T
Proteina p.Cys97Ter p-Met34Thr p.Argl84Trp p.Gly1497Arg p.val37lle p.Tyr129Cys p-Met34Thr p-Met34Thr p.Ala964Glu p-Argl1583Cys
dbSNP rs767108790 rs35887622 rs998045226 ND rs72474224 rs104894478 rs35887622 rs35887622 rs201329629 rs781688103
Genotipo Homozigose Heterozigose Heterozigose Homozigose Homozigose Heterozigose Homozigose Homozigose Heterozigose Heterozigose
1000 Genomes 0 0,00599042 0 0 0,0153754 0 0,00599042 0,00599042 0 0
Exome Variant Server 0 0,0102 0 0 0,0013 0 0,0102 0,0102 0 0
ExAC 0,00001678 0,0085 0 0 0,0066 0 0,0085 0,0085 0 0,00002471
ABraOM 0 0,00289 0 0 0,003284 0 0,00289 0,00289 0 0
Conflitante -
Conflitante - G . Conflitante - Conflitante -
) e desconhecido, - - A
ClinVar - classificagdo ND todas as ND ND Patogénica todas as todas as Patogénica Patogénica
P provavelmente P P
classificagdes . classificagdes classificagdes
patogénica e
patogénica
POV e Patogéni Patogéni ND Patogéni Patogéni Patogéni Patogéni Patogéni eI
Database - classificagdo desconhecido atogenica atogenica atogenica atogenica atogenica atogenica atogenica desconhecido
SIFT NA 0-Damaging 0,027-Damaging 0,001-Damaging 0,717-Tolerated 0,001-Damaging 0-Damaging 0-Damaging 0,001-Damaging 0-Damaging
Polyphen-2 NA 0,038-Benign 1,0-Damaging 1,0-Damaging 1,0-Damaging 1,0-Damaging 0,038-Benign 0,038-Benign 0,999-Damaging 1,0-Damaging

Mutation Taster Disease causing

Disease causing  Disease causing

Disease causing

Disease causing

Disease causing

Disease causing

Disease causing

Disease causing Disease causing

Pais
Histdrico familiar consanguineos,

irmao afetado

Presente em
heterozigose nos

3irmdos e 1lirma afetada

Irma afetada

Presente em
heterozigose nos

Pais
consanguineos

Herdada -

Pais
consanguineos

Irma afetada

Pais
consanguineos

Herdada -

Irma afetada

Analise de segregagdo pais eem NR pais eem presetnte em NR NR prese'nte em NR
. A heterozigose nos heterozigose nos
homozigose no homozigose na : A
- [ pais pais
Irmao Irma
Critéri ACMG PVS1. PM2. PP1 PPS:’SI PBI\Q;' ;:;’ PM1, PM2,PM5, PM1,PM2,PP1, PS3,PM1,PP3, PS3, PM1, PP3, PPSP35, PB'\gi" BP;);, PPSP?’SI ng;';:;' PM1, PM2, PP3, PM1, PM2, PP3,
rierios - Sl et PP3 PP3 PP5 PP5 » 5o B e PP5 PP5
BP6 BP6 BP6
Efei P | " b I + Efei Efei P | " P | +
Classificacio - ACMG Patogénica feito ) Pro Ime e Pro Ime e Provave[mfante Patogénica feito A feito ‘ Pro Ime e Pro Ime e
desconhecido patogénica patogénica patogénica desconhecido desconhecido patogénica patogénica

Legenda: ND - ndo descrito / NA- ndo seaplica / NR - ndo realizada por auséncia de material de familiares

continua
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continuagéo

Probandos
57 65 72 75 84
Cobertura >10X (%) 64,9 97,3 97,7 97,7 98,6
Gene LHFPL5 PTPRQ CDH23 T™MC1 CEACAM16
Surdez Surdez Surdez

Fend6tipo OMIM

autossomica Surdez autossémica recessiva 12

recessiva 84A

autossémica
recessiva 67

Surdez autossémica recessiva 7 autossdmica

dominante 4B

RefSeq NM_182548 NM_001145026 NM_001171933 NM_138691 NM_001039213

DNA c.526C>T c.473_474insTA c.1183G>T c.3820G>A c.236+1G>A c.1094G>A c.436C>T

Proteina p.Argl76Cys p.Tyr158fs p.Val395Phe p.Glul274Lys ? p.Arg365Lys p.ArglaeTer

dbSNP rs768655651 ND rs763721044 rs775540526 rs775428246 ND ND

Gendtipo Homozigose Homozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Homozigose

1000 Genomes 0 0 0 0 0 0 0

Exome Variant Server 0 0 0 0 0 0 0

ExAC 0,00001649 0 0,00003538 0,0000083 0,00001283 0 0

ABraOM 0 0 0 0 0 0 0
Patogénica /

ClinVar - classificagdo ND ND Patogénica ND provavelmente ND ND
patogénica

Deafness Variation Efeito B B Efeito Patogénica B B

Database - classificagdo desconhecido desconhecido

SIFT 0,001-Damaging NA 0,001-Damaging NA NA 0,003-Damaging NA

Polyphen-2 1,0-Damaging NA 1,0-Damaging 1,0-Damaging NA 0,995-Damaging NA

Mutation Taster Disease causing  Disease causing Disease causing Disease causing Disease causing Disease causing Disease causing

Pais Pais

Historico familiar

Irm3 afetada consanguineos, 2 Irm3 afetada

irmds afetadas

Presente em

heterozigose nos Pais heterozigotos para cada uma das

Irm3 afetada consanguineos, 2

irmdos afetados

Presente em
Pais heterozigotos para cada uma das heterozigose nos

Andlise de segregacdo pais e em NR variantes, que estdo em heterozigose variantes, que estdo em heterozigose pais e
homozigose na composta no probando e na irma. composta no probando enairmd. homozigose nos 3
irma irmdos afetados
. PM1, PM2, PP1, PM1, PM2, PP1, PM2, PM3, PP1,
Critérios - ACMG PM2, PP1, PP3 PVS1, PM2 PVS1, PM2 PVS1, PM2, PP1
PP5 PP3 PP3
e Efeito Provavelmente Provavelmente Provavelmente Provavelmente Provavelmente P
Classificagdo - ACMG X . . . . . Patogénica
desconhecido patogénica patogénica patogénica patogénica patogénica

Legenda: ND - ndo descrito / NA-ndo seaplica / NR - ndo realizada por auséncia de material de familiares
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A variante ¢.101T>C /p.Met34Thr no gene GJBZ2, identificada em heterozigose
composta no probando 7, e em homozigose nos probandos 36 e 39, tem um historico
controverso de interpretacdo de seu significado clinico que permanece até hoje,
evidenciado, por exemplo, pelos resultados apresentados no banco de dados Clinvar, no
qual a variante é descrita com todas as classes de patogenicidade, de benigna a patogénica,
de acordo com os critérios adotados por cada estudo que resultou em submissao no banco
de dados. Trata-se de uma variante relativamente comum, com frequéncia superior a 1%
no banco de dados Exome Variant Server, classificada como de efeito desconhecido de
acordo com os critérios propostos pelo ACMG. No presente estudo, essa variante foi
considerada causal da perda auditiva nos probandos em que foi detectada, uma vez que
n&o foram encontradas outras variantes que pudessem explicar a perda auditiva nos quatro
casos e com base na classificacdo de patogénica, que consta no banco de dados Deafness
Variant Database, além da existéncia de estudos que reforcam a hipotese de sua relagédo
com perda auditiva quando em homozigose ou em heterozigose composta, embora
notadamente com expressividade variavel (Loppdnen et al., 2012; Mikstiene et al., 2016).
No caso do probando 39, para o qual foi feita a analise de segregacédo, foi visto que 0s
pais ouvintes apresentam a variante em heterozigose. Ainda assim, os laudos com a
descricdo dessa variante foram redigidos com a ressalva da controvérsia que envolve a
interpretacdo do seu significado clinico.

O probando 33 foi incluido no grupo de casos com suspeita de surdez ndo-
sindrdmica autossdmica recessiva pois é filho de pais consanguineos, primos em primeiro
grau, embora tanto na familia paterna quanto na familia materna existam outros
individuos afetados por perda auditiva. No probando, foi detectada apenas a variante
€.386A>G / p.Tyr129Cys em heterozigose no gene SIX1, classificada como patogénica,
porém, ndo associada a surdez ndo-sindrémica autossémica recessiva, e sim, a sindrome
oto-branquial tipo 3 (OMIM#608389), um subtipo especifico da sindrome branquio-oto-
renal. Na avaliacdo pré-teste desse probando, realizada por geneticista de colaborador de
outro estado, ndo foi relatado nenhum sinal além da perda auditiva que pudesse sugerir o
diagnéstico clinico da condicdo sindrémica. No entanto, conforme revisto por Smith
(2014), o espectro dessa sindrome exibe elevada variabilidade fenotipica, e apresenta
como sinal mais frequente a perda auditiva, presente em mais de 90% dos casos, que pode
estar combinada a outros sinais como fossetas pré-auriculares, vistas em cerca de 82%
dos casos e a outros sinais menos frequentes, como fistalas ou cistos branquiais (em 50%

dos casos) e outras malformacdes auriculares. Portanto, é possivel que ndo tenha sido
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detectada outra alteracdo fenotipica da sindrome oto-branquial tipo 3 no probando ou até
mesmo que ele apresente apenas a perda auditiva. Uma vez que h4 outros individuos na
familia desse probando afetados por perda auditiva, esta indicada a reavaliacéo clinica e
a ampliacdo do estudo genético para outros individuos.

A variante ¢.526C>T / p.Arg176Cys no gene LHFPLS5, detectada na mostra do
probando 57, é classificada como variante de efeito desconhecido, porém, o caso foi
considerado parcialmente concluido uma vez que se trata de uma variante extremamente
rara, descrita como provavelmente patogénica pelos preditores in silico consultados e ndo
foram encontradas outras variantes que possam explicar a perda auditiva nesse probando.
Além disso, a analise de segregacdo revelou que a variante se encontra em heterozigose
nos pais ouvintes e em homozigose na irma também afetada.

No probando 84, foi identificada em homozigose a variante c.436C>T /
p.Argl46Ter no gene CEACAMLS6, para o qual variantes que acarretam ganho de funcéo
foram associadas a surdez ndo sindrémica autossomica dominante (Hofrichter et al.,
2015; Wang et al., 2015; Zheng et al., 2011). A variante detectada nesse estudo é
extremamente rara, do tipo sem sentido (nonsense), localizada no exon 4 do gene, que
tem 7 exons (e codifica uma proteina composta por 425 aminoacidos) e leva a interrup¢édo
da sintese proteica no residuo 146. A analise de segregacdo revelou que essa variante
também foi detectada em homozigose em dois irm&os afetados e em heterozigose nos
quatro irmdos ouvintes e também nos pais, que apresentam audicdo normal e sdo
consanguineos. Portanto, a segregacdo foi compativel com o padrdo autossdémico
recessivo de transmissdo. Essa descoberta motivou a apresentacdo desses dados em
formato de poster (Dias et al., 2018) na conferéncia Molecular Biology of Hearing and
Deafness 2018, realizada entre 16 e 19 de maio de 2018 em Gottingen, Alemanha. Em
abril de 2018, foi publicado um estudo (Booth, et al., 2018) no qual foram descritas duas
variantes que alteram o splicing da proteina codificada pelo gene CEACAM16 e acarretam
perda de funcdo em duas familias iranianas ndo aparentadas que apresentam padrdo
autossdmico recessivo de transmissdo genética da surdez. O fendtipo nessas familias é
similar ao encontrado na familia do probando 84 do presente estudo, que € caracterizado
por perda auditiva pés-lingual progressiva, inicialmente afetando altas frequéncias, com
inicio de manifestacdo na segunda decada de vida. A descricdo de que variantes de perda
de funcdo no gene CEACAM16 causam perda auditiva, em combinagdo com a anélise de
segregacdo e dados da frequéncia da variante detectada no probando 84, permitiram

classificar a variante ¢.436C>T / p.Argl46Ter como patogénica, de acordo com 0s
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critérios do ACMG, e motivaram a submissdo dos resultados obtidos para a familia do
probando 84 para publicacdo em periddico cientifico (anexo D), uma vez que os dados
obtidos permitiram incluir o gene CEACAM16 a lista dos genes relacionados a diferentes
mecanismos de transmissdo genética e forneceram evidéncia adicional de que variantes
nesse gene causam perda auditiva ndo sindrémica autossémica recessiva.

N&o foi possivel detectar as variantes causais em 24 dos 37 casos (64,9%), em
que se suspeitou de surdez ndo sindromica autossomica recessiva. A porcentagem de
média de bases com cobertura acima de 10x para essas amostras é apresentada na tabela
11. As amostras dos probandos 63 e 66 apresentaram porcentagem média de bases
cobertas acima de 10x inferior ao limite estabelecido de 90%, o que pode ter prejudicado
a identificacdo correta de variantes.

Tabela 11. Cobertura das amostras com suspeita de surdez ndo-sindrémica autossémica

recessiva para as quais ndo foram identificadas variantes causais ou provavelmente

causais
Proporcdo de bases com cobertura acima de 10X (%)
Cddigo da amostra Corrida 1 Corrida 2
1 98,3 -
4 98,2 -
5 95,1 -
18 65,2 96,9
21 54,7 97
22 97,0 -
26 96,5 -
29 75,5 98,2
32 97,7 -
40 46,6 96,1
44 97,1 -
47 97,2 -
48 97,0 -
45 43,1 97,2
55 43,4 96,3
56 97,0 -
58 97,6 -
59 50,2 93,4
63 86,2 -
66 75,9 18,0
69 90,0 -
73 50,7 96,2
87 98,5 -
91 97,7 -
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A variante ¢.101T>C / p.Met34Thr no gene GJB2 foi detectada em heterozigose
nas amostras dos probandos 21 e 26 (dados ndo exibidos na tabela 10), porém, sem
deteccdo de outra variante patogénica ou provavelmente patogénica no mesmo gene.
Como ja foi citado, a variante tem classificacdo controversa, com estudos que sugerem
inclusive a hipotese de que cause perda auditiva ndo-sindrémica autossémica dominante
com penetrancia e expressividade variaveis (Doria, Fernandes, & Moura, 2016), portanto,
sdo recomendadas andlises adicionais dos probandos e familiares, se possivel, pois néo é
possivel descartar a possibilidade de que a perda auditiva nesses casos seja explicada por

essa variante.

4.5 Probandos com suspeita de surdez ndo-sindromica com mais de um

mecanismo de transmissdo genética possivel.

Foi possivel encontrar variantes classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas em 6 dos 20 casos (30%) em que se suspeitou de surdez ndo-
sindrdbmica com mais de um mecanismo de transmissdo genética possivel, conforme
dados da tabela 12. Dados das variantes detectadas nos probandos 11, 19 e 27 também
foram incluidos na tabela 12 (totalizando nove casos), uma vez que nesses trés casos
foram detectadas variantes de efeito desconhecido, porém, com frequéncia abaixo de 1%
nos bancos de dados populacionais e preditas como patogénicas nas ferramentas de
predicdo de patogenicidade consultadas, o que permitiu considerar esses trés casos
parcialmente concluidos. Além disso, as variantes detectadas nesses trés probandos estao
em genes associados a surdez ndo-sindrémica autossdbmica dominante, o que é compativel
com o historico familiar das 3 familias nas quais foram encontradas, em que se suspeitou
de heranca autossdmica dominante ou mitocondrial. As variantes detectadas no probando
19 foram detectadas em seu filho, também afetado por perda auditiva, portanto, a hipétese
de que uma das variantes detectadas nesse caso seja a causa da perda auditiva em ambos
ndo pode ser descartada. Nos laudos redigidos com a descricdo das variantes de efeito
desconhecido detectadas foi incluida a ressalva de que elas sdo uma provavel explicacédo
para a perda auditiva, porém, ndo se pode afirmar com certeza até que se obtenha
evidéncias mais robustas da patogenicidade das variantes encontradas. Se fosse possivel
no momento confirmar que as variantes de efeito desconhecido sdo responsaveis pela
perda auditiva nesses trés casos, a taxa de deteccdo para esse grupo chegaria a 45%.
Estudos funcionais, analise de segregacdo, e estudos caso-controle podem auxiliar na

compreenséo do significado clinico das variantes de efeito desconhecido detectadas.
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Ha poucos dados disponiveis na literatura sobre analise de painéis genéticos em
amostras de probandos em que se suspeitou de mais de um mecanismo genético de
transmissao, da maneira como foi estabelecido o critério de selecdo nesse estudo, o que
inviabiliza a comparacdo direta entre taxas de deteccdo obtidas. Porém, considerando-se
que dos 20 casos incluidos nesse grupo, 17 tinham suspeita de heranga autossdmica
dominante ou mitocondrial, e mutagdes mitocondriais causais ndo foram detectadas (os
genes MT-RNR1 e MT-TS1 foram incluidos no desenho do painel), € possivel classificar
esse grupo de 17 amostras como de provavel heranca autossébmica dominante, o0 que
permite comparar as taxas de deteccdo obtidas. Para esse grupo de 17 amostras cuja
hipotese diagndstica a posteriori é de surdez autossdbmica dominante, a taxa de deteccéo
de amostras consideradas patogénicas ou provavelmente patogénicas foi de 29,4% (5
casos), valor muito similar ao obtido no grupo das amostras com hipétese inicial de surdez
autossdémica dominante, descrito no item 4.3, que foi de 33,33%. Ao incluir os trés casos
em que variantes de efeito desconhecido com potencial elevado de explicar a perda
auditiva foram detectadas, a taxa de deteccdo obtida para o grupo das 17 amostras passa
a ser de 47,1% (6 casos), enquanto no grupo das amostras com hipoétese inicial de surdez
autossdémica dominante, chegou a 58,3% com a inclusdo desse tipo de variantes.

A andlise combinada de todas as 29 amostras classificadas com provavel heranca
autossdmica dominante (considerando as 12 amostras do item 4.3 e as 17 amostras
identificadas a posteriori nesse item com provavel heranca autossémica dominante), a
taxa de deteccdo de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas obtida é de 31%
(9 casos). Quando se incluem os casos com variantes de efeito desconhecido com
potencial elevado de explicar a perda auditiva identificadas, a taxa de deteccdo chega a
51,7% (15 casos). Em uma revisdo que compilou os resultados obtidos por 7 estudos em
que sequenciamento de nova geracdo de paineis foi usado para investigacdo molecular da
perda auditiva, Shearer & Smith (2015) descreveram taxas de detec¢do que variaram
entre 31% e 100% no grupo de probandos com provavel heranga autossdbmica dominante.
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Tabela 12. Descri¢do das variantes causais ou provavelmente causais encontradas no grupo dos probandos com suspeita de surdez ndo-sindromica

com mais de um mecanismo de transmissao genética possivel

Probandos
9 11 12 14 16 19 27 49 70
Hipdtese AD ou Mitocondrial . D ou' . ey . AD’ s Olf . et . AD ou mitocondrial X ey X . ey X . ey .
mitcondrial mitocondrial mitocondrial mitocondrial mitocondrial mitocondrial mitocondrial
Cobertura >10X (%) 98,3 97,9 98,5 93,2 93,7 4 82,0 98,1 31,9/68,6 97,5
Gene CDH23 CCDC50 TNC ADGRV1 TMPRSS3 GSDME (DFNA5) GJB6 TNC MYH14 TECTA P2RX2
Surdez Surdez . Surdez Surdez Surdez Surdez Surdez Surdez Surdez
Sindrome de

Fendtipo OMIM

Surdez autossémica recessiva 12

autossomica

autossémica

Usher, tipo 2C

autossémica

autossémica autossOmica autossomica

autossoémica

autossomica

autossoémica

dominante 44 dominante 56 recessiva 8/10 dominante 5 dominante 3B dominante 56 dominante4A  dominante 8/12 dominante 41
RefSeq NM_001171933 NM_178335 NM_002160 NM_032119 NM_032405 NM_004403 NM_001110219 NM_002160 NM_024729 NM_005422 NM_174873
DNA €.2968G>A c.4562A>G C.227G>A c.6218G>A €.12895C>T c.646C>T c.Qf;(;ZLISF?(?l- c.460T>A c.3839A>G C.4886G>T c.5998delG c.1133T>C
Proteina p.Asp990Asn p.Asn1521Ser p.Arg76His p.Arg2073GIn p.Argd299Ter p.Arg216Cys ? p.Phel54lle p.Asp1280Gly p.Argl629Lys p.Gly2000fs p.Phe378Ser
dbSNP rs771766431 rs780987516 rs138443787 rs764464070 rs756954694 rs145913750 rs727505273 rs100154027 ND rs759824498 ND rs143626910
Genotipo Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Homozigose Homozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose Heterozigose
1000 Genomes 0 0 0,000199681 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Exome Variant Server 0 0 0,0006 0 0 0,000077 0 0 0 0 0 0,0002
ExAC 0,00001863 0,00001658 0,0003 0,000008319 0,000008291 0,000008262 0 0 0 0,00006121 0 0,00004991
ABraOM 0 0 0 0 0 0 0 0 4] 0 0 0
ClinVar - classificagdo ND ND ND ND ND ND Patogénica ND ND ND ND ND
Deafness Variation Patogéni Patogéni Patogéni Efeito Efeito patogéni patogéni B B Efeito . Efeito
Database - classificagdo atogenica atogenica atogenica desconhecido desconhecido atogenica atogenica desconhecido desconhecido
SIFT ND ND NA 0-Damaging NA 0,0-Damaging NA 0,022-Damaging 0,207-Tolerated 0,001-Damaging NA 0-Damaging
Polyphen-2 1,0-Damaging 0,865-Possibly NA 1,0-Damaging NA 1,0-Damaging NA 0,986-Damaging 0,993-Damaging  1,0-Damaging NA 0,999-Damaging
Mutation Taster Disease causing Disease causing Disease causing  Disease causing  Disease causing  Disease causing NA Disease causing  Disease causing  Disease causing  Disease causing  Disease causing
pais Mae, irma
Filho Gnico de M3ee3tios consanguineos, L E - bll"nha !
Histérico familiar Filho Unico de mde também afetada mae também maternos irmdo afetado, 3 aeeirma Filho afetado aeepal S(,) ! N M3ie afetada
e afetadas afetados sobrinho e filho
afetada afetados geragdes com
afetados
afetados
Analise de segregagao Herdadas - heterozigose composta Herdada da mae NR NR NR NR Varlante§ presentef EmEm e NR NR TSI A1) [
heterozigose no filho afetado afetada
. PM1, PM2, PM6,
Critérios - ACMG PM1, PM2, PP3 PM1, PM2, PP3 PM1,BS2 PM1, PP3 PVS1, PM2 PM1, PM2, PP3 PVS1, PM2 PM2, PP3 PM2, PP3 PP3 PVS1, PM2 PM1, PP3
Classificacio - ACMG Efeito Efeito Efeito Efeito Provavelmente Efeito Provavelmente Efeito Efeito Pro Imente  Pr Imente Efeito
¢ desconhecido desconhecido desconhecido desconhecido patogénica desconhecido patogénica desconhecido desconhecido patogénica patogénica desconhecido

Legenda: AD - autossémica dominante / AR - autossdmica recessiva / ND - ndo descrito / NA-n3o seaplica / NR - ndo realizada por auséncia de material de familiares
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O probando 9 foi incluido na casuistica desse estudo sob suspeita de surdez
autossdmica dominante ou mitocondrial, uma vez que sua mae também é afetada por
perda auditiva. No probando foi detectada a variante ¢.227G>A / p.Arg76His em
heterozigose no gene CCDC50, associado a surdez autossdmica dominante 44 (DFNA44)
e foram detectadas também duas variantes no gene CDH23, associado a surdez
autossomica recessiva 12 (DFNB12). As trés variantes detectadas sé@o descritas como
patogénicas pelo banco de dados Deafness Variation Database. A anélise de segregacao
revelou que a mae do probando também apresentava a variante patogénica no gene
CCDC50 em heterozigose, e a variante ¢.2968G>A / p.Asp990Asn no gene CDH23 em
homozigose, provavelmente por conta da consanguinidade relatada em sua familia.
Portanto, o disturbio de audi¢do do probando e da sua mae devem ser o resultado da
combinacdo dos efeitos deletérios da variante encontrada em heterozigose no gene
CCDCA50 e das variantes detectadas no gene CDH23 em heterozigose composta, no caso
do probando, e em homozigose, no caso da mae. Na consulta pré-teste, foi relatado que o
pai do probando também apresenta perda auditiva, sem histérico familiar. Uma vez que
foi detectada uma variante patogénica no gene CDH23 em sua amostra, ndo se pode
descartar a presenca de uma segunda variante no mesmo gene que explique a perda
auditiva no pai e, portanto, o sequenciamento completo do gene poderia ser recomendado.

Na amostra do probando 12 foi detectada a variante nonsense ¢.12895C>T /
p.Arg4299Ter em homozigose no gene ADGRV1, também conhecido como GPR98,
associado a sindrome de Usher tipo 2C, condicdo autossdmica recessiva. A hipdtese
diagnostica inicial para esse probando foi de distlrbio autossémico dominante ou
mitocondrial, uma vez que sua mae e outros trés tios maternos sdo afetados, embora o
probando seja o Unico afetado de oito irmdos. A variante detectada no gene ADGRV1 é
classificada como de efeito desconhecido pelo banco de dados Deafness Variation
Database, no entanto, de acordo com os critérios do ACMG é classificada como
provavelmente patogénica, uma vez que é extremamente rara e gera um cddon de parada
de traducdo prematuro. Variantes patogénicas no gene ADGRV1 sdo descritas como
causa de Usher tipo 2C, caracterizada por perda auditiva de moderada a grave, fungéo
vestibular normal e retinose pigmentar com inicio de manifestacdo a partir da segunda
década de vida (Millan et al., 2011), embora no banco de dados Deafness Variation
Database também existam registros de variantes nesse gene associadas a surdez néo-
sindrémica. Quando o probando foi avaliado pelo servi¢o de aconselhamento genético do

LGH, ndo foi referida retinose pigmentar, mas é possivel que essa caracteristica clinica
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ainda ndo fosse detectavel a época ou ainda ndo tivesse se manifestado, uma vez que
costuma ocorrer durante ou apds a puberdade (Millan et al., 2011). Para auxiliar na
elucidagdo do significado clinico da variante detectada, foi recomendado que o probando
retornasse para nova avaliacdo, com ampliacdo do estudo para outros familiares afetados,
ja que é possivel que outra variante em gene de transmissao autossdbmica dominante
explique a perda auditiva nos outros afetados da familia.

Curiosamente, no caso do probando 14, trés mecanismos genéticos de
transmisséo poderiam explicar sua perda auditiva: autossémico dominante, uma vez que
hd trés geracOes de afetados, com transmissdo por individuos do sexo masculino;
autossdémico recessivo, uma vez que tem um irmao afetado e pais consanguineos; e até
mesmo mitocondrial, pois foi referida provavel administracdo de antibidtico
aminoglicosideo nos primeiros dias de vida. A partir dos resultados obtidos nesse estudo,
foi detectada a variante ¢.646C>T / p.Arg216Cys no gene TMPRSS3 em homozigose,
descrita como patogénica pelo banco de dados Deafness Variant Database. Essa variante
foi descrita em heterozigose composta como causa de surdez pés-lingual em uma familia
alema (Elbracht et al., 2007). Foi referido que esse probando ndo chegou a desenvolver a
fala, portanto, € possivel que a alteracdo detectada em homozigose seja responsavel por
surdez pré-lingual, como ja foi descrito para outras variantes no gene TMPRSS3
(Weegerink et al., 2011). E possivel que a perda auditiva nos outros afetados desta familia
seja decorrente de outra variante, uma vez que a genealogia sugere provavel mecanismo
autossémico dominante de heranca. Por isso, foi sugerido ampliar o estudo em outros
individuos afetados.

A andlise das variantes detectadas no probando 27 fornece mais um exemplo do
qudo dinamica é a classificacdo das variantes relacionadas a surdez hereditaria. Na
primeira analise dos dados, realizada em 2015, foram detectadas duas variantes com
potencial de explicar a perda auditiva no probando em genes de heranga autossomica
dominante: a variante ¢.2985G>C / p.GIn986His no gene MYH9 era descrita como
provavelmente patogénica pelo banco de dados Deafness Variant Database e classificada
como de efeito desconhecido pelos critérios do ACMG; a variante ¢.4886G>T /
p.Argl629Lys no gene MYH14 era classificada como de efeito desconhecido pelo banco
de dados Deafness Variant Database e classificada como de efeito desconhecido pelos
criterios do ACMG. Na revisdo dos dados, realizada em 2018, foi verificado que a
variante do gene MYH9 passou a ser considerada como de efeito desconhecido pelo banco

de dados Deafness Variant Database, e, portanto, a variante com maior probabilidade de
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explicar a perda auditiva desse probando € a variante classificada como provavelmente
patogénica no gene MYH14.

N&o foi possivel detectar as variantes causais em 11 dos 20 casos (55%), em que
se suspeitou de surdez nao sindrdmica com mais de um mecanismo de heranca genética
possivel.. A porcentagem de média de bases com cobertura acima de 10x para essas
amostras é apresentada na tabela 13. As amostras dos probandos 53 e 62 apresentaram
porcentagem média de bases cobertas acima de 10x inferior ao limite estabelecido de

90%, o que pode ter prejudicado a identificacao de variantes.

Tabela 13. Cobertura das amostras com suspeita de surdez ndo-sindrémica autossdmica

recessiva para as quais ndo foram identificadas variantes causais ou provavelmente

causais
Proporcdo de bases com cobertura acima de 10X (%)
Cddigo da amostra Corrida 1 Corrida 2

10 98,0 -

17 64,9 97,7
20 94,3 -

24 98,4 -

35 97,3 -

38 96,1 -

53 6,6 66,3
62 73,0 18

77 98,0 -

79 98,2 -

85 95,8 -

Na amostra do probando 17 (dados ndo exibidos na tabela 12), foi detectada a
variante c.605A>G / p.Tyr202Cys no gene MYO1A, que nunca foi descrita em nenhum
banco de dados populacional e predita como patogénica pelos trés preditores in silico
consultados, e portanto, poderia explicar a perda auditiva do probando. O gene MYO1A
(I6cus DFNA48) era associado a surdez autossémica dominante (Donaudy et al., 2003)
porém, Eisenberger et al., (2014) publicaram um estudo no qual desqualificaram o gene
MYO1A como causa de surdez, uma vez que a frequéncia de variantes consideradas
patogénicas é superior a 0,1%, ndo condizente com o modelo autossémico dominante.
Além disso, uma variante considerada patogénica foi detectada em homozigose em um
individuo ouvinte. Atualmente, o gene MYOZ1A nédo consta no banco de dados Deafness

Variant Database. Portanto, com base nos dados atuais sobre sua relagdo com a perda
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auditiva, a variante detectada no probando 17 ndo foi considerada causa da surdez e ndo
houve deteccdo de nenhuma variante adicional que pudesse explicar a perda auditiva
nesse caso.

A ja citada variante ¢.101T>C / p.Met34Thr (M34T) no gene GJB2, de
significado clinico controverso, foi detectada em heterozigose na amostra do probando
53, para o qual se suspeitou de surdez autossdbmica dominante ou mitocondrial, porém
sem outra variante patogénica ou patogénica no mesmo gene. Portanto, provavelmente
ela ndo explica sozinha a perda auditiva do probando. Além disso, o historico familiar
desse probando é compativel com os modelos autossémico dominante ou mitocondrial, o
que provavelmente exclui a suspeita de que a perda auditiva seja decorrente de alteragoes
da alteracdo ¢.101T>C/ p.Met34Ther, descrita como responsavel por surdez autossémica
recessiva.

Na amostra do probando 85, para o qual se suspeitou de surdez autossémica
dominante ou mitocondrial, foram detectadas em heterozigose duas variantes
classificadas como patogénicas pelos critérios do ACMG: a variante ¢.895G>A /
p.Ala299Thr no gene TMPRSS3 e a variante ¢.775C>T / p.Arg259Ter no gene ILDRL.
Uma vez que ambos 0s genes sdo associados a surdez autossdmica recessiva, as variantes
detectadas ndo foram consideradas a causa da perda auditiva no probando, embora seja
indicada a andlise de segregacao para descartar a possibilidade de heranca autossémica
dominante, ja que outros genes de surdez sdo descritos como relacionados a mais de um

mecanismo de transmissao.

4.6 Andlise da casuistica completa
Com a metodologia aplicada nesse estudo, foi possivel obter cobertura média

das regides sequenciadas de 184,37X. A porcentagem média de bases com cobertura
acima de 10x foi de 92,53%. Conforme esquema apresentado na figura 3, foi possivel
obter indices de cobertura acima de 10X para mais de 90% das bases sequenciadas para
62 amostras. Das 29 amostras que apresentaram indices inferiores a 90% de bases com
cobertura minima de 10X, foi possivel encontrar variantes causais em nove delas, sem
necessidade de repeticdo da corrida. Para outras 18 amostras, a corrida de sequenciamento
foi repetida, o que permitiu a identificacdo de variantes em mais cinco casos. Em quatro
amostras, os indices de cobertura acima de 10X obtidos foram menores que 90% mesmo
apos repeticdo da corrida de sequenciamento, o que pode indicar baixa qualidade das

amostras de DNA ou falhas durante o preparo das bibliotecas.
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Figura 3. Representacao esquematica do fluxo de sequenciamento em funcao da cobertura

e deteccédo de variantes causais.

91 amostras

<90% >90%
das bases das bases

Cobertura média acima de 10X >

Repeticdo da corrida
29 de sequenciamento
. 2 ui
6 Con.cluldos ) 5 13 3 Corlc uidos 32
3 parcialmente . . . . . 4 parcialmente . .
, inconclusivos concluidos inconclusivos , inconclusivos
concluidos concluidos

Observagdo: os casos com variantes patogénicas ou provavelmente foram considerados concluidos e os casos com variantes de efeito desconhecido com elevado
potencial de explicar a perda auditiva foram considerados parcialmente concluidos.

No caso da amostra selecionada como controle positivo, foi obtida cobertura
acima de 10X para 95,2% das bases sequenciadas e foi identificada corretamente a
variante ¢.35delG / p.Glyl2Valfs em homozigose no gene GJB2. A inclusdo de apenas
um controle positivo € insuficiente para a analise estatistica da especificidade do painel,
que é recomendada para validacéo da técnica quando ha interesse no uso clinico de testes
genéticos (Shearer & Smith, 2015).

Foi possivel encontrar variantes classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas (casos considerados concluidos) em 34 dos 91 probandos
investigados (37,4%), conforme dados apresentados na tabela 14. Com a inclusdo de sete
casos em que foram detectadas variantes de efeito desconhecido que potencialmente
explicam a perda auditiva dos probandos, a taxa de deteccdo chega a 45,1%, totalizando
41 casos. As variantes detectadas nesses 41 probandos estdo distribuidas em 33 genes.
No gene GJB2 foram identificadas quatro variantes, no gene TMC1 foram identificadas
trés variantes e, em cada um dos genes CDH23, GSDME, MYO7A e TNC foram
identificadas duas variantes. As outras variantes estdo distribuidas em 27 genes. Nenhuma
variante causal foi identificada no grupo de seis genes novos considerados candidatos
pelo LGH como provavelmente associados a surdez.

Considerando apenas a deteccdo de variantes descritas como patogénicas ou

provavelmente patogénicas, as maiores taxas de deteccdo foram obtidas nos grupos de
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probandos com suspeita de surdez sindromica. Possivelmente essa diferenca reflita a
caracterizagdo molecular mais precisa dos genes e variantes que causam as sindromes de
Waardenburg e Usher em comparacdo a caracterizacdo molecular das formas de surdez
ndo-sindrémica, para as quais o0 nimero de genes e variantes € muito maior e certamente

ainda existem muitos Idcus e genes a serem descobertos.

Tabela 14: Taxas de deteccdo de variantes por hipotese diagndstica e na amostra global

Hipotese diagnostica Probandos cog;?%os detzi)égod?% )
Sindrome de Waardenburg 9 4 444
Sindrome de Usher 13 8 61,5
Surdez nao-sindromica autossémica dominante 12 4/7* 33,3/58,3*
Surdez ndo-sindrémica autossomica recessiva 37 12/13*  32,4/35,1*
Surdez ndo-sindrémica com mais de um mecanismo 20 6/9* 30,0/ 45.0%

de transmissao genética possivel
Total 91 34/41* 37,4/ 45,1*

*Valores obtidos com a inclusdo de casos em que foram detectadas variantes de efeito desconhecido
que potencialmente explicam a perda auditiva no probando

Em uma criteriosa revisdo de 16 estudos em que foi empregado o
sequenciamento de nova geracao de paineis multigénicos para investigar causas genéticas
de perda auditiva, Shearer & Smith, (2015) descreveram taxa de detec¢do média de 41%,
que variou entre 10% e 83%. Os dados obtidos por essa revisdo estdo apresentados na
tabela 15, a qual foram adicionados os dados de outros dois estudos publicados nos anos
seguintes, em que foi realizada investigacdo molecular de perda auditiva em grandes
coortes utilizando painéis multigénicos para avaliar 1119 individuos de diversas etnias
(Sloan-Heggen et al., 2016) e 207 familias francesas (Baux et al., 2017). Diversos fatores
podem explicar as diferencas observadas entre as taxas de deteccdo, dentre os quais 0
namero de genes analisados, a realiza¢do ou nao de triagem prévia de algumas mutac6es
antes do sequenciamento de nova geracdo, 0s critérios de inclusdo de amostras na
casuistica e os tipos de variantes detectaveis por cada estratégia, ja que analises de CNVs
ndo foram incluidas em todos os estudos.

Tabela 15: Taxas de deteccdo obtidas em estudos que empregaram sequenciamento de

nova gerag&o para diagnostico molecular de perda auditiva hereditaria.

Triagem  Taxa de

Ndmero Anélise révia deteccdo
Referéncia d Populacéao de pré ¢
e genes CNVs (l6cus global

DFNB1) (%)
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(Shearer et al., 2010) 54 Caucasianos Né&o Sim 83
Judeus israelitas

(Brownstein et al., 2011) 246 e arabes Néo Sim 55
palestinos
(Baek et al., 2012) 80 Coreanos Né&o Sim 63
(Diaz-Horta et al., 2012) Exoma  Turcos/lranianos Néo Né&o 60
(Eppsteiner et al., 2012) 59 Multiétnico Néo Né&o 10
(Choi et al., 2013) 80 Coreanos Néo Sim 60
(Mutai et al., 2013) 84 Japoneses Néo Sim 47
(Schrauwen et al., 2013) 34 Europeus Néo Sim 38
(Shearer et al., 2013) 54/59/66 Multiétnico Sim Sim 42
(Wu et al., 2013) 80 Chineses Né&o Sim 33
(YYang, Wei, Chai, Li, & Wu, 2013) 79 Chineses Né&o Sim 26
(Guetal., 2015) 131 Chineses Sim Sim 13
(Ji, Lu, Wang, Li, & Lin, 2014) 80 Chineses Sim Né&o 27
(Park et al., 2014) 204 Coreanos Sim Sim 24
(Vonaet al., 2014) 80 ou 129 Europeus Sim Sim 52
(Wei et al., 2014) 104 Chineses Néo Sim 30
(Sloan-Heggen et al., 2016) 1119 Multiétnico Sim Parcial 39
(Baux et al., 2017) 207 Franceses Sim Sim 48

Adaptado de (A. E. Shearer & Smith, 2015)

Desde o desenho do painel utilizado em nosso estudo, feito no inicio de 2014,
foram descritos pelo menos 35 genes novos como causa de surdez, de acordo com dados
disponiveis no banco de dados Hereditary Hearing Loss Homepage. Portanto, é possivel
que variantes presentes nesses 35 genes ou em outros genes ainda ndo descritos expliquem
a perda auditiva dos probandos em que ndo foi possivel concluir o diagnéstico molecular.

Por limitacGes inerentes a propria técnica, o painel desenhado para esse estudo
ndo incluiu a analise de CNVs em nenhum dos genes investigados, permitindo apenas
deteccdo de variaces de nucleotideo Unico e pequenas delecdes e insercdes. As CNVs
tem sido descritas como causa frequente de perda auditiva hereditaria (Rosenberg et al.,
2016), como também evidenciado pelos dados apresentados por Shearer et al., (2014) em
que foram identificadas CNVs como causa de perda auditiva em 50 pacientes (18,7%) de
uma amostra total de 686 probandos. O mesmo foi evidenciado em outros estudos (Baux
et al., 2017; Sloan-Heggen et al., 2016). Como exemplo da importancia da analise de
CNVs na investigacdo de perda auditiva, é possivel citar o caso do gene STRC, para o
qual a maioria das mutacdes que causam surdez envolvem grandes CNVs. No estudo
realizado por por Sloan-Heggen et al., (2016) com 1119 probandos, foram detectadas
variantes patogénicas no gene STRC que explicaram a perda auditiva em 71 casos, dos
quais 70 continham variagdes no namero de copias (delecdes parciais ou completas do
gene, em heterozigose composta ou homozigose). Esse gene esta relacionado a perda
auditiva ndo-sindrémica autossdmica recessiva, grupo com maior nimero de amostras na

nossa investigacdo. Possivelmente a analise de CNVs do gene STRC poderia ter
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contribuido para obter maior taxa de deteccdo nesse grupo e é possivel que a andlise de
CNVs nos outros genes incluidos também contribuisse com a identificacdo de variantes
causais nas outras amostras para as quais o resultado foi inconclusivo.

Finalmente, em nosso estudo foram detectadas 43 variantes diferentes
classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas, de acordo com o banco
de dados Deafness Variant Database ou os critérios propostos pelo ACMG, das quais 14
foram classificadas em uma dessas categorias por ambos. Foram detectadas 15 novas
variantes que nunca haviam sido descritas como patogénicas ou provavelmente
patogénicas, ampliando o espectro de variantes conhecidas que causam surdez nos genes
analisados. Para quatro variantes classificadas como provavelmente patogénicas e uma
classificada como patogénica pelos critérios do ACMG, a classificagdo que consta no
banco de dados Deafness Variation Database é a de efeito desconhecido. Esse banco de
dados é uma plataforma aberta, portanto, a submissdo das variantes detectadas para
curadoria pelo grupo de pesquisas responsaveis por essa ferramenta pode contribuir para
a elucidagdo quanto ao significado clinico das variantes detectadas. E importante
considerar que o processo de classificacdo das variantes é dinamico, e mesmo o modelo
amplamente aceito de classificacdo proposto pelo ACMG tem sido submetido a sugestdes
de refinamentos para evitar subjetividade e inconsisténcia na aplicagcdo dos critérios
(Nykamp et al., 2017). Por conta da enorme heterogeneidade e peculiaridades presentes
na genética da surdez, um sistema proprio de classificacdo de variantes para essa condi¢ao
foi sugerido por Oza et al., (2018) e pode auxiliar na obtencdo de classificacdes mais
robustas das variantes nos genes que causam surdez, inclusive com a resolugéo a respeito
da patogenicidade de variantes atualmente classificadas como de efeito desconhecido.

E importante considerar que os critérios utilizados para identificar variantes
nesse estudo refletem o conhecimento cientifico atual e, portanto, principalmente para as
amostras sem deteccdo de variantes causais, € importante realizar revisdo periddica a
respeito da sua classificagédo, sobretudo no caso das variantes classificadas como de efeito

desconhecido, detectadas em todas as amostras com resultados inconclusivos.

5. Conclus6es

A utilizacdo do painel multigénico permitiu a identificacdo das causas
moleculares da surdez em 35 amostras da casuistica investigada (37,4%), além de apontar
variantes de efeito desconhecido que potencialmente explicam a perda auditiva em mais

sete casos (7,7%). A taxa de deteccdo se mostrou similar a obtida em outros estudos que

74



empregaram o sequenciamento de nova geracdo de paineis multigénicos, a despeito das
diferencas observadas entre metodologia e critérios de inclusdo adotados. Os probandos
dos casos concluidos ou parcialmente concluidos tém sido convocados a uma nova
consulta pelo servigo de aconselhamento genético do LGH, para obterem informacdes a
respeito das variantes detectadas e riscos envolvidos.

As variantes causais foram detectadas em 33 dos 99 genes analisados, portanto,
a andlise simultdnea de diversos genes se mostrou uma estratégia eficiente em
comparagdo com a abordagem classica de analise gene a gene. Foi possivel identificar 15
novas variantes classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas
extremamente raras, que até entdo ndo haviam sido descritas. Além disso, do ponto de
vista cientifico, as contribuicdes mais relevantes foram a identificacdo da mutacéo de
perda de funcdo ¢.436C>T / p.Argl46Ter no gene CEACAM16 responsavel por surdez
ndo-sindrémica autossémica recessiva e a confirmacao do papel da mutacédo ¢.2090T>G
/ p.Leu697Trp no gene MYO3A como causa frequente de surdez ndo-sindromica
autossomica dominante em amostras brasileiras.

Os dados aqui apresentados reforcam o papel do sequenciamento de nova
geracdo como ferramenta para o diagnastico clinico e aconselhamento genético da surdez,
assim como no caso de diversas outras condigdes que apresentam elevado grau de
heterogeneidade genética. Embora seja possivel realizar andlises mais abrangentes, como
0 sequenciamento completo do exoma e até mesmo do genoma, a conclusdo desse estudo
é que a utilizacdo dos paineis multigénicos é muito eficaz. Além de ser uma opcao mais
barata, permite cobertura mais uniforme entre as regides sequenciadas, nimero maior de
amostras analisadas em uma mesma corrida, analise bioinformatica mais simples, e evita
as implicacGes do aconselhamento genético complexo a respeito de achados incidentais.
Com base na literatura, sugere-se, nos dias de hoje, que um painel seja desenhado de
maneira a contemplar também variantes no nimero de cdpias, responsaveis por cerca de
20% dos casos de perda auditiva hereditaria. E importante considerar que novos genes
tém sido descritos como causa de surdez, portanto, a lista de genes analisados pelo painel
deve ser atualizada em revisdes periddicas, sempre que possivel. O nimero total de
amostras a serem sequenciadas e o fluxo de entrada de amostras deve ser considerado no
momento da solicitacdo dos reagentes do painel, pois € possivel que a lista de genes
analisados se torne obsoleta antes que todo o material seja consumido, o que pode

aumentar o custo do sequenciamento por amostra.
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Os dados obtidos por esse estudo em conjunto com dados da revisao
bibliografica realizada permitiram concluir que o sequenciamento de nova geracdo de
paineis multigénicos é uma estratégia eficaz para a investigacdo molecular da surdez.
Além da importante contribuicdo evidenciada pelas taxas de deteccao de variantes, € uma
ferramenta importante para o aconselhamento genético e fornece dados cientificos
relevantes que ampliam o conhecimento a respeito da enorme heterogeneidade genética

da surdez.
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7. Anexos

Anexo A — Copia das fichas de anamnese utilizada na consulta de aconselhamento
genético dos pacientes.

ESTUDO GENETICO-CLINICO DOS CASOS DE SURDEZ PARA USO EM ACONSELHAMENTO
GENETICO
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DADOS PESSOAIS

REGISTRO N°: DATA DA

CONSULTA:

NOME DO

PACIENTE:

ENDERECO:

TELEFONE :

ENCAMINHADO POR: ( )1.DERDIC ( )2.HC-IMPLANTE COCLEAR ( )3.HC OTORRINO (

)4 .SURDEZ SUBITA

()5.I.C. () 6.TANU ( ) 7.0UTROS
MEDICO
DATA NASC.: IDADE: SEXO: (
) 1=M ()2=F
NATURAL:
OCUPACAO: ( )1. Estudante () 2.0utros
Qual?
ESCOLARIDADE: ( )O0.Nenhuma ( )1.Fundamental I ( )2.Fundamental II ( )3.Médio
incompleto ()4.Médio completo ( )5.Superior incompleto ( )6.Superior
completo ( )7.Pdbs-graduacéao
GRUPO ETNICO: ( )1l.Branco ( )2.Pardo ( )3.Negro ( )4.0riental
MAE :
DATA NASC.: IDADE:
NATURAL:
OCUPACAO: ( ) 1l.Estudante () 2.0utros
Qual?
ESCOLARIDADE: ( )O0.Nenhuma ( )l.Fundamental I ( )2.Fundamental II ( )3.Médio
incompleto ( )4.Médio completo ( )5.Superior incompleto ( )6.Superior
completo ( )7.Pbs-graduacdo
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PAT:

DATA NASC.: IDADE:

NATURAL:
OCUPACAO: ( ) 1.Estudante () 2.0utros
Qual?
ESCOLARIDADE: ( )O.Nenhuma ( )1.Fundamental I ( )2.Fundamental II ( )3.Médio
incompleto ( )4.Médio completo ( )5.Superior incompleto ( )6.Superior
completo ( )7.Pbs-graduacdo

HISTORICO FAMILIAL

CONSANGUINIDADE PARENTAL: ( )1.NAO ()2.SIM
GRAU
OUTROS CASOS DE SURDEZ NA FAMILIA: ( )1.NAO ()2.5IM (

)3. NAO SABE
CASOS DE DOENCAS GENETICAS NA FAMILIA: ( )1.NAO ()2.SIM
MAE DO PROPOSITO TEVE ABORTOS: ( )1.NAO ()2.SIM

(VIDE HEREDOGRAMA PG 5)

CARACTERIZACAO DA SURDEZ
LATERALIDADE: ( )1l.Unilateral ( )2.Bilateral ( )3.Ndo determinada
EPOCA EM QUE PERCEBEU O PROBLEMA: ( )1.Pré-lingual ()3.Pbs-lingual

Idade de inicio:

IDADE EM QUE FOI FEITO O DIAGNOSTICO:

EVOLUCAO: ( )1l.Estacionadria ( )2.Progressiva ( )3.Subita ( )4.Nao
determinada
TIPO: ( )1.Sensorioneural ( )2.Condutivo ( )3.Misto ( )4.Ndo determinado

GRAU DA PERDA (Davis e Silverman, 1970):

( )1.Leve (21-40dB) ( )2.Moderada (41-70dB) ( )3.Severa (71-90dB) ( )4.Profunda
(>91dB)

QUEIXAS DE: ZUMBIDO ( )1.NAO ()2.5IM TONTURA ( )1.NAO (
)2.SIM

EXAMES REALIZADOS:
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AUDIOMETRIA: ( )1.NAO FEZ ( )2.NAO TROUXE ( )2.COPIA NA PASTA

BERA/PEATE: ( )1.NAO FEZ ( )2.NAO TROUXE ( )2.COPIA NA PASTA
EMISSOES OTO-ACUSTICAS: ( )1.NAO FEZ ( )2.NAO TROUXE ( )2.COPIA NA PASTA
EXAMES DE IMAGEM: ( )1.NAO FEZ ( )2.NAO TROUXE ( )3.INFORMACAO MEDICA (

)4.COPIA NA PASTA QUAL?

MALFORMACAO COCLEO-VESTIBULAR ( )0.NAO SEI ( )1.NAO TEM ( )2.AQUEDUTO

VESTIBULAR ALARGADO ( )2.MONDINI ( )3.APLASIA DE MICHEL ( )4.outra(s)
GESTAGAO

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

PRE-NATAL: ( )1.NAO ( )2.SIM, QUAIS EXAMES? ( )1.Rubéola ( )2.CMV (

) 3.Toxoplasmose

()4.51filis ( )5.Herpes ( )6.HIV ( )7. Outros: ( )

8. N&o Sabe

INFECCOES MATERNAS: ( )1.NAO ( )2.SIM
QUAL?

Uso DE DROGAS e MEDICAMENTOS : ( ) 1.NAO ( )2.SIM
Quais?

RAIO-X: ( )1.NAO ()2.SIM

OBSERVACOES :

PERIODO PERINATAL
INTERCORRENCIAS: ( )1.NAO ()2.5IM

PARTO: ( )1.NORMAL ( )2.FORCEPS ( )3.CESARIA Motivo:
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NASCIMENTO: ( )1.TERMO - 37 a 42sem ( )2.PRE-TERMO - <37sem

( )3.POS-TERMO

- >42sem
Ao nascer: Peso Comprimento
Boas condicdes de vitalidade: ( )1.NAO ( )2.SIM
ANOXIA: ( )1.NAO ( )2.SIM CIANOSE: ( )1.NAO ( )2.SIM
ICTERICIA: ( )1.NAO ( )2.SIM Banho de luz (Fototerapia): ( )1.NAO
()2.5IM
INCOMPATIBILIDADE DE Rh ( )1.NAO ( )2.SIM
FEBRE ALTA: ( )1.NAO ( )2.SIM DEFEITOS FISICOS: ( )1.NAO ( )2.SIM
INCUBADORA: ( ) 1.NAO ( )2.SIM
Motivo:
UTI neonatal: ( ) 1.NAO ( )2 .SIM
Motivo:
SAIDA DA MATERNIDADE COM A MAE : ( ) 1.NAO
Motivo: ( )2.SIM
OBSERVACOES:

EXPOSICAO A FATORES ETIOLOGICOS AMBIENTAIS
ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS: ( )1.NAO ( )2.SIM Quais? (
) 3.NAO SABE
OUTRAS DROGAS OTOTOXICAS: ( ) 1.NAO ( )2.SIM
Quais?
INFECCOES DE ORELHA: ( )1.NAO ( )2.SIM DIABETES MELITO: ( )1.NAO ( )2.SIM
MENINGITE/MENINGOENCEFALITES: ( )1.NAO ( )2.SIM SARAMPO: ( )1.NAO
( )2.SIM CAXUMBA: ( )1.NAO ( )2.SIM INFECCOES DAS
VIAS AEREAS SUPERIORES: ( )1.NAO ( )2.SIM
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EXPOSICAO CONSTANTE A rRUIDOS: (

tempo?

OUTRAS DOENCAS: (

OBS.:

) 1.NAO

) 1.NAO

)2.351IM, por gto

)2.SIM

INTERNACOES : ( ) 1.NAO

OBS.:

)2.SIM

CIRURGIAS: ( )1

OBS.:

.NAO

)2.SIM

DESENVOLVIMENTO NEUROMOTOR

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

SUSTENTOU O PESCOCO:

SENTOU COM APOIO:

SENTOU SEM APOIO:

ENGATINHOU:

ANDOU :

PRIMEIRAS PALAVRAS:

HIPOTESE DIAGNOSTICA

ETIOLOGIA: ( )1.GENETICA(HEREDITARIA) ()2
MANIFESTACAO: ( )NAO—SINDR@MICA
Qual-?

.AMBIENTAL (ADQUIRIDA)

(isolada)

(

( )3.IDIOPATICA

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

COLETA DE MATERIAL PARA DIAGNOSTICO/PESQUISA:

Paciente Registro | Parentesco Datas das | Sangue Saliva Cariot. Sangue Saliva Outros

coletas /DNA /DNA /RNA /RNA

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

()2.SIM

CONSULTA
( )y 1. Paga ( ) 2. N&ao Paga
Obs.:
Valor:
HEREDOGRAMA
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Anexo B — Termos de consentimento livre e esclarecido

Universidade de Sao Paulo
Instituto de Biociéncias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(maiores de 18 anos)

ESTUDO: Estudo molecular da heterogeneidade genética na surdez ndo-
sindrébmica e sindromica

Vocé foi convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua

colaboracgéo neste estudo serd de muita importancia para nos.

RO
(inserir o nome), residente € domMICIHHAUO NA .....cc.evveierrieiice e ,
portador da Cédula de identidade, RG .........ccccccovvivieiiiieninnne, , e inscrito no CPF/MF................
nascido(a) em / / , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea

vontade em participar do estudo “Estudo molecular da heterogeneidade genética na surdez
ndo-sindrdmica e sindrémica” , e esclare¢o que obtive todas as informagdes.

Estou ciente de que:

O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas de algumas
doengas hereditarias como a “surdez sindrémica e a surdez ndo-sindrémica” que € um defeito

do sistema auditivo.

)] Seré feita a coleta de 10 ml. de sangue.

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

II1)  Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo;

IV)  Adesisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico. Nao vira
interferir no atendimento ou tratamento médico;

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

VI)  Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados, ao final desta pesquisa:
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() N&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
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VIII) Caso tenham sido tiradas fotografias,
() concordo que sejam incluidas em publicacdes cientificas, se necessario
() concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da salde
(' ) ndo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicacdo ou apresentacao.
IX) O material colhido serd armazenado por um tempo considerado necessario para a
identificacdo e caracterizacdo do gene e de sua mutacdo e/ou mecanismo genético

responsavel pela doenga observada na minha familia.

Séo Paulo, de de 20

PAFTICIPANTE ...ttt bt b e bbb en s

Pesquisador Responsavel pelo Projeto:

Regina Célia Mingroni Netto - Bidloga

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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Universidade de Sao Paulo
Instituto de Biociéncias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores del8 anos)

ESTUDO: Estudo molecular da heterogeneidade genética na surdez ndo-
sindromica e sindromica

Seu (Sua) filho(a) esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos

fazendo. Sua colaboracgao neste estudo sera de muita importancia para nos.

1 STV RURRORPPI
RG .o, , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que
meu(minha) filNO(Q) ......cccoevveriie e nascido(a) em /

/ , participe do estudo “Estudo molecular da heterogeneidade genética na surdez néo-

sindrémica e sindrémica” e esclareco que obtive todas informagdes necessarias.
as informagoes.

Estou ciente de que:

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

)} Sera feita a coleta de 10 ml. de sangue.

II1)  Essa coleta sera feita apenas para este estudo e em nada influenciara no tratamento; néo
vai curar; ndo vai causar nenhum problema, exceto o pequeno incébmodo de dor no
momento da coleta (introducéo da agulha para retirada do sangue).

IV)  Tenho a liberdade de desistir ou de iterromper a colaboracéo neste estudo no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

V) A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a salide ou bem estar fisico. N&o vira
interferir no atendimento ou tratamento médico;

VI)  Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicacGes cientificas, desde que meus os dados pessoais de meu
filho ndo sejam mencionados;

VII) Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados, ao final desta pesquisa:
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

97



VIII) Caso tenham sido tiradas fotografias,
() concordo que sejam incluidas em publicag@es cientificas, se necessario
() concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da satde
() ndo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicacdo ou apresentacao.
IX) O material colhido serd 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 minha familia.

Séo Paulo, de de 20

e Ao o F= g (- SRR SPSPS

Pesquisador Responsavel pelo Projeto:

Regina Célia Mingroni Netto - Bidloga

Telefone para contato: (11) 3091-7478

Pesquisador e instituigdo 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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Anexo C — Heredogramas dos casos em que foi possivel analisar familiares para
investigacao da segregacao das variantes

Legenda + variante detectada / - variante ausente

Probandos com suspeita de sindrome de Waardenburg (SW)

Probando: 31
Variante: c.44_62del / p.Val15fs no gene SOX10

1.2
-

Probando: 52
Variante: ¢.142G>C / p.Gly48Arg no gene PAX3

11 1.2

111 1.2
+/-

Probando: 74
Variante: c.461delG / p.Ser154fs no gene PAX3

- A

Probandos com suspeita de sindrome de Usher (SW)

Probando: 64
Variante: ¢.9345_9346del / p.Pro3116Hisfs no gene
USH2A

1.1 1.2
+/-

Probando: 68
Variante: ¢.1880delT / p.Leu627fs no gene CDH23

11 1.2

+/- +/-

S -
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Probandos com suspeita de surdez ndo-sindrémica autossdmica dominante

Probando: 34
Variante: ¢.2090T>G / p.Leu697Trp no gene MYO3A

il

1.1 1.2 .3 1.4 1.5

+ /- / + /- + /-

LN n.2 .3 1.4 .5
-l +/- -1

Probando: 37
Variante: c.1754G>A / p.Gly585Asp no gene TMC1

4
o m o oo

/

.1 .2 .3
+-

Probando: 71
Variante: ¢.1714G>C / p.Asp572His no gene TMC1

.1
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Probandos com suspeita de surdez ndo-sindrémica autossdmica recessiva

Probando: 3

1.1
+/-

1.1

/

Variante: ¢.291C>A / p.Cys97Ter no gene CLDN14

1.2
+/-

1.2
++

Probando: 8

Variante: ¢.4489G>C / p.Gly1497Arg no gene MYO7A

1.1

1.2
+/-

1.1

/

1.2
+/+

Probando: 28

1.1
+/-

Variante: ¢.109G>A / p.Val37lle no gene GJB2

1.2
+/-

1.1

1.3

Probando: 39

Variante: ¢.101T>C/ p.Met34Thr no gene GJB2

[
+/-

1.2
+/-

|

1.1 dbito fetal 1.2

1.3
+/+

/

Probando: 57

1.1
+/-

Variante: ¢.526C>T / p.Arg176Cys no gene LHFPL5

1.2
+/-

1.2
+/+

Probando: 72

Variantes: ¢.1183G>T / p.Val395Phe e ¢.3820G>A /

p.Glul274Lys no gene CDH23

11
c.1183G>T /-

1.2
¢.3820G>A /-

1111 ¢.1183G>T /
¢.3820G>A

/

11.2¢.1183G>T /
¢.3820G>A

Probando: 75

no gene TMC1

1.1
¢.236+1G>A / -

Variantes: ¢.236+1G>A e ¢.1094G>A / p.Arg365Lys

1.2
c.1094G>A /-

II.1 ¢.236+1G>A/
¢.1094G>A

11.2¢.236+1G>A |
¢.1094G>A

Probando: 84

Variante: ¢.436C>T / p.Argl46Ter no gene CEACAM16

1 12
e +-

3
e

116 7
+I- -
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Probandos com suspeita de surdez ndo-sindrémica com mais de um mecanismo de

transmissdo genética possivel

Probando: 5
Variantes: ¢.227G>A / p.Arg76His no gene CCDC50;
€.2968G>A/ p.Asp990Asn e ¢.4562A>G / p.Asn1521Ser

no gene CDH23
1.1 CCDC50: ¢.227G>A 1.2
CDH23: ¢.4562A>G [ ¢.4562A>G CDH23: ¢.2968G>A [ -

1.1 CCDC50: ¢.227G>A
CDH23: ¢.4562A>G / c.2968G>A

/

Probando: 19
Variantes: c.460T>A / p.Phel54lle no gene GJB6
€¢.3839A>G / p.Asp1280Gly no gene TNC

1.1 GJBG:c 460T=A [ - 12
/ TNC: ¢.3839A>G / -

11.3 GJBG:c. 460T>A [ -
TNC: ¢.3839A>G / -

1.1 .2

.1 n.2 na3

o o

Probando: 70
Variante: ¢.1133T>C / p.Phe378Ser no gene P2RX2
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Anexo D — Manuscrito do artigo em que serdo publicados os dados referentes a
investigacdo realizada na familia do probando 84
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Mutations in the CEACAMG6 gene were first described as causing autosomal
dominant nonsyndromic hearing loss, but two splice affecting variants have been recently
described as causing autosomal recessive nonsyndromic hearing loss. We describe the
novel and extremely rare loss-of-function variant ¢.436C>T / p.(Argl46Ter) in the
CEACAM16 gene segregating with postlingual progressive autosomal recessive hearing
loss. This variant is predicted to significantly reduce the size of the wild-type protein. Our
results give additional support that loss-of-function variants in CEACAM16 cause

autosomal recessive hearing loss in humans.

MAIN TEXT

Hearing loss is the most frequent sensory disability, with a wide array of
etiologies, reflecting the number of cellular types and proteins necessary to maintain the
process of sound perception. Nonsyndromic hearing loss corresponds to 70% of
hereditary hearing loss and may be transmitted according to any genetic pattern of
inheritance, with a broad spectrum of genes and phenotypes involved®. Mutations in more
than 150 genes (http://hereditaryhearingloss.org) have been related to hereditary hearing
loss. The organ of Corti (OC), located in the cochlea, is the main organ of hearing in
humans. It is a neuroepithelium composed of two types of hair cells and accessory
structures, such as the tectorial membrane? (TM), an extracellular matrix that spirals along
the length of the OC and is composed of collagen fibrils and glycoproteins, such as a-
tectorin (TECTA), B-tectorin (TECTB) and the carcinoembryoinic antigen-related cell
adhesion molecule 16 (CEACAM16 #OMIM 614614)%®. The CEACAM family is a
group of lg-related glycoproteins with diverse functions®. Though it is unknown how the

proteins of the TM are assembled within the lumen of the inner ear?, their relevance in
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the hearing process is unquestionable, due to the large number of pathogenic variants in
genes encoding TM proteins that lead to hearing loss®®.

The DFNA4, an autosomal dominant nonsyndromic hearing loss (ADNSHL)
locus, maps on chromosome 19g13.31 and is subdivided into DFNA4A and DFNA4B
according to the mutated gene (MYH14 gene and CEACAM16 gene, respectively’ ).
CEACAM16 is well conserved among mice, rats and humans?! .

In 2006, we described a family in which oculocutaneous albinism and hearing loss were
segregating®2. Hearing loss was caused by the homozygous mutation ¢.35delG / p.(Gly12Valfs)
in the GJB2 gene and albinism was explained by the homozygous mutation ¢.1121delT /
p.(Phe374Serfs) in the MATP gene. However, hearing loss in a second sibship from the same
pedigree remained unexplained. In this study, we reanalyzed this sibship, with three affected
siblings presenting sensorineural, post-lingual and progressive hearing loss, with age of onset in
the second decade of life, and four hearing siblings, all children of a normal-hearing
consanguineous couple (Figure 1A). All individuals underwent evaluation of hearing threshold
levels: pure tone audiometry, both air (frequencies range: 250-8000 Hz) and bone conduction

(frequencies range: 500-4000 Hz) (Figure 1B).

After obtaining informed consent from family members, blood samples were collected.

This study was approved by CONEP, the Brazilian National Committee on Ethics in Research.

Next Generation Targeted Sequencing of 100 genes related to hearing loss was performed
in the proband’s sample, using SureSelect QXT Target Enrichment System Kit for [llumina
Multiplexed Sequencing protocol (Agilent, Santa Clara, USA) and Illumina MiSeq System
(IMlumina, San Diego, USA). Data analysis was performed according to bioinformatic procedures,
as described*. Variants were first filtered according to frequency (<1% in: 1000 Genomes Project
database; The National Heart, Lung, and Blood Institute Exome Sequencing Project Exome
Variant Server and ExAC). The remaining variants were filtered based on pathogenicity
prediction (SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster) and on phenotypic description (Clinvar, HGMD,

DeafnessVD). The homozygous substitution ¢.436C>T / p.(Argl46Ter) was found as the sole
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likely pathogenic variant in the proband. This variant is extremely rare, it was only described in
Genome Aggregation Database (gnomAD), where it was found in heterozygous state in one
individual (frequency of 0.000004173). It generates a premature stop codon at position 146, in
exon 4 (CEACAML16 has 7 exons), significantly reducing the size of the wild-type protein, which

is composed of 425 amino acids.

Sanger sequencing revealed co-segregation of the variant with HL. It was present in
homozygous state in all three affected siblings and in heterozygous state in both hearing parents
and in the four normal hearing siblings (Figure 1A and 1C). According to ACMG criteria for

classification of variants'®, the variant is considered pathogenic.

Gain-of-function mutations in the CEACAM16 gene results in ADNHSL8%, A recent
study revealed that two splice-altering variants in the CEACAM16 gene were responsible for
ARNSHL in two Iranian families'®. One of these (c.662-1G>C) resides in the donor site of exon
5 of CEACAM16 that leads to two abnormal splicing events, resulting in loss of the first
nucleotides of exon 5 (c.662_764del) and leading to a premature stop codon (p.Phe221Cysfs*16),
that alters the Ig-like C2-type 2 domain. The variant described herein generates a premature stop
codon at position 146, significantly reducing the size of the protein. Once the interruption of
protein synthesis in exon 5 was reported as resulting in hearing loss 3, we hipothesize that the
interruption of the protein in exon 4, which has a Ig-like V-type domain, leads to a similar
phenotype. Indeed, the phenotype in our patients is similar to that described™®, with all affected
individuals presenting postlingual progressive hearing loss, initially affecting high frequencies,
with age of onset in second decade of life. Targeted deletion of Ceacaml16 in mice results in
alteration of the tectorial membrane and also causes progressive hearing impairmentt. The
variant here described may have similar effects, once it is a well conserved protein among mice

and humans.

ADNSHL and ARNHSL caused by mutations in the same gene is acommon phenomenon
in genetics of deafness, but generally the resulting phenotypes vary among different mutations

and patterns of inheritance. This was not observed in CEACAM16 until now. Our results, in
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combination with the first report of variants of CEACAM16 gene causing ARNSHL'® add
CEACAML16 gene to the list of genes that are related to different modes of transmission of hearing
loss. In this particular case, the resulting phenotype seems to be very similar in gain-of-function
variants, related to dominant inheritance, and loss-of-functions variants, related to recessive

transmission.

In conclusion, we report on a novel homozygous nonsense variant segregating with
progressive ARNSHL, giving further support that loss-of-function variants in the CEACAM16 are

implicated in progressive ARNSHL.
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Figurel. (A) Pedigree of the family showing the segregation of the deafness and albinism related
variants. Examined individuals are indicated with a bar above their symbol. (B) Audiograms of
three affected homozygotes for ¢.436C>T. (C) Chromatograms of the CEACAM16 gene
(NM_001039213.3) showing the ¢.436C>T/p.(Arg146Ter) variant in heterozygous state (IV-1

sample) and in homozygous state (V-1 sample).

109



