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RESUMO

Surdez e perda auditiva sdo termos utilizados para designar distirbios 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 manifestacdes fenotipicas na surdez é impressionante. O l6cus DFNB1, que contém
0s genes GJB2 e GJB6, é responsavel por cerca de 40% dos casos de surdez nao-
sindrdbmica de origem genética, porém, variantes patogénicas em cerca de 150 genes
sdo descritas como causa de surdez, que pode ser sindrébmica ou ndo-sindrdmica. Por
permitirem o sequenciamento simultaneo de diversos genes em uma mesma analise, as
técnicas de sequenciamento de nova geracao tém sido empregadas para o diagnostico
molecular de condicBGes 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 provéavel
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 elevado potencial de explicar a perda
auditiva dos probandos. As taxas de detec¢do 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 autossémica 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. Contribuicdes cientificas importantes
foram obtidas com a identificagdo de uma nova variante de perda de fungdo no gene
CEACAM16 como causa de surdez ndo-sindrOmica autossémica recessiva e com a
confirmacdo de uma variante no gene MYO3A como causa de surdez ndo-sindrémica
autossomica dominante recém-descrita em familias brasileiras. Os resultados obtidos

permitiram concluir que o sequenciamento de nova geracdo de paineis multigénicos é



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 o aconselhamento genético dos individuos estudados e seus

familiares.



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 to 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 scientific knowledge
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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 mecéanica 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 dissertacdo 0s
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 disturbios emocionais decorrentes das
sensagdes de soliddo, isolamento e frustracdo (WHO, 2018)

As perdas auditivas sdo o tipo de deficiéncia sensorial mais 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 numero de
individuos afetados por esta condigdo, dos quais 32 milhdes eram criancas (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 Vvivos.

Existem diferentes critérios para classificar as manifestac6es 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,
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quando decorrente de disfuncGes de estruturas sensoriais internas do aparelho auditivo
ou decorrente de disfunc¢Bes do sistema nervoso; mista, quando ha uma combinacgéo de
caracteristicas condutivas e neurossensoriais. Quanto a idade de manifestacdo dos
sintomas, € classificada como pré-lingual, quando se manifesta antes do
desenvolvimento da fala, e como pos-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 decibéis (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 diferengas 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 70dB; 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 criancgas, a
maioria dos casos de surdez congénita e posteriormente adquirida sdo decorrentes por
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¢des no periodo
neonatal, como a hiperbilirrubinemia, por exemplo, aumentam o risco de manifestacdo
da surdez (Smith et al., 2005).

A incidéncia de surdez por doencas infecciosas em paises desenvolvidos tem
caido gracas aos programas de imunizacdo e progressos no cuidado neonatal.
Atualmente, a infec¢do congénita por citomegalovirus (CMV) é a causa mais comum de
surdez adquirida em neonatos neses paises (Goderis et al., 2014). Nos Estados Unidos,
estima-se que a infec¢do 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 evolucgdo progressiva, até 10% dos infectados apresenta surdez ao longo da
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infancia (Dollard, Grosse, & Ross, 2007; Morton & Nance, 2006; Yamamoto et al.,
2011).

A manifestac&o 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 geneticos
interfiram tanto na gravidade como na idade de aparecimento dos quadros de surdez em
adultos, indicando uma complexa interacdo entre fatores ambientais e genéticos que
ainda ndo foi totalmente esclarecida (Yamasoba et al., 2013). Outra importante causa de
surdez adquirida é a ototoxicidade medicamentosa, que pode decorrer da predisposi¢do
presente em individuos que apresentam determinadas muta¢fes no gene mitocondrial
MT-RNR1, das quais a mutacdo m.1555A>G ¢é a mais comum (Estivill et al., 1998). A
surdez causada pelo uso de medicamentos ototoxicos nos individuos portadores de
mutacdes neste gene costuma ser bilateral, de grave a profunda, e normalmente
manifesta-se em poucos dias ap6s a administracdo de antibioticos 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 alteragdes genéticas (Morton & Nance, 2006). Esta proporc¢do 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, 0 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 j& deve ter sido alterado em virtude de

melhorias no cuidado a saude e reducéo dos casos de surdez decorrente de infeccdes.

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) e por conta dos diferentes efeitos fenotipicos que mutagcbes em um mesmo gene
podem causar (pleiotropia). Todos estes fatores evidenciam a complexidade do sistema
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auditivo, formado por diversos tipos celulares e estruturas, e demonstram sua elevada
sensibilidade a perturbac6es (Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010).

MutacOes diferentes em um mesmo gene podem causar surdez com
mecanismos diferentes de heranca genética e até mesmo formas sindrémicas e néo-
sindromicas. O gene MYO7A (OMIM#276903), por exemplo, tem mutacGes descritas
associadas a quadros de surdez autossdmica dominante, surdez autossomica recessiva e
sindrome de Usher. A expressividade das mutacfes 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 sdo sindrémicos, nos
quais a surdez se manifesta associada a outras caracteristicas clinicas distintivas, como
malformacBes na orelha externa, muitas vezes combinadas a alteracbes em outros
Orgaos e sistemas (Smith, Hildebrand, & Van Camp, 2010). Mais de 400 sindromes que
apresentam a surdez como sintoma j& foram descritas (Der Kaloustian, And, & Smith,
2014) e 47 genes j& foram associados a diferentes quadros de surdez sindrémica, 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) € uma condicdo genética de expressao
altamente varidvel, caracterizada principalmente por perda auditiva pré-lingual ndo
progressiva em graus varidveis, acompanhada de anormalidades na pigmentacdo 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 doenga de Hirschsprung (megacdlon
congénito) no tipo 4, também chamado de Sindrome de Shah-Waardenburg (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 padrdo de transmissdo autossomico dominante (Pingault et al., 2010).
Recentemente houve descrigdo 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 séo causadas por variantes patogénicas em
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heterozigose nos genes MITF e SOX10 (Pingault et al., 2010). Recentemente, foram
identificadas em portadores 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 descricdo 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 padrdo autossémico dominante de heranca sdo responsaveis por até
50% dos casos de SW tipo 4 (Pingault et al., 2010), porém heranca autossémica
recessiva também é descrita decorrente de alteracdes em homozigose ou heterozigose
composta nos genes EDNRB e EDN3 (Song et al., 2016).

Sindrome de Usher € o termo utilizado para designar um grupo de doencas
hereditarias autossémicas 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 manifestacdes clinicas, é possivel
distinguir 3 subtipos: tipo 1, caracterizado por perda auditiva congénita grave ou
profunda, frequentemente associada a disfuncdo vestibular, e retinose pigmentar de
inicio pré-plbere; tipo 2, que é caracterizado por perda auditiva congénita moderada e
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 alteracOes
patogénicas nos genes USH1B e USH2A (Pennings et al., 2002).
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Tabela 1. Principais caracteristicas das sindromes de maior frequéncia relativa entre

surdos
Principal ST NUmero
_— . . . . relativa
Condicdo  Caracteristicas clinicas principais mecanismo entre de genes
de heranca descritos*
surdos

Sindrome de  Perda auditiva neurossensorial, AR 4-10% 3
Pendred malformac6es cocleares, alta

probabilidade de aqueduto vestibular

alargado.
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; Distarbios

pigmentares de pele, iris e cabelo.

Espinha bifida e doenca de

Hirschusprung ocasionais - 4 tipos

clinicos descritos.
Sindrome Perda auditiva (diversos tipos); AD 2% 3
branquio- malformag0es 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 - autossdmica recessiva; AD - autossomica 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 herangca autossdmico recessivo € 0 mais comum,
encontrado em cerca de 80% dos casos, seguido por aproximadamente 20% de casos
com padrdo de herancga autossdmico 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-sindromica 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
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I6cus autossomicos dominantes, DFNB os I6cus autossdmicos recessivos e DFNX 0s
I6cus ligados ao cromossomo X, de acordo com recomendagdes do HUGO Gene
Nomenclature Committee (Yates et al., 2017). O portal Hereditary Hearing Loss
Homepage (Van Camp & Smith, 2018), acessado em julho de 2018, descreve o hiumero
de lécus e genes ja descritos associados aos quadros de surdez hereditaria néo-
sindrémica: 70 I6cus, com um total de 68 genes com padrdo de heranga autossémica
recessiva; 32 lécus, com um total de 33 genes com padrdo de heranga autossdmica
dominante; 5 locus e 5 genes com padrdo de heranca ligada ao cromossomo X. Além
destes genes nucleares, 0os genes mitocondriais MT-RNR1 e MT-TS1 também estdo
associados a formas de surdez hereditaria ndo-sindrémica, conforme revisto por Usami
& Nishio (2004).

O primeiro l6cus identificado como responsavel pela surdez ndo-sindromica
autossdmica recessiva foi o DFNB1, mapeado na regido cromossémica 13ql11-g12
(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 sdo proteinas transmembranicas que se hexamerizam para formar
estruturas chamadas de conexons, responsaveis pela formacgdo de canais em jungoes
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 regulacdo e controle do conteddo 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 jun¢fes comunicantes desse 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 disrupgédo destes processos de reciclagem esteja
associada aos quadros de surdez decorrentes de mutagdes nos genes GJB2 e GJB6
(Zhao, Kikuchi, Ngezahayo, & White, 2006), embora se saiba atualmente que alteragoes
nos genes que codificam as conexinas contribuem para outros processos de
desenvolvimento da coOclea que causam perda auditiva quando comprometidos
(Wingard & Zhao, 2015).
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A despeito da enorme heterogeneidade genética da surdez, tem sido observado
que mutacdes no lécus DFNBL sdo responsaveis por até 50% dos casos de surdez néo-
sindrémica genética recessiva em muitas populacfes (Oliveira et al., 2004; Zelante et
al., 1997). A grande maioria dos individuos com surdez decorrente de alteracbes no
I6cus DFNB1 apresenta mutacdes no gene GJB2 em homozigose ou heterozigose
composta, sendo a mutagéo ¢.35delG/p.Glyl12Valfs a mais frequentemente encontrada
em diversos grupos populacionais, inclusive na populacdo 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 alteracfes patogénicas no gene GJB2 apresenta elevada
variabilidade fenotipica, mas geralmente € do tipo neurossensorial, congénita, bilateral e
ndo progressiva, com gravidade que varia de leve a profunda (Smith & Van Camp,
2014).

Dentre os individuos com surdez associada ao l6cus DFNB1, de 10% a até
50% apresentam somente uma mutacdo recessiva no gene GJB2, 0 que sugere que a
surdez nestes individuos decorra de alteracBes no gene GJB2 associadas com alteragdes
em outros genes ou em regides regulatérias. A pesquisa molecular do I6cus DFNB1 em
individuos surdos com mutacfes ditas monoalélicas no gene GJB2 revelou a presenca
de delecbes que incluem o gene GJB6, ou parte dele. Combinadas com mutacdes 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 regulatério que interfere na
expressao do gene GJB2 e que seria perdido com as dele¢bes que acontecem em regides
préximas deste lécus (Del Castillo et al., 2005). Evidéncias a favor de um elemento
regulatério em cis foram obtidas com a identificacdo de dele¢es em regides 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 mutac¢Ges monoalélicas no gene GJB2 podem ser explicados por dele¢des no locus
DFNBL1, 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.
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Por conta da importancia do l6cus DFNB1 como causa de quadros de surdez
ndo-sindrémica, € comum que a pesquisa de variantes nesse ldcus seja a primeira etapa
do diagndstico molecular, procedimento inclusive sugerido pelo American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Alford et al., 2014). Caso ndo seja
encontrada a causa genética ap0s esta primeira triagem, a busca pelas mutagdes causais
é um processo desafiador, para o qual diversas estratégias de estudo molecular podem
ser utilizadas de acordo com 0s objetivos e a disponibilidade de recursos.

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. Gragas 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
diagndsticos genéticos baseados em sequenciamento de DNA e tem contribuido
significativamente para os testes moleculares diagndsticos de diversas condigdes
genéticas. Quando ha necessidade de validacdo 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, € um
procedimento muito trabalhoso e de alto custo, uma vez que sO é possivel gerar
sequéncias de tamanho méaximo de cerca de 1kb por reacéo.

Até o inicio dos anos 2000, a identificacdo de I6cus genéticos associados a
doencas era realizada principalmente por estudos de ligacdo 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 dltimas duas décadas, um intenso aprimoramento das tecnologias
de sequenciamento de DNA tem permitido a geragdo de maiores volumes de sequéncias
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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 reacdes e analise dos dados, mas compartilham algumas caracteristicas: a
possibilidade de geracdo simultinea de um grande ndmero de sequéncias
(paralelizacéo), possibilidade de obter alta cobertura das regiGes sequenciadas e a
geracdo de milhdes de leituras (fragmentos sequenciados) de tamanho relativamente
pequeno que sdo alinhadas por sistemas computacionais (Shearer et al., 2011).

Para realizar o sequenciamento em qualquer plataforma de sequenciamento de
nova geracdo, € 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, amplificagdo 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 bioinformaética para o
tratamento dos dados, bem como a utilizagdo de bancos de dados especificos de
variacdo genética para a interpretacdo dos resultados. Normalmente, apds 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 €
igualmente importante para o sucesso final da andlise (Tucker, Marra, & Friedman,
2009).

O sequenciamento de nova geracdo permite Sequenciar o genoma humano
completo em poucas horas ou dias, de acordo com o protocolo utilizado, mas esta
analise do genoma em larga escala ainda nd&o é comum no diagnostico genético.
Caracteristicas intrinsecas das moléculas de DNA dificultam o sequenciamento
uniforme de todas as regies, 0 que aumenta o0 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 ndo se tem muita informacao disponivel, ainda €
um processo complexo e dispendioso (Best et al.,, 2018; Gao & Dai, 2014). Uma

alternativa interessante ao estudo do genoma completo é o sequenciamento apds
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enriquecimento genémico e captura, que permite restringir o numero de regides a serem
analisadas.

Diferentes estratégias podem ser adotadas para a captura das regides genémicas
de interesse. E possivel realizar este processo por reacdes de PCR multiplex com
diversos oligonucleotideos das regiGes de interesse em um unico ensaio, por exemplo,
ou utilizar sondas que se hibridizam as regifes de interesse em ld&minas ou em solugdo
(Mamanova et al., 2010).

As técnicas de enriquecimento genébmico e captura seguidas de
sequenciamento de nova geracdo tém sido frequentemente utilizadas para o
sequenciamento do exoma. Uma vez que h& maior conhecimento a respeito das
variantes presentes nos exons e prediz-se que cerca de 85% das mutacdes 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 detecgédo de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em torno de
25% a 30% quando empregado em amostras de pacientes para 0s 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 € 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 finalizacdo sdo reduzidos em relacdo ao sequenciamento
completo do exoma e do genoma humano. Além disso, € comum que analises de painéis
apresentem maior especificidade quando comparadas a analises mais abrangentes, uma
vez que a distribuicdo das leituras costuma ser mais uniforme entre as regides analisadas
e 0s parametros da corrida de sequenciamento podem ser ajustados para permitir maior
cobertura das regides selecionadas para estudo. A necessidade de atualizacdo constante
da lista dos genes de interesse, entretanto, € uma limitacdo da analise de painéis, uma
vez que para determinadas condi¢des, como surdez, por exemplo, ainda ha diversos
I6cus conhecidos para os quais ainda ndo se tem informacdo sobre qual o gene
responsavel pelo fendtipo (Shearer et al., 2011) e certamente ha mais l6cus 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 mutagdes associadas a diferentes quadros clinicos,

mesmo em familias pequenas ou até em casos isolados. Entretanto, a classificacdo das
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variantes encontradas por estas técnicas € um processo desafiador e de fundamental
importancia para os diagnosticos 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 esfor¢o
de reduzir as discrepancias recorrentes na classificacdo de variantes, 0 ACMG publicou
em 2015 (Richards et al., 2015) um sistema com diversas recomendacfes que permitem
a classificagdo 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 o estabelecimento de uma linguagem comum na classificacdo clinica de
variantes, utilizado atualmente como referéncia para a elaboracdo de laudos contendo

resultados de anélises moleculares em diversos centros de diagnostico 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 mutacOes 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 manifestacfes clinicas, ha 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 |1 (PAX3) e tipo Il (MITF e SOX10)
(Alford et al., 2014). Em casos sindrdmicos em que ndo ha um gene candidato definido
ou em casos de surdez ndo-sindrémica ap6s a triagem dos I6cus DFNB1, ha centenas de
genes dentre 0s quais se pode encontrar a causa do disturbio, 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 simultdnea de dezenas e até centenas de genes
relacionados a surdez em uma Unica anélise.

As diretrizes para a avaliagdo molecular da perda auditiva publicadas pelo
ACMG sugerem o estudo molecular por meio das técnicas de NGS apos triagem do

I6cus DFNB1 com resultado normal, seja por sequenciamento de painéis de multiplos
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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.

* Historico médico, gestacional, pré-
natal e perinatal;

* Audiometria;

* Historico familiar (heredograma);

+ Exame fisico.

Suspeita de perda auditiva adquirida? |
Nio | sim
Indicar teste de CMV, imagem, « Aconselhamento genético pré-teste e testes genéticos:
ou t_ESte ‘ESF?C'f‘CU para a - Suspeita de surdez sindrémica: testar os genes candidatos;
SUSP_E'U? etiologica (rubéola ou - Suspeita de surdez ndo-sindrémica: testar lécus DFNB1 ou
meningite, por exemplo). testes com NGS (painéis, exoma ou genoma).

l N3o ou l

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

| Sim Sim | N3o ou inconclusivo
* Promover tratamento adequado (se existente); * Reconsiderar possibilidade de
* Promover aconselhamento genético pds-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 ap6s estudos de ligacdo e associacao,
para analisar 0s genes da regido candidata. Foi a combinacdo destas técnicas que
permitiu, por exemplo, a descoberta de mutaces 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-sindrdmica 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, € importante lembrar que, dependendo da plataforma e do

método de preparo de bibliotecas escolhido, variagfes no nimero de copias (CNVS) ou
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delecbes e insercbes de éxons podem ndo ser detectadas, e como ja citado
anteriormente, a cobertura pode ndo ser uniforme ao longo de todas as regides
gendbmicas analisadas e, portanto, testes adicionais podem ser necessarios. Além da
complexidade da analise do grande volume de dados gerados, € importante considerar o
custos dos sequenciamentos do genoma e do exoma, que ainda sdo relativamente altos
em relacdo a outras andlises menos abrangentes. Além disso, 0 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 néo terdo relagdo 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 diagndéstico 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 descricdo 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 o 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 esta em sua versdo 8 e analisa 152 genes, permitindo a
pesquisa tanto de variantes de sequéncia, como nucleotideos Unicos, pequenas delecdes
e insercbes bem como a deteccdo de variagbes no numero de copias
(https://morl.lab.uiowa.edu/clinical-diagnostics/deafness-otoscope/otoscope-genetic-
testing).
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Pesquisadores alemaes da Universidade de Wiirzburg 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 et al., 2014).

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 deteccdo que variaram entre 10% e 83%, com valor médio
de 41%. A variacdo das porcentagens da taxa de deteccdo pode ser explicada pelas
diferentes estratégias de selecdo dos probandos e pela variagdo no nimero de genes
analisado por cada painel.

Assim como para qualquer condi¢do 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 é 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 remocdo 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 o objetivo de padronizar a orientagcdo aos pacientes

submetidos a testes genéticos para esta condicao.

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 Associacdo 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 doenca genéetica 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 informacgdes que auxiliem individuos a entender os
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aspectos médicos, psicologicos e as implicacGes familiares associadas a ocorréncia de
doencas genéticas”. Este processo idealmente integra as seguintes etapas:

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

ocorréncia e recorréncia;

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 os testes chegam a um resultado conclusivo, portanto, é
necessario que o paciente esteja informado quanto as limitacdes 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, 0 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 salde condigdes ideais para atendimento dos
surdos.

O profissional responsavel pelo aconselhamento genético deve ter a
consciéncia de que a percepgédo sobre a surdez pode ser diferente entre os individuos.
Uma parcela da populagéo 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 que
¢ importante para sua cultura, e por isso podem apresentar postura contraria a
tratamentos e a procedimentos que impecam a transmissao da surdez para as geracoes
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 percep¢do da condigcdo genética amplia o debate ético em torno da
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realizacdo de testes geneéticos 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 condicdes
monogénicas (PGT-M), a definicdo o trata como um teste para defeitos génicos.
Usualmente o PGT é realizado para selecionar embrides livres de tais condic¢fes, 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, 0 que abre espaco para 0 debate a respeito dos
aspectos éticos e juridicos dos procedimentos genéticos pré-implantacionais para surdez
e até mesmo para as defini¢bes 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 informacdo adequada a respeito do resultado de testes
genéticos que indicam a causa da surdez (Burton, Withrow, Arnos, Kalfoglou, &
Pandya, 2006). A descoberta de muta¢des que causam o distdrbio 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
prognoéstico da condicdo detectada, quando conhecido, e auxiliam no planejamento
familiar, no qual podem ser considerados os mecanismos genéticos de transmissdo da
surdez, bem como as estimativas dos riscos de recorréncia. Além disso, o diagnéstico
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 biologicos relacionados a manifestacdo do
fenotipo € também o ponto inicial para a pesquisa de eventuais opc¢des de tratamento
para reduzir a progressdo ou prevenir a manifestagdo da surdez (Hildebrand et al.,
2008). Nos casos de identificacdo de variantes genéticas mitocondriais que causam
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predisposicdo a surdez por ototoxicidade medicamentosa, por exemplo, € possivel
reduzir a probabilidade ou retardar a manifestacdo do fenotipo abolindo o uso de
medicamentos de risco (Nance, 2003).

A deteccdo de genes e mutacbes nos casos de surdez sindrémica tem como
beneficios adicionais o potencial de identificar outras condi¢fes associadas, permitindo
a atengdo especializada dos profissionais de salde aos possiveis 0rgdos e sistemas
afetados (Schein & Miller, 2008). A sindrome de Usher prové um exemplo importante
neste caso, uma vez que criancas afetadas por esta condicdo ndo costumam manifestar
sintomas da visdo durante a primeira década de vida, mimetizando uma condicdo néo-
sindrémica. A descoberta de mutacdo responsavel pelo quadro sindrémico, neste caso,
permite atencdo especializada aos problemas visuais que podem ocorrer ao longo do

desenvolvimento.

3. Conclusoes

A utilizagdo do painel multigénico permitiu a identificagdo das causas
moleculares da surdez em 34 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 empregaram o0 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 servico de aconselhamento genético do LGH, para obterem
informagdes a respeito das variantes detectadas e riscos envolvidos.

As variantes causais foram detectadas em 33 dos 99 genes analisados, portanto,
a andlise simultanea de diversos genes se mostrou uma estratégia eficiente em
comparacdo 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 identificagdo da mutacéo de
perda de funcdo c.436C>T / p.Argl46Ter no gene CEACAM16, responsavel por surdez
ndo-sindrémica autossomica recessiva, e a confirmacdo do papel da mutacdo
€.2090T>G / p.Leu697Trp no gene MYO3A como causa frequente de surdez nao-

sindrbmica autossémica dominante em amostras brasileiras.
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Os dados aqui apresentados reforcam o papel do sequenciamento de nova
geracdo como ferramenta para o diagndstico clinico e aconselhamento genético da
surdez, assim como no caso de diversas outras condi¢es que apresentam elevado grau
de heterogeneidade genética. Embora seja possivel realizar analises mais abrangentes,
como o sequenciamento completo do exoma e até mesmo do genoma, a conclusao desse
estudo é que a utilizagdo dos paineis multigénicos € muito eficaz. Além de ser uma
opcdo mais barata, permite cobertura mais uniforme entre as regides sequenciadas,
ndamero maior de amostras analisadas em uma mesma corrida, analise bioinformatica
mais simples, e evita as implicacdes 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 copias,
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 periodicas, sempre que
possivel. O numero 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
é possivel que a lista de genes analisados se torne obsoleta antes que todo o material
seja consumido, 0 que pode aumentar o custo do sequenciamento por amostra.

Os dados obtidos por esse estudo em conjunto com dados da reviséo
bibliogréafica 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 deteccdo de variantes, é
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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