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Resumo

A perda auditiva € um defeito sensorial frequente na populacdo mundial.
Quando hereditaria, pode ter heranca autossdémica dominante ou recessiva, ligada
ao cromossomo X ou mitocondrial. Ja foram mapeados 67 lécus e ja foram
identificados 47 genes relacionados com a surdez de heranca autossémica
dominante, sendo esse um mecanismo de transmissao que ocorre em cerca de 20-
30% dos casos genéticos.

Esse estudo teve como objetivo investigar a frequéncia e origem da mutacao
€.2090T>G p.Leu697Trp no gene MYOS3A, identificada no Laboratério de Genética
Humana — LGH do IBUSP e recentemente descrita na literatura como responsavel
por quadro de perda auditiva ndo sindromica de heranca autossémica dominante,
em familias brasileiras com perda auditiva de heranca autossdémica dominante.

Esse estudo teve ainda como objetivo identificar os genes e mutacdes
correspondentes que explicam a perda auditiva ndo sindrébmica de heranca
autossémica dominante em duas grandes familias também em estudo no LGH-
IBUSP.

Em relacdo & mutagcdo c.2090T>G p.Leu697Trp no gene MYO3A, a sua
triagem em uma colecdo de 101 probandos de familias com surdez de heranca
dominante revelou a presenca da mutacdo ¢.2090T>G em mais trés familias, além
das duas originalmente descritas no laboratério. Concluimos que a mutagéo explicou
cerca de 3% dos casos de surdez de heranga dominante investigados e que ela tem
papel importante na causa de perda auditiva de heranca dominante entre familias
brasileiras, o que justifica sua investigacdo em familias similares em relagcdo ao
fendtipo e mecanismo de transmisséao.

Andlises adicionais, realizadas pela equipe do laboratério, de identidade por
descendéncia (IBD), revelaram um coeficiente de parentesco equivalente a primos
de 2° grau entre os individuos afetados das cinco familias, o que indica parentesco
proximo entre elas e provavel origem comum da mutacdo. A idade da mutacéo
(idade do ancestral comum mais recente) foi estimada por volta de 27,4 geracdes, 0
gue equivale a aproximadamente 675 anos atras (IC: 350-1325). Abordagens de
estudo ancestralidade local revelaram que a regido em que a mutacdo esta
localizada tem ancestralidade europeia. Embora ndo seja possivel estimar se a
mutacdo surgiu na Europa ou no Brasil em um individuo de origem europeia, a
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identificacdo da mesma alteracdo em um individuo com perda auditiva na Holanda,
por meio do banco de dados LOVD, sugere que a mutacdo pode ter surgido no
continente europeu e sido introduzida durante a ocupacdo holandesa no nordeste
brasileiro no século XVII (1624-1654).

Em relagdo a uma das familias dentre as quais buscamos identificar a causa
genética de perda auditiva por meio do sequenciamento massivo paralelo do exoma,
foi identificada a mutacdo ¢.689C>T p.Ala230Val no gene MYOT7A ja descrita como
causa genética da surdez. O gene MYOTA ja era conhecido por sua relacdo com
mutagBes causativas de surdez sindrémica (sindrome de Usher) e ndo sindrémica,
de heranca recessiva e dominante. Seu produto atua na manutencdo da estrutura e
funcdo dos estereocilios das células ciliadas da coclea. Em relagcdo a uma segunda
familia estudada, identificamos apds estudos de ligacéo e filtragem dos exomas dos
individuos afetados, quatro variantes candidatas, presentes no bragco curto do
cromossomo 6, (€.1350dupC p.Phe450fs no gene TRIM38; ¢.1556G>A p.Arg519GIn
no gene WDRA46; c¢.1877C>T p.Pro626Leu no gene RAB44; c.6862C>A
p.Pro2288Thr no gene DST). O estudo de segregacdo das variantes na familia
revelou a sua presenca em 14 dos 16 individuos afetados. No entanto, nenhuma das
quatro alteracdes pode ser considerada causativa na familia, uma vez que varios
individuos ndo afetados as possuem. Nossos resultados sugerem heterogeneidade
genética na origem da perda auditiva da familia ou a presenca de uma variante em
regiao nao exdnica, como causa da deficiéncia auditiva.

Embora nado tenha sido identificada a causa molecular de perda auditiva em
uma das duas familias, o sequenciamento de nova geracao revelou-se globalmente
uma estratégia eficiente, em nosso estudo, para a identificacdo da causa molecular

de disturbios com elevada heterogeneidade genética, como a perda auditiva.



Abstract

Hearing loss is one of the most frequent sensorial disorders in humans. When
inherited, hearing loss can be autosomal dominant or recessive, X-linked or
mitochondrial. Sixty-seven loci have already been mapped and 47 genes were
identified as associated with autosomal dominant hearing loss, which is responsible
for about 20-30% of hereditary cases.

This study aimed to investigate the frequency and the origin of the ¢.2090T>G
p.Leu697Trp mutation in MYO3A gene, identified in the Laboratory of Human
Genetics — (LGH) IBUSP as related to nonsyndromic autosomal dominant hearing
loss, in Brazilian families with autosomal dominant hearing loss.

This study also aimed to identify the genes and corresponding mutations that
explain nonsyndromic autosomal dominant hearing loss in two large families also
under investigation in LGH-IBUSP.

In relation to studies regarding the c¢.2090T>G p.Leu697Trp mutation in
MYO3A gene, the screening of this mutation in a collection of 101 probands from
families with autosomal dominant hearing loss revealed the presence of the mutation
in four families, in addition to the two families originally ascertained in the laboratory.
We concluded that this mutation explained about 3% of autosomal dominant
deafness cases investigated, and it plays an important role in causing autosomal
dominant hearing loss among Brazilian families, which justifies its investigation in
similar pedigrees concerning the phenotype and the mechanism of genetic
transmission.

Additional analysis, as identity by descent (IBD), performed by the Laboratory
team, revealed a kinship coefficient equivalent to second cousins between the
affected individuals of the five families, which indicates close relationship between
them and a probable common origin for the mutation. The age of the mutation (age of
the most recent common ancestor) was estimated near 27,4 generations, which is
equivalent to about 675 years (Cl: 350-1325). Local ancestry study approaches
revealed that the region in which the mutation is located has European Ancestry.
Though it is not possible to estimate whether the mutation arose in Europe or in
Brazil in an individual of European origin, the identification of the same alteration in

an individual with hearing loss in Netherlands, reported in the LOVD database,



suggests that the mutation has arisen in Europe and has been introduced later during
the Dutch occupation in the northeast region of Brazil in the 17™ century (1624-1654).

Regarding one of the families we aimed to identify the genetic cause of
hearing loss through massive parallel sequencing of the exome, the mutation
€.689C>T p.Ala230Val in MYO7A gene previously described, was identified as
responsible for deafness. MYO7A gene was already known for its relation with
causative mutations of syndromic (Usher syndrome) and autosomal recessive or
dominant nonsyndromic deafness. Its product is crucial for the maintenance of the
structure and function of the stereocilia in cochlear hair cells. In relation to the second
family, after linkage studies and filtering of variants detected in exome sequencing,
we identified four candidate variants to explain hearing loss, which were located in
the short arm of chromosome 6 (c.1350dupC p.Phe450fs in TRIM38 gene;
€.1556G>A p.Arg519GIn in WDR46 gene; ¢.1877C>T p.Pro626Leu in RAB44 gene;
€.6862C>A p.Pro2288Thr in DST gene). Segregation studies of these variants
revealed their presence in 14 of the 16 affected individuals of the family. However,
none of these alterations can be considered as causative in the family, since several
non-affected individuals presented the variants. Our results suggest genetic
heterogeneity in the origin of hearing loss in this family or the presence of the
causative mutation in a non-exonic region, as causative of hearing loss.

Though the molecular cause of hearing loss in one of the two families was not
identified, next generation sequencing (NGS) revealed itself globally as an efficient
strategy, in our study, for the identification of the molecular cause of diseases with an

elevated degree of genetic heterogeneity, such as hearing loss.



Capitulo 1
Revisao Bibliogréfica

1.1. Estrutura e func¢é&o do aparelho auditivo

Audicdo é a capacidade de perceber o som por meio da deteccdo de
vibracbes das ondas sonoras que se propagam nos compartimentos do sistema
auditivo. A orelha humana é capaz de detectar vibracbes sonoras com frequéncias
entre 20 e 20000Hz.

O aparelho auditivo é composto por trés compartimentos anatémicos: a orelha
externa (auricula), a orelhna média (cavidade timpanica) e a orelha interna. As ondas
sonoras, ao serem capturadas pela orelha externa, sédo transportadas para 0 meato
acustico externo e para a membrana timpanica, que vibra por causa das ondas
sonoras. As vibracdes da membrana timpanica sdo transmitidas através da orelha
média até a orelha interna por meio de trés ossiculos moveis: o martelo, que é
conectado a membrana timpénica; o estribo, cuja base encontra-se apoiada na
janela oval do vestibulo e a bigorna, a qual esta situada entre o martelo e o estribo e
se articula com ambos (Figura 1). As vibragbes sonoras, ao atingirem a membrana
timpanica, sdo propagadas por estes ossiculos até a base do estribo, cuja
movimentacéo para dentro da janela oval transmite as vibracdes até a orelha interna
(Willems, 2000).

Estribo
Bigorna Nervo
Marelo Acu§tico
/ ¥
Auricula _//f‘('
,-/
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externo Membrana
timpanica Sistema
vestibular

Figura 1: Esquema dos trés compartimentos anatémicos do sistema auditivo: a orelha externa (auricula), orelha média
(cavidade timpanica com os trés ossiculos) e orelha interna (composta pela céclea e pelo sistema vestibular). Fonte:
Modificado de: (Willems, 2000).

A orelha interna é formada por escavacdes no 0sso temporal, cobertas por
membranas e preenchidas por liquido. Nela estdo presentes a cOclea e o aparelho



vestibular. Desse modo, inclui 6rgdos de dois sistemas sensoriais: 0 auditivo e o
vestibular. Este ultimo controla a orientacéo espacial e o equilibrio. A céclea é parte
do sistema auditivo, sendo uma estrutura que se localiza no labirinto 6sseo na orelha
interna. E um canal 6sseo membranoso altamente especializado como 6rgdo
receptor de sons. Consiste de tubos espiralados, divididos em trés compartimentos:
um superior, chamado de escala vestibular; um intermediario, denominado de escala
média ou ducto coclear; e um inferior, chamado de escala timpanica.

Na escala média ocorre um tipo especial de liquido com alta concentracédo de
potassio e baixa concentracdo de sddio, a endolinfa. A escala vestibular e a escala
timpanica sdo preenchidas com perilinfa, um liquido com alta concentracdo de sodio
e baixa concentracédo de potassio, exatamente o contrario da endolinfa. A membrana
basilar separa a escala média da escala timpanica. Na superficie da membrana
basilar esta localizado o 6rgdo de Corti, um epitélio sensorial que contém células
ciliadas, eletromecanicamente sensiveis, que transformam as ondas sonoras em
impulsos elétricos, em um processo denominado mecanotransducdo. Ha dois tipos
de células ciliadas organizadas em fileiras: uma fileira de células ciliadas internas,
gue sdo as principais responsaveis por transmitir o sinal da mecanotransducéo até o
sistema nervoso central, e trés fileiras de células ciliadas externas, as quais
amplificam e detectam as diferentes frequéncias das ondas sonoras na coOclea
(Figura 2). As células ciliadas contém no seu apice estereocilios, projecdes que
consistem de um nucleo de actina associada a diversas outras proteinas, cobertas
pela membrana da célula (Kazmierckzak & Muller, 2012; Yu & Goodrich, 2014).

Cada estereocilio possui em seu interior centenas de filamentos de actina,
uniformemente polarizados e dispostos paralelamente. Os filamentos paralelos de
actina se conectam lateralmente, por meio de ligacdes cruzadas, promovidas por
outras proteinas como fimbrina, espina (ESPN), fascina e vilina. A estrutura dos
estereocilios também € mantida por meio de uma série de outras proteinas.
Estereocilios tém a capacidade de manter seu comprimento estavel ao longo do
tempo, de modo que novos monémeros de actina sédo constantemente adicionados
as pontas dos estereocilios. Os monémeros movem-se em direcdo a base e sdo
degradados, enquanto novos componentes sao adicionados ao apice. Desse modo,
€ mantido o comprimento dessas protrusdes por um mecanismo que foi apelidado

de “esteira rolante”. O controle do comprimento dos estereocilios € desempenhado



por uma densa matriz de proteinas, localizada na extremidade apical do estereocilio,
denominada “tip complex” ou complexo de ponta. A atividade de varias delas regula
a estabilidade dos estereocilios durante sua formac&o. Proteinas da familia das
gelsolinas tém a propriedade de inibir a adicdo de mondmeros de actina durante a
formacdo dos estereocilios, enquanto proteinas da familia Ena/VASP sé&o
vasodilatadoras que estimulam o alongamento de tais protrusdes. As interacoes
protéicas no complexo de ponta sdo numerosas e sofisticadas. Outras proteinas tém
papel relevante na regulacdo do comprimento do estereocilio e entre elas se
destacam as miosinas ndo convencionais. Proteinas motoras, como as miosinas nao
convencionais, sao responsaveis pelo alongamento dos estereocilios em direcdo ao
polo apical, nas extremidades dessas protrusdes (Lin et al., 2005; Sakaguchi et al.,
2009).

Miosinas sé@o proteinas que se caracterizam por se ligarem a filamentos do
citoesqueleto por meio de seu dominio motor e utilizar energia derivada da hidrdlise
de moléculas de ATP para se mover ao longo destes filamentos. Os filamentos aos
guais as miosinas se ligam sao de actina. As moléculas de miosina consistem de
dois componentes principais: cadeia leve e cadeia pesada. De acordo com a
classificacdo realizada por Odronitz & Kollmar no ano de 2007, ha 35 diferentes
classes de miosina descritas na literatura. Miosinas convencionais sdo aquelas que
formam filamentos ao unirem-se entre si por meio de suas extremidades C-terminais
e sao representadas pelas miosinas de classe Il, presentes no sistema muscular.
Miosinas ndo convencionais sdo caracterizadas por ndo formarem filamentos, ao
contrario de miosinas convencionais. Com excecao das miosinas de classe I, todas
as demais classes de miosinas sao consideradas ndo convencionais (Mermall et. al.,
1998; Kalhammer & Babhler, 2000). Varias das miosinas ndo convencionais descritas
na literatura foram relacionadas com perda auditiva, quando 0S seus genes
correspondentes estdo mutados. Sdo exemplo as miosinas codificadas pelos genes
MYO6 (OMIM#600970), MYO1l5 (OMIM#602666), MYO7A (OMIM#276903) e
MYO3A (OMIM#606808).

Cada célula ciliada contém em seu polo apical um feixe em formato de V de
aproximadamente 100 estereocilios distribuidos em fileiras de altura escalonada. Os
estereocilios das células ciliadas internas e externas sdo unidos em suas

extremidades por ligagcbes de ponta (tip links) que unem estereocilios vizinhos



(Figura 3). As proteinas que constituem as tip links sdo as caderinas e
protocaderinas, as quais sdo codificadas pelos genes CDH23 e PCDH15,
respectivamente. Tais proteinas participam da organizacdo e estrutura das células
ciliadas da coclea e do sistema fotorreceptor. A interagdo entre ambas as proteinas
constitui a base molecular das ligac6es de ponta. Mutagbes nos genes de qualquer
uma destas proteinas causam prejuizo a interacdo entre elas, e, como
consequéncia, as ligacbes de ponta entre estereocilios adjacentes ndo sao
formadas, o que prejudica a mecanotransducdo e desencadeia o quadro de perda
auditiva. Alteracdes no gene CDH23 e PCDH15 estéo relacionadas com a sindrome
de Usher, a qual € um conjunto de doencas genéticas caracterizadas por perda
auditiva associada a uma degeneracdo progressiva da retina denominada retinose
pigmentar. Além dos genes CDH23 e PCDH15, alteracbes nos genes MYOT7A e
USH1C também estdo relacionadas a sindrome de Usher. Foi proposto que a
caderina € ancorada nos estereocilios por uma proteina denominada harmonina, a
gual é codificada pelo gene USH1C (Boeda et al., 2002). A harmonina também se
liga a miosina VIIA e é transportada por esta proteina até as pontas dos
estereocilios. Este complexo de proteinas contribui para a estabilidade das ligacbes
de ponta, uma vez que mantém a caderina devidamente localizada na regido entre
estereocilios vizinhos e permite sua interacdo com a protocaderina (Siemens et al.,
2002; Yu et al., 2017). Mutacdes nos genes CDH23, PCDH15, USH1C e MYO7A
também podem causar surdez nado sindrbmica de heranca autossémica recessiva.
Mutacdes no gene MYO7A também podem estar relacionadas a surdez nédo
sindrémica de heranca autossémica dominante (Verpy et al., 2000; Ahmed et al.,
2002; Yu et al., 2017).

As ondas sonoras que entram na janela oval por meio da movimentacao do
estribo fazem vibrar a membrana basilar. Isto causa a deflexdo dos estereocilios
contra a membrana tectorial (Figura 2). Esta deflexdo funciona como gatilho para a
abertura de canais condutores de ions, o0 que gera o influxo de ions potassio para
dentro das células ciliadas. A entrada dos ions potassio a partir da endolinfa
modifica o potencial de membrana na célula ciliada, causando despolarizacéo, a
gual ativa canais de célcio na porcao basolateral destas células (Figura 3). O influxo
de calcio desencadeia a liberacdo de neurotransmissores, de modo que as células

ciliadas realizam sinapse em sua base com terminacdes nervosas da coclea, as



guais levam os impulsos ao ganglio espiral de Corti, cujas células neuronais enviam
axbnios ao oitavo nervo ou nervo auditivo para multiplos ndcleos no sistema nervoso
central e, finalmente, para o cortex auditivo cerebral. Os ions potassio sé&o
posteriormente reciclados de volta ao seu local de origem primeiramente por meio
de canais de potéssio, em direcdo a células de suporte na base da coclea. Esse
movimento do potassio ocorre através de juncdes comunicantes entre células
adjacentes do tipo gap, que sdo canais permeaveis a passagem de ions e pequenas
moléculas. Os ions potassio sdo transportados através das jun¢cbes comunicantes
até uma regido denominada estria vascular, sendo posteriormente reciclados de
volta a endolinfa (Willems, 2000; Dror & Avraham, 2010).
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Figura 2: Esquema de um corte transversal da c6clea, indicando as trés fileiras de células ciliadas externas e a fileira Gnica de
células ciliadas internas. Fonte: Modificado de: (Willems, 2000).
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1.2. Etiologia e epidemiologia das perdas auditivas

Surdez é o termo utilizado para designar perdas auditivas graves e profundas.
No entanto, frequentemente a literatura sobre genética utiliza o termo surdez como
relacionado a perdas auditivas em geral, independente da gravidade da
manifestacdo. De acordo com o Institute for Quality and Efficience in Health Care
(IQWIG - Germany, 2017), a rigor, o termo perda auditiva é o que costuma ser
utilizado para designar limiares de audicdo acima dos 20 dB considerados normais,
gue caracterizam perda na capacidade auditiva, independente do grau. Desse modo,
na literatura mais recente tem sido preferido utilizar o termo perda auditiva, ao invés
de surdez. Ambos os termos serdo utilizados de maneira intercambiavel nessa
dissertacdo.

A perda auditiva pode ser classificada de acordo com diferentes critérios,
como idade de manifestacdo, lateralidade, simetria, progresséo, gravidade,
localizacdo ou pela associacdo com distUrbios otolégicos especificos, como a
disfuncéo vestibular e a neuropatia auditiva. Quanto a idade de manifestacéo, a
surdez pode ser pré-lingual, quando se manifesta antes do desenvolvimento da fala
ou pés-lingual, quando ocorre depois. Em relacéo a lateralidade, a surdez pode ser
bilateral ao ocorrer em ambas as orelhas e unilateral, quando uma delas é
acometida por perda auditiva. A surdez é dita simétrica quando ambas as orelhas
apresentam a mesma gravidade de perda de audicdo, e assimétrica quando uma
delas apresenta gravidade maior em relacdo a outra. A surdez € progressiva ao
agravar-se conforme a idade, e estacionaria quando a gravidade ndo se acentua ao
longo dos anos. A gravidade da perda auditiva € medida em decibéis (dB), de modo
gue as perdas auditivas podem ser de grau leve (21-40 dB), moderado (41-70dB),
grave (71-90dB) e profundo (acima de 90dB) (Davis & Silvermann, 1970). Quanto
aos tipos e a localizagcédo do defeito que a originou, a surdez pode ser chamada de
condutiva quando decorrente de alteragcdes estruturais na orelha externa que afetam
a conducdo do som; sensorioneural, ao resultar de alteracbes em células sensoriais
da coclea, no nervo auditivo ou no sistema nervoso central; pode ser chamada de
mista, quando decorre de uma combinacdo de surdez condutiva e sensorioneural.
(Smith et al., 2005; Alford et al., 2014).

As perdas auditivas séo defeitos sensoriais frequentes que afetam cerca de

4% da populacdo mundial, com dois tercos dessa parcela vivendo em paises
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desenvolvidos (Morton & Nance, 2006). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2018), cerca de 466 milhdes de pessoas sado afetadas por deficiéncia
auditiva no mundo todo, das quais 34 milh6es sdo criancas. Além disso, segundo
estimativas da WHO, cerca de 900 milhGes de pessoas serdo afetadas por perda
auditiva em todo o planeta até o ano de 2050. Também de acordo com esta
organizacdo, impactos na comunicacdo e distirbios emocionais que levam ao
isolamento social sdo algumas das consequéncias geradas pela perda auditiva em
individuos afetados.

A surdez é frequente em todas as idades e pode ser geneticamente
determinada ou adquirida em consequéncia de fatores ambientais. Nos EUA, a
incidéncia de perdas auditivas € de aproximadamente 2 a cada 1000 recém-
nascidos (Morton & Nance, 2006). Em paises desenvolvidos, a contribuicdo de
fatores genéticos para o desenvolvimento de perda auditiva é de 50-60% (Shearer et
al., 2017). A incidéncia de perda auditiva em paises em desenvolvimento é de 6 a
cada 1000 nascimentos (Olusanya & Newton, 2007). No Brasil, aproximadamente
9,7 milhdes de pessoas sdo acometidas por deficiéncia auditiva, em algum grau ou
idade, segundo o ultimo censo realizado pelo IBGE no ano de 2010, o que equivale
a aproximadamente 5% da populagéo brasileira.

Em 1999, foi estimado que 16% dos casos de surdez em uma amostra
brasileira eram causados por fatores genéticos, o que corresponderia a uma
incidéncia de 4 a cada 1000 recém-nascidos (Braga et al., 1999). No entanto,
estudos com neonatos sobre a prevaléncia da surdez no Brasil eram escassos
nessa época. Entre o final da década de noventa e inicio dos anos 2000, um estudo
posterior realizado com recém-nascidos no hospital Albert Einstein na cidade de Séo
Paulo revelou uma incidéncia de perda auditiva em recém-nascidos em torno de 2,4
a cada 1000 nascimentos (Chapchap & Segre, 2001). Um estudo mais recente de
triagem auditiva neonatal na cidade de Sao Paulo revelou que a prevaléncia de
perda auditiva em recém-nascidos na cidade € de 1 a cada 2000 nascimentos
(Manzoni et al., 2016). E provavel que a prevaléncia de perda auditiva tenha se
modificado nas Ultimas duas décadas. Melhorias nas condi¢cdes socioeconémicas
em determinadas regiées, como as do norte e nordeste do pais, levaram a uma
estimativa posterior de incidéncia de 2,5 a cada 1000 recém-nascidos nestes locais

(Bevilacqua et al., 2010).
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Casos em que a surdez é devida a fatores ambientais correspondem a cerca
de 20% dos casos em paises desenvolvidos (Shearer et al., 2017). Em criancas e
neonatos, 0s casos de surdez ambientais podem ser exemplificados como os
resultantes da prematuridade, hiperbilirrubinemia ou decorrentes de infec¢cbes pré-
natais, como a rubéola, o citomegalovirus e a toxoplasmose. O sarampo, a caxumba
e a meningite sdo exemplos de infec¢des pos-natais que também séo responsaveis
pela perda auditiva em recém-nascidos e criangas, assim como a exposicdo a
medicamentos ototoxicos. Em paises desenvolvidos, como os EUA, infeccbes
congénitas por citomegalovirus (CMV) sdo a causa mais frequente de perda auditiva
pré-lingual em neonatos. A incidéncia dessa infec¢cdo ao nascimento € de 0,64%.
Dentre os recém-nascidos com a infeccao, foi estimado que até 15% podem exibir
perda auditiva (Smith et al., 2005; Morton & Nance, 2006; Shearer et al., 2017).
Embora pouco se saiba sobre a incidéncia de CMV em paises em desenvolvimento,
a prevaléncia da infeccdo pelo virus nestes paises € maior em relacdo aos paises
desenvolvidos. Ha& poucos estudos sobre a epidemiologia do citomegalovirus no
Brasil. No entanto, existem evidéncias de que a incidéncia da infeccdo em nosso
pais seja semelhante a de paises em desenvolvimento. A prevaléncia varia com a
idade materna, questdes socioecon6micas e culturais das populacdes infectadas
(Lobato-Silva, 2016). Cerca de 90% dos neonatos com infeccdo por CMV nao
apresentam caracteristicas distintivas da infeccdo ao nascimento. Logo, em muitos
casos, nao é obvio relacionar a perda auditiva nos recém-nascidos com a infeccdo
pelo virus, o que torna o diagnostico dificil de ser realizado (Morton & Nance, 2006;
Shearer et al., 2017). Ha protocolos experimentais de aplicacdo de medicamentos
antivirais para o tratamento de surdez em pacientes com CMVs, o que reforca a
importancia do diagndstico precoce da doenca em recém-nascidos (Kimberlin et al.,
2015).

Casos de perdas auditivas relacionadas a fatores ambientais em adultos
podem ser exemplificados pelos decorrentes da idade avancada e da exposicdo a
ruidos de forte intensidade. No entanto, ndo se deve desconsiderar a contribuicdo de
fatores genéticos em conjunto com fatores ambientais para a manifestacao da perda
auditiva, em decorréncia da exposi¢do a ruidos (Abreu-Silva et al., 2011). Embora
seja aparente a relagdo entre fatores genéticos e ambientais na manifestacdo de

surdez, poucos genes foram relacionados a tal interacao (Yamasoba et al., 2013).
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A interacdo entre genes e fatores ambientais pode desencadear perdas
auditivas, especialmente de inicio tardio. A exposicdo a medicamentos ototoxicos
pertencentes a familia dos aminoglicosideos, como a estreptomicina e a
gentamicina, pode causar surdez a depender da dose e da duracao do tratamento.
No entanto, em uma fragcdo dos individuos que perde a audicdo apos tratamento
com o0s aminoglicosideos, a perda pode estar relacionada a susceptibilidade

aumentada em virtude de alteracfes genéticas, conforme explicado na secéo 1.3.

1.3. Genética das perdas auditivas

Aproximadamente 50-60% dos casos de surdez pré-lingual identificados em
paises desenvolvidos possuem base genética, cuja manifestacdo clinica pode ser
sindrémica ou ndo sindromica (Shearer et al., 2017). A surdez sindrGmica ocorre
associada a outros sinais e sintomas, como malformacgcdes na orelha externa ou
defeitos em outros 6rgaos ou sistemas (Smith et al., 2005). Cerca de 30% dos casos
de surdez pré-lingual séo sindrémicos e cerca de 400 sindromes foram relacionadas
a perda auditiva até o presente momento (Toriello et al., 2016). No entanto, os casos
de surdez sindrbmica explicam uma pequena fracdo dos casos de perda auditiva
guando comparadas aos casos de surdez nao sindrémica, que correspondem a 70%
dos casos (Marazita et al.,, 1993). Em grande parte dos casos de perda auditiva
sindrébmica, ha variabilidade fenotipica e na idade de manifestagcdo nos individuos
acometidos pelas sindromes (Alford et al., 2014).

A surdez sindrGmica de herancga autossémica dominante tem como exemplos
as sindromes do Espectro Branquio-Otorrenal e a Sindrome de Waardenburg, a qual
€ o tipo mais comum de surdez sindrébmica de heranca dominante. Exemplos de
surdez sindrémica de heranca autossémica recessiva sao as sindromes de Pendred,
Alport e Usher, essa Ultima correspondendo ao tipo mais comum de surdez
sindrémica de heranca recessiva (Shearer et al., 2017).

A surdez néo sindrémica corresponde a aproximadamente 70% dos casos e &
também chamada de isolada, pois ndo esta associada a outros sinais clinicos que
caracterizam sindromes especificas (Shearer et al., 2017). Até o presente momento,
existem 119 genes ja relacionados a perda auditiva ndo sindrbmica e estima-se que
cerca de 6000 mutacbes causativas diferentes ja foram descritas

(https://deafnessvariation-database.org).
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A enorme gama de genes expressos no aparelho auditivo resulta em uma
complexa rede que contém diversas estruturas, tipos celulares e proteinas que
atuam em conjunto na percepcdo das ondas sonoras (Morton & Nance, 2006). A
heterogeneidade genética da perda auditiva pode ser explicada pelas complexas
interacdes entre a orelha interna e o sistema nervoso central, de modo que qualquer
defeito nesta complexa rede de interacBes no sistema auditivo pode levar a
distarbios como a surdez (Gao & Dai, 2014).

A surdez ndo sindrébmica exibe enorme heterogeneidade genética em
diversos niveis: 1) heterogeneidade de mecanismos de transmissdo, 2)
heterogeneidade de locus, 3) heterogeneidade alélica e de 4) manifestacéo clinica.

Quando a perda auditiva é hereditaria, ha heterogeneidade de mecanismos
de transmissdo do distirbio. Nestes casos, a surdez pode ser de heranca
autossOmica dominante ou recessiva, ligada ao cromossomo X, ligada ao
cromossomo Y ou mitocondrial.

A heterogeneidade de locus é tdo notavel que quatro siglas foram criadas,
derivadas da sigla DFN (do inglés DeaFNess), para numerar e designar os locus das
diferentes formas de transmissdo da surdez ndo sindrébmica. Locus mapeados
relacionados a heranca autossémica dominante sdo denominados DFNA e os l6cus
com transmissao autossdmica recessiva sdo denominados DFNB. Em relacdo a
heranca ligada ao X, os l6cus sdo denominados DFNX. DFNM ¢ a sigla usada para
designar outros genes com papel de modificadores da expressao fenotipica de
outros genes conhecidos como causadores de perda auditiva (Shearer et al., 2017,
https://www.hereditaryhearingloss.org).

A perda auditiva de heranca autossdmica recessiva corresponde a cerca de
80% dos casos, sendo de modo geral sensorioneural, estacionaria, pré-lingual, de
grave a profunda (Campbell et al., 1997; Smith et al., 2005). Mutacdes de perda de
funcéo séo a principal causa de surdez de heranga autossémica recessiva (Hilgert et
al., 2009). A maior parte das mutacfes responsaveis pelo quadro de surdez de
heranca autossémica recessiva encontra-se nos genes GJB2 e GJB6. Até o
momento, existem 93 I6cus mapeados e 76 genes identificados para perda auditiva
de heranga autossdmica recessiva (http://www.hereditaryhearingloss.org).

O lécus DFNBL1 contém o gene GJB2 e 0 gene GJB6. Além da céclea, o gene

GJB2 também é expresso na pele, figado, glandula tiredide, paratiredide, glandulas
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mamarias, glandulas salivares Utero, testiculo, péancreas e pulmdes
(https://www.proteinatlas.org/). Nesse gene se encontram cerca de 50% das
mutacdes responsaveis por surdez nao sindrébmica de heranca autossdmica
recessiva (Kelsell et al., 1997; Denoyelle et al., 1999). O produto deste gene é a
conexina 26, uma proteina transmembranica que constitui as juncdes do tipo gap.
Ela se organiza em hexameros e € expressa em células de suporte e dos tecidos
conjuntivos na céclea. Os hexameros de conexinas de células adjacentes se unem e
formam os conexons, que podem ser homotipicos quando formados por dois
conexons idénticos ou heterotipicos, quando formadas por dois conexons distintos
(Bruzzone et al.,, 1996). O gene GJB6 codifica a conexina 30, que também é
constituinte de conexons. Tal gene também é expresso na coclea (Dahl et al., 1996;
Lautermann et al., 1998).

A frequéncia de variantes patogénicas no gene GJB2 varia entre populagdes.
A mutacdo c.35delG é a mais frequente e corresponde a 70-80% de todas as
mutacdes que ocorrem no gene GJB2, sendo mais comum em caucasianos (Zelante
et al.,, 1997; Denoyelle et al., 1997; Green et al., 1999). A mutacéo c.235delC é a
mais comum em asiaticos, especialmente no Japao (Abe et al., 2000). A variante
c.167delT é a mais frequente em judeus Asquenazes (Morell et al., 1998).

Embora a surdez pré-lingual de heranca autossémica recessiva seja a forma
mais comum de perda auditiva relacionada a mutacdes no gene GJB2, ha casos de
surdez poés-lingual descritos na literatura (Snoeckx et al., 2005, Gandia et al., 2013),
e também de perda auditiva congénita ndo sindrbmica de heranca autossémica
dominante em afetados com mutacfes neste gene (Rabionet et al., 2006), além de
mutacdes de heranca dominante que sao responsaveis por perda auditiva associada
a problema de pele, como o queratoderma pigmentar (Richard et al., 2002). O
fendtipo causado por mutagfes no gene GJB2 mais comumente encontrado entre 0s
afetados na populacdo € de surdez sensorioneural, congénita, bilateral, nao
progressiva e de grau grave a profundo. No entanto, defeitos nesta proteina também
estao relacionados com enorme variabilidade fenotipica, que abrange desde surdez
de grau leve e moderado até profundo (Denoyelle et al., 1999).

Casos de perda auditiva no locus DFNB1 também podem ocorrer devido a
mutacdes que envolvem o gene GJB6. A alteragdo mais comum relacionada a
surdez no gene GJB6 é uma delecao de 342kb (D13S1830) que pode contribuir com
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a perda auditiva em conjunto com mutac¢des no gene GJB2 (del Castillo et al., 2002).
No mesmo ano, uma delecdo de 150kb (DS13S175) relacionada a perda auditiva
neste gene foi identificada (Pallares-Ruiz et al., 2002). Posteriormente, outra delecéo
foi encontrada no gene GJB6 (DS13S1854), a qual tem 232kb e também atua em
conjunto com mutacBes no gene GJB2 desencadeando o fendtipo de surdez (del
Castillo et al., 2005). Os produtos destes dois genes de conexinas interagem para a
formacéo de canais heterotipicos que contribuem para a homeostase coclear (Zhao
et al., 2006). Individuos que tém mutacdo somente em um dos alelos do gene GJB2
podem manifestar perda auditiva se essa alteracdo estiver combinada (em trans)
com delecbes que compreendem o gene GJB6 vizinho. Contudo, a hipétese de
heranca digénica como causa de surdez de heranca recessiva inicialmente
postulada foi descartada, pois se observou que as delecdes descritas atingem
regides reguladoras do gene GJB2, reduzindo sua expressao (Rodriguez-Paris &
Schrijver, 2009; Rodriguez-Paris et al.,, 2011). No entanto, foi recentemente
postulado que variantes em heterozigose em outros genes relacionados a perda
auditiva, como o MITF e o GJB3 também poderiam causar surdez recessiva em
conjunto com mutacdes no gene GJB2 (Kim et al., 2016), o que traria o retorno da
hipotese de heranca digénica compreendendo genes codificadores de conexinas e
outros genes relacionados a perda auditiva.

Foi proposto que mutacdes no gene GJB2 levam a perda auditiva porque
alteram a reciclagem de ions potassio de volta a endolinfa (Kikuchi et al., 1995;
Kelsell et al., 1997; Rabionet et al., 2000). No entanto, estudos funcionais com
camundongos demonstraram que a reciclagem de ions potassio ndo é o principal
fator responséavel pela perda de audicdo, sugerindo que outros mecanismos podem
levar & perda auditiva (Chen et al., 2014; Zhu et al., 2015). Em determinados casos,
€ provavel que mutacdes no gene GJB2 resultem em prejuizo do desenvolvimento
coclear, como demonstrado em camundongos knockout para o gene GJB2. A
auséncia do gene GJB2 nestes camundongos, apos quatro dias do seu nascimento,
promoveu a perda da mobilidade da membrana tectorial e consequente perda da
mecanotransduc¢do, causando prejuizo na audi¢do. Foi observado que delecbes no
gene GJB2 nos primeiros dias de vida de camundongos alteram a permeabilidade
da conexina 26 a ions e pequenas moléculas. Em outros casos, a perda auditiva

causada por mutacdes no gene GJB2 pode ser resultado da auséncia de motilidade
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das células ciliadas externas da coclea (OHCs), como também demonstrado em
camundongos knockout para o gene (Zhu et al., 2015; Zhao, 2017).

A surdez de heranca autossémica dominante compreende 20% dos casos de
deficiéncia auditiva. A maior parte dos casos de perdas auditivas ndo sindrémicas de
heranca autossémica dominante sdo sensorioneurais, progressivas e pos-linguais,
com excecdo dos genes GJB2 e GJB6 (DFNAS3), do locus DFNA19 e do gene
TECTA (DFNA8/12), que apresentam casos pré-linguais de surdez de heranca
dominante. As alteracBes genéticas responsaveis pela surdez ndo sindrébmica de
heranca dominante sdo geralmente causadas por haploinssuficiéncia, efeito
dominante negativo ou mutacGes de ganho de funcédo (Hilgert et al., 2009). Ao
contrario da surdez de heranca autossémica recessiva, na qual cerca de metade dos
casos ocorre devido a mutacdes nos genes GJB2 e GJB6, variantes causativas de
perdas auditivas de heranga autossomica dominante ocorrem em uma variedade de
genes, de modo que ndo ha predominancia de mutacbes em um Unico gene
(Zanchetta et al.,, 2000; Shearer et al., 2017). A perda auditiva de heranca
autossémica dominante ja teve 67 locus mapeados e 47 genes identificados
(http://www.hereditaryhearingloss.org).

A perda auditiva ligada ao cromossomo X ocorre em pouco mais de 2% dos
casos. Seis locus e cinco genes foram identificados até o presente momento para
perdas auditivas ligadas ao cromossomo X (https://www.hereditaryhearingloss.org).
O gene mais comumente associado a surdez ligada ao cromossomo X é o POU3F4,
o qual codifica um fator de transcricdo e esta situado no loco DFN3 (DFNX2)
(Douville et al., 1994; de Kok et al., 1995). Tal gene contém cerca de 30 mutacdes ja
descritas responsaveis pela perda auditiva com heranca ligada ao cromossomo X
(http://deafnessvariationdatabase.org). Afetados com mutacdes no gene POUF34
apresentam uma conexao indevida entre o canal auditivo interno e a base da coclea.
Individuos que passam por cirurgia no estribo sofrem vazamento na perilinfa e
consequente perda auditiva e problemas vestibulares (de Kok et al., 1995; Song et
al., 2010).

A surdez de heranga mitocondrial ocorre em cerca de 1 a 2% dos casos de
perda auditiva hereditdria. Casos de perda auditiva de heranca mitocondrial
geralmente sdo progressivos, pos-linguais e sensorioneurais (Prezant et al., 1993;

Reid et al., 1994), e apresentam variabilidade de penetrancia, gravidade e idade de
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manifestacdo. Interagdes com genes modificadores nucleares e mitocondriais, além
de fatores ambientais como a exposicdo a aminoglicosideos, contribuem com tal
variabilidade (Tang et al., 2007). At¢ o momento foram identificados 3 genes
relacionados a este modo de heranca de perda auditiva ndo sindrémica (Smith et al.,
2005; http://deafnessvariation-database.org). A mutacdo m.A1555G é a mais
frequente e foi a primeira a ser identificada, ocorrendo no gene MTRNR1 (Prezant et
al.,, 1993). O produto desse gene €& uma molécula de RNA, que constitui a
subunidade 12S do RNA ribossémico mitocondrial. A mutagdo m.1555A>G altera o
RNAr em sitios que interagem com o RNA transportador e tem potencial para afetar
a traducéo eficiente dos RNA mensageiros na mitocondria. Este fato pode estar
relacionado a morte das células ciliadas da céclea (Prezant et al., 1993).

Todavia, a manifestacdo da perda auditiva ocorre mais precocemente em
individuos com a mutacdo m.1555A>G que receberam tratamento com
medicamentos ototoxicos, como aminoglicosideos. O fendtipo causado pela
administracdo de aminoglicosideos € geralmente de surdez bilateral de grave a
profunda com manifestacdo precoce, normalmente poucos dias apdés a
administracdo dos antibioticos (Prezant et al., 1993; Estivill et al., 1998). Os
aminoglicosideos afetam a fidelidade da traducdo nas bactérias, pois se ligam a uma
regido conservada do RNA ribossémico. Supfe-se que a mutacdo m.1555A>G torna
a estrutura do RNAr mitocondrial mais similar a estrutura do ribossomo bacteriano,
resultando em maior afinidade pelos aminoglicosideos e ampliando os efeitos
desses antibioticos sobre a fidelidade da traducdo que ocorre na mitocéndria (Lynch
& Puglisi, 2001).

A perda auditiva de heranca ligada ao cromossomo Y foi averiguada em
apenas uma familia, localizada na China, porém o gene nunca foi identificado (Wang
et al., 2004).

Apés décadas de pesquisas que culminaram com a identificagdo de 119
genes e milhares de mutacdes, foram observados fenbmenos genéticos muito
curiosos relacionados a perda auditiva: alteragdes em um mesmo gene podem levar
a surdez sindrémica ou ndo sindrémica, como no caso do gene SLC26A4. Tal gene
esta relacionado com a Sindrome de Pendred, um tipo de surdez sindrémica de
heranca autossdmica recessiva que € caracterizada pelo desenvolvimento anormal

da céclea, perda auditiva sensorioneural e aumento anormal da glandula tiredide
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(bocio) (Everett et al.,, 1997). Mutacbes no gene SLC26A4 também estdo
relacionadas ao aqueduto vestibular alargado (EVA) ndo sindrébmico de heranca
autossOmica recessiva e a diversas outras malformacoes na orelha interna (DFNB4)
(Li et al., 1998), sendo o segundo gene com o0 maior nimero de casos relacionados
a surdez (Albert et al., 2006), atrds apenas do gene GJB2 (Denoyelle et al., 1997);
alteracbes em um mesmo gene podem levar a surdez de heranca recessiva ou
dominante, como no caso dos genes GJB2 (DFNB e DFNA1A), GJB6 (DFNB1B e
DFNA3B) e TECTA (DFNA1 e DFNAB8). O gene TECTA codifica uma proteina que
compde a membrana tectorial no 6rgdo de Corti, sendo importante para a
transducao de sinal do estimulo sonoro na orelha interna (Legan et al., 1997); as
mesmas mutacdes podem levar a quadros com idade de manifestacdo, progressao
e gravidade distintas em familias diferentes. Todos estes exemplos de
heterogeneidade na origem da perda auditiva trazem muita complexidade a analise

e a interpretacdo de resultados de testes moleculares.

1.4. Genes de miosinas e perda auditiva hereditaria

Conforme anteriormente mencionado, diversos genes de miosinas nao
convencionais foram relacionados com perda auditiva hereditaria, varios deles com
mutacbes que se caracterizam por transmissdo caracteristica da heranca
autossdmica dominante.

O gene MYO15 codifica uma miosina nao convencional, e o gene humano foi
clonado pela primeira vez em humanos por Liang et. al. (1999). Neste trabalho, foi
identificado o locus DFNB3, ao estudarem uma familia asiatica com perda auditiva
de heranca autossGmica recessiva (Wang et al., 1998). O produto do gene localiza-
se nas pontas dos estereocilios das células ciliadas da coclea. Foi proposto que sua
funcdo no sistema auditivo € a de manutencéo da estrutura e funcdo das protrusdes
de actina, de modo que mutacfes neste gene provocam diminuicdo do comprimento
dos estereocilios a aproximadamente um ter¢co de seu tamanho original na linhagem
de camundongos shaker-2. Como consequéncia deste encurtamento, a transducao
do sinal das ondas sonoras em estimulos elétricos ao sistema nervoso é prejudicada
nestes organismos modelo (Probst et al., 1998). Além disso, o transporte de carga
realizado pela miosina XVA até as pontas dos estereocilios € fundamental para a

morfogénese das células ciliadas da coclea (Belyantseva et al., 2005).
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O gene humano MYO6 codifica uma miosina ndo convencional e foi clonado
por Avraham et. al. (1997). MutacBes neste gene foram relacionadas pela primeira
vez a surdez em humanos por Melchionda et. al. (2001), os quais atribuiram o gene
MYO6 ao lécus DFNA22 ao estudar uma familia com perda auditiva de heranca
autossémica dominante. O gene MYO6 é expresso nas células ciliadas da céclea,
mais especificamente na regido da placa cuticular situada na base dos estereocilios.
O estudo com a linhagem de camundongos Snell’s waltzer (ksv), cuja deficiéncia
auditiva ocorre devido a uma mutacdo no gene MYO6, demonstrou a importancia
deste gene para a audi¢cdo. No sistema auditivo, a fungcdo proposta para a miosina
classe VI é a de auxilio no ancoramento dos estereocilios na placa cuticular das
células ciliadas da céclea, de modo que o rompimento de filamentos de actina na
porcdo basal dos estereocilios provoca a fusdo destas protrusfes e causa perda
auditiva (Steel & Brown, 1994; Avraham et al., 1995). No entanto, estudos recentes
em camundongos ksv/ksv demonstraram que alteracdes no gene MYO6 também
levam ao rompimento de filamentos actina na porcdo apical dos estereocilios.
Embora neste caso a regido da placa cuticular se mantenha estavel, a fusdo dos
estereocilios também ocorre, 0 que leva como consequéncia a perda auditiva nestes
animais (Seki et al., 2017).

O gene MYOT7A codifica uma miosina ndo convencional e foi identificado pela
primeira vez, por meio de clonagem posicional, em uma regidao cromossémica que
esta associada a ocorréncia da sindrome de Usher tipo B, de heranca autossémica
recessiva, no brago longo do cromossomo 11 (Weil et al., 1995). Tal gene é expresso
no epitélio pigmentar e nas células fotorreceptoras da retina, além de também ser
expresso no neuroepitélio vestibular e coclear embrionario humano (Weil et al.,
1996). No sistema auditivo, a proteina se localiza na regido que une estereocilios
adjacentes e esta relacionada com transporte de carga em direcdo a extremidade
apical dos estereocilios, como é o caso da proteina USH1C, que é transportada pela
miosina VIIA até as pontas destes filamentos de actina nas células ciliadas da coclea
(Boeda et al., 2002). Foi proposto que tal proteina contribui com a manutencéo e a
estrutura dos estereocilios, além de participar da mecanotransducdo ao contribuir
com o tensionamento das ligagBes de ponta (tip links) que unem os estereocilios e,
deste modo, permite a entrada de ions potdssio nas células ciliadas da coéclea

(Hasson et al., 1997; Self et al., 1998). A auséncia de miosina VIIA na linhagem de
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camundongos shaker-1 prejudica a localizacdo de proteinas componentes das
ligacbes de ponta (tip links), como a protocaderina 15 (PCDH15) e a harmonina
(USH1C), causando, desta forma, perda auditiva ndo sindrébmica ou associada a
retinose pigmentar (Gibson et al., 1995; Boeda et al., 2002; Yu et al., 2017).

Miosinas da classe Ill sGo miosinas ndo convencionais caracterizadas por
possuirem um dominio quinase N-terminal (Montell & Rubin, 1988). Duas isoformas
compdem esta classe de miosinas: miosina IlIA e miosina IlIB. Ambas diferem pela
auséncia, na miosina IlIB, de um segundo dominio de ligacdo a actina (THDII), o
qual contribui para a localizagdo da miosina IlIA nas pontas dos estereocilios (Dosé
& Burnside, 2002; Les Erickson et al., 2003).

A primeira miosina de classe Il foi isolada em Drosophila melanogaster por
Pak, (1979). Mutacdes no gene que codifica a miosina de classe Il foram
relacionadas com alteracdes na resposta fotorreceptora seguida por degeneracédo da
retina em Drosophila (Porter & Montell, 1993). Em 1996, Hillman et. al. isolaram a
primeira proteina desta classe em vertebrados, no peixe Morone saxatilis (Hillman et
al.,, 1996). No ano 2000, Dosé & Burnside isolaram a primeira miosina classe Ill a
partir da retina humana, sendo denominada miosina IlIA (MYO3A). Foi verificado
posteriormente que mutagcbes no gene MYO3A também s&o responsaveis por
alteragbes na resposta fotorreceptora em vertebrados, como no caso de Morone
saxatilis, e, portanto, tais alteracdes sdo potenciais candidatas a causarem
degeneracao da retina em humanos (Dosé et al., 2003).

No ano de 2002, Walsh et. al. identificaram, por meio de estudo de ligacéo
seguido de sequenciamento de Sanger, trés mutacdes no dominio motor da proteina
MYO3A, as quais estavam presentes em uma familia de origem judaica com surdez
nao sindrémica de heranca autossdémica recessiva. Todas as trés mutacoes estavam
situadas no mesmo l6cus, o qual foi denominado DFNB30. Este foi o primeiro
trabalho a identificar mutacdes no gene MYO3A responsaveis por perda auditiva.
Uma provavel explicacdo para a visdo normal dos individuos com perda auditiva
desta familia foi uma possivel compensacdo de expressdo de outras classes de
miosina na retina, como a miosina IlIB (Walsh et al., 2002). Uma possivel explicacdo
para a auséncia de disfun¢des vestibulares nos individuos afetados desta familia é o
fato de as células ciliadas da céclea conterem mais estereocilios do que as células

sensoriais do sistema vestibular. Logo, mutacbes em proteinas que mantém a
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estabilidade dos estereocilios das células ciliadas da coclea terdo maior
probabilidade de causar prejuizo ao sistema auditivo em relacdo ao sistema
vestibular (Lim, 1986; Johnson et al., 2010).

Foi demonstrado em um estudo com camundongos que a miosina IlIA
localiza-se nas pontas dos estereocilios das células ciliadas da coclea. Tal proteina
também esta localizada nas pontas dos estereocilios das células do sistema
vestibular e do sistema fotorreceptor (Dosé et al., 2002; Mecklenburg et al., 2015).
Foi demonstrado que a MYO3A promove o alongamento dos estereocilios e que o
comprimento destas protrusdes é regulado no processo. O dominio quinase N-
terminal da miosina IlIA tem a propriedade de regular a atividade motora da propria
proteina. A fosforilacdo do dominio motor pelo dominio quinase N-terminal regula o
alongamento de filamentos de actina tanto nos estereocilios das células dos
sistemas auditivo e vestibular quanto nas microvilosidades das células da retina, de
modo a ndo permitir seu crescimento em excesso, 0 que evita o abaulamento destas
protrusfes e a consequente alteracdo da morfologia da porcao apical das células
sensoriais em que tais filamentos estdo inseridos (Ng et al., 1996; Komaba et al.,
2003; Dosé et al., 2008). O alongamento dos estereocilios das células ciliadas da
coclea é aperfeicoado por meio da interacdo entre o dominio 3THDI da miosina Il1A
e o dominio WH26 da proteina ESPN1, a qual pertence a familia de proteinas
ESPN. A proteina ESPN1 contribui para a coesdo dos filamentos de actina na
manutencdo da estrutura dos estereocilios (Salles et al., 2009).

Um estudo funcional realizado com uma linhagem de camundongos buscou
avaliar o impacto de uma das mutacbes descritas por Walsh et. al. (2002), a qual
causa surdez de heranca autossdmica recessiva. Esse estudo revelou que a
mutacdo ¢.3126T>G p.Tyrl042Ter esta relacionada com perda auditiva progressiva,
semelhante a do loco DFNB30, com degeneragdo das células ciliadas externas da
céclea ao longo da idade, mais especificamente por volta dos 10 meses (Walsh et
al., 2011).

Desde o trabalho de Walsh et. al. (2002), somente mutacbes no gene
MYO3A, responsaveis por surdez de heranca autossémica recessiva haviam sido
descritas na literatura, até a publicacdo do trabalho de Grati et. al. (2016), o qual
identificaram em uma familia de origem Afro-americana a mutacdo c.1463G>A

p.Gly488Glu no gene MYO3A. Esta foi a primeira mutacdo no gene MYO3A relatada
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na literatura como relacionada a perda auditiva de heranga autossémica dominante.
Este estudo também demonstrou, por meio de estudo funcional in vitro, uma
possivel interacdo entre a miosina IlIA e a protocaderina 15, de modo que esta
proteina transporta a miosina IllA até a ponta dos estereocilios (Grati et al., 2016).

A segunda mutacdo associada a surdez de heranca dominante foi descrita
por Dantas (2013), em sua tese de doutorado, que identificou a mutacéo c. 2090T>G
p.Leu697Trp no gene MYO3A em uma familia brasileira estudada em nosso
laboratério, a qual apresentava perda auditiva progressiva de heranca autossémica
dominante com inicio entre a segunda e a terceira década de vida. A deteccdo da
mesma mutacdo em uma segunda familia (presente estudo), e o estudo funcional
realizado em colaboracdo com o Dr. Bechara Kachar (National Institute of Health,
Bethesda, USA) resultaram na publicacdo de Dantas et. al. (2018). Os estudos
funcionais consistiram, entre outros experimentos, de andlise da velocidade de
deslizamento da actina sobre a miosina IlIA mutada, imobilizada em laminas. A
conclusao desse experimento é que a velocidade de deslizamento era reduzida em
comparacao com a miosina IllIA selvagem. A alteracdo aparentemente aumenta a
afinidade entre a actina e a MYO3A mutada. Utilizando-se células COS7, as quais
séo células semelhantes a fibroblastos derivadas de rins de macacos, observou-se
reducdo das atividades de iniciacdo da formacdo e de alongamento dos filopodios
nas celulas nas quais a proteina mutada foi superexpressa. Estudos similares
também foram realizados em células ciliadas do aparelho vestibular e auditivo de
camundongos, que foram transfectadas com constru¢cdes que expressavam as
proteinas selvagem e mutada. Essas analises revelaram aumento da concentracao
e do tempo de permanéncia da proteina mutada nas extremidades dos estereocilios,
deslocando a proteina selvagem. Esses e outros achados do estudo levaram os
autores a postular que o mecanismo molecular que leva a heranga dominante da
perda auditiva nas familias com a mutacdo ¢.2090T>G p.Leu697Trp no gene

MYO3A é o efeito dominante negativo (Dantas et al., 2018).

1.5. Diagndéstico molecular das perdas auditivas e o sequenciamento de nova
geracgao

A identificacdo dos genes relacionados a manifestacdo da perda auditiva é
um desafio para os pesquisadores em genética humana. Conforme ja explicado, isso

ocorre devido a enorme heterogeneidade genética do disturbio. O diagndstico clinico
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de perda auditiva ocorre por meio da triagem auditiva de recém-nascidos na maioria
dos paises industrializados. Tal metodologia reconhece com eficacia a surdez
congénita antes do primeiro més de nascimento da crianca afetada. Exames fisicos
do sistema auditivo acompanham estas triagens para verificar a presenca ou
auséncia de caracteristicas relacionadas a surdez sindrémica. Em caso negativo,
testes genéticos sdo conduzidos para proceder a investigacdo da causa da perda
auditiva (Van Camp et al., 1997; Smith et al., 2005; Hilgert et al., 2009).

De acordo com o American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG, 2014), testes genéticos sdo recomendados precocemente apdés o
nascimento, assim que confirmado o diagndstico clinico de perda auditiva. O
diagnéstico da causa genética de perda auditiva pode ser facilitado por meio de
caracteristicas fenotipicas relacionadas a determinados genes relacionados a
surdez. Como exemplo, testes genéticos que incluem a triagem de mutac¢des no loco
DFNB1 sdo comumente realizados devido a alta frequéncia de mutacdes no gene
GJB2, e de mutacdes no gene GJB6. Os genes WFS1 e TECTA estao relacionados
a caracteristicas clinicas especificas que podem resultar em um diagnostico mais
rapido de perda auditiva. Mutacdes no gene WFS1 estdo relacionadas a surdez de
baixa frequéncia. MutagcGes neste gene também estéo relacionadas com a Sindrome
de Wolfram. Variantes causativas de perda auditiva no gene TECTA resultam em
surdez progressiva moderada ou grave dependendo da idade dos pacientes. Além
disso, variantes neste gene estdo relacionadas a perda auditiva afetando diferentes
frequéncias. A peculiaridade em relacdo ao gene TECTA esta relacionada ao
dominio da proteina alfa-tectorina que esta alterado. Por exemplo, mutacdes em
dominios ricos em cisteina promovem surdez de alta frequéncia, enquanto mutacdes
em dominios ricos em glicoproteinas estéo relacionadas a perda auditiva de baixa
frequéncia. Em casos de surdez de manifestacdo progressiva ou relacionada a
bdcio, aqueduto vestibular alargado (EVA) ou displasia de Mondini, mutagcées no
gene SLC26A4 sdo candidatas a causarem o fendtipo e o sequenciamento deste
gene é recomendado. Genes mitocondriais, como o0 MT-RNR1, também podem ser
suspeitas como causa de perda auditiva em casos de heranca de origem materna da
mutacdo ou de administracdo de aminoglicosideos (Hilgert et al., 2009; Alford et al.,
2014).
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O estabelecimento de um diagnostico de perda auditiva genética é importante
na medida em que proporciona um maior conhecimento aos pais da crianca
diagnosticada com perda auditiva quanto as causas do distarbio, além de auxiliar a
aliviar a culpa e a ansiedade dos progenitores (Gilliver et al., 2013).

A técnica de sequenciamento de DNA de Sanger, descrita pela primeira vez
em 1977, foi o procedimento padrdo dos estudos genéticos e dos diagndsticos
moleculares das doencas genéticas por mais de 30 anos (Sanger et al., 1977). A
introducéo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em 1983 proporcionou uma
maior implementacdo da técnica de Sanger nas pesquisas cientificas, a qual foi
responsavel pelo sequenciamento do genoma humano, completado no ano de 2003
(Yan et al., 2013). Em relacédo ao diagndstico de perda auditiva, 0 sequenciamento
de Sanger é eficaz para 0 sequenciamento de um conjunto especifico de genes
(Hoppman et al., 2013; Sloan Heggen & Smith, 2016). No entanto, a técnica de
Sanger torna-se ineficiente se for necessario o sequenciamento de um conjunto
mais abrangente de genes relacionados a perda auditiva, em virtude do elevado
custo e do tempo de analise. Esses fatores dificultam o diagndstico de disturbios
geneticamente heterogéneos como a surdez (Shearer & Smith, 2015).

Apobs a concluséo do projeto do genoma humano, a necessidade de técnicas
de baixo custo, maior abrangéncia, menor tempo de seguenciamento para
diagnoésticos genéticos e com maior possibilidade de identificacdo de novos genes
relacionados a perda auditiva levou ao desenvolvimento do sequenciamento
massivo em paralelo (massive parallel sequencing - MPS) ou sequenciamento de
nova geragdo (next-generation sequencing - NGS). Este novo conjunto de técnicas
permite 0 sequenciamento de exomas e genomas individuais em poucas horas, e
por um menor custo em relacdo as técnicas tradicionais. Embora existam varias
plataformas de sequenciamento de nova geracdo, todas elas tém em comum a
capacidade de sequenciar milhndes de pequenos fragmentos de DNA paralelamente,
com alta cobertura das regides sequenciadas (Shearer et al., 2011; Slatko et al.,
2018). As principais plataformas de MPS s&o a lon Torrent (Thermo Fisher) e a
lllumina, a qual é a plataforma mais utilizada (Yohe & Thyagarajan, 2017). O
surgimento do NGS permitiu maiores possibilidades de diagnéstico de disturbios

geneticamente heterogéneos como a surdez, uma vez que tornou possivel a triagem
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de varios genes relacionados a perdas auditivas em uma Unica andlise (Shearer &
Smith, 2015).

O principio subjacente a tecnologias pos-Sanger, como 0 NGS, consiste em
utilizar amostras de DNA fragmentadas que sao capturadas de tal modo que
determinadas regides de interesse destas amostras sdo o alvo da captura. Milhares
destas regifes sdo sequenciadas paralelamente em uma simples corrida, de modo
que cada regido gera uma leitura de sequéncia curta ou read. E necessario obter
grande cobertura de cada regido para assegurar a qualidade do sequenciamento e
para garantir a analise de todo o conteldo alélico das amostras (Slatko et al., 2018).
Os dados oriundos do sequenciamento sdo analisados de modo a garantir sua
interpretacdo dentro do contexto biolégico, de modo que a Ultima etapa da analise
bioinformética das sequéncias produzidas pelo NGS é a criagdo de arquivos
denominados variant call format (VCF), os quais contém informac6es sobre as
variantes identificadas em relacdo a um genoma de referéncia. A anotacdo desses
arquivos inclui dados como frequéncia em bancos de dados gendmicos e previsao
de patogenicidade de acordo com pacotes computacionais (Magi et al., 2010; de
Leng et al., 2016).

As plataformas de sequenciamento de nova geracdo tém sido muito utilizadas
para a descoberta de novos genes causadores de distlrbios com heterogeneidade
genética, como é o caso da surdez. O sequenciamento de nova geracado pode
identificar os genes associados a estes distarbios por meio do sequenciamento de
amostras de um ou poucos individuos de uma familia, o0 que pode dispensar estudos
de mapeamento realizados com marcadores moleculares utilizando amostras de
varios individuos afetados de uma mesma familia. Isto diminui 0 custo e otimiza o
tempo de duracdo de um projeto de descoberta de genes (Walsh et al., 2010). As
diferentes plataformas de sequenciamento de nova geracao identificam as bases
moleculares subjacentes as doencas genéticas por meio de trés principais tipos de
diferentes metodologias: sequenciamento do genoma completo, sequenciamento do
exoma completo e sequenciamento de um painel de genes selecionados (Gao &
Dai, 2014).

O sequenciamento do genoma completo (WGS), embora seja util para
identificar variantes de doengas raras e para o diagnéstico de possiveis doencas

monogénicas, nao € aplicado de rotina para a identificacdo de genes relacionados
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com surdez, especialmente em casos de perda auditiva ndo sindrbmica. Os altos
custos para a implementacdo da técnica, a falta de padronizacdo de protocolos, a
dificuldade de interpretacdo dos resultados, além da necessidade de um maior
controle de qualidade das variantes obtidas sdo alguns dos obstaculos para a
aplicacdo desta estratégia no diagnostico de surdez (Moore et al., 2011; Saunders et
al., 2012; Posey, 2019).

O sequenciamento do exoma completo (WES) é uma abordagem
intermediéria entre o sequenciamento do genoma completo e abordagens menos
custosas de estudo molecular (Ng et al., 2009). E considerada uma estratégia valida
para a identificacdo de novos genes relacionados a surdez, uma vez que a maioria
dos disturbios mendelianos decorre de mutacdes em regibes codificadoras de
proteinas e uma significante propor¢do de mutacGes raras nao sinbnimas é
deletéria. O sequenciamento do exoma completo permite a analise de variantes
presentes em genes ja conhecidos e tem o potencial de revelar alteracdes em genes
gue ainda néo foram relacionados a doenca em estudo (Shearer et al., 2011; Lewis
et al., 2018).

Embora o sequenciamento do exoma completo seja uma estratégia eficiente
para a identificacdo de variantes relacionadas com surdez, ha algumas limitacdes
em sua aplicacdo clinica, como: regides codificadoras de proteina representam
apenas 1,5% do genoma e 85% das mutacfes que causam doencas ocorrerem
nestas regides (Choi et al., 2009; Teer & Mullikin, 2010). No entanto, apesar do foco
nestas regibes ser util para a descoberta de variantes de interesse, possiveis
variantes causativas presentes em outras regibes do genoma, como as nhao
codificadoras ou regides reguladoras, como promotoras e enhancers, podem nao ser
detectadas (Yan et al., 2013). Além disso, as regides de interesse podem nao ser
representadas adequadamente, uma vez que o sequenciamento do exoma completo
ndo € uma tecnologia feita sobre encomenda, e a cobertura das sequéncias pode
nao ser sempre adequada para o diagndstico clinico devido a regides do genoma
gue dificultam a captura e o0 sequenciamento, como regides repetitivas e alto
contetdo das bases guanina e citosina. Assim como no WGS, € uma limitacdo a
possibilidade de achados incidentais, uma vez que ha também probabilidade de

identificacdo desse tipo de variante em abordagens que focam somente em um
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conjunto de genes especificos (Shearer & Smith, 2015; Yohe & Thyagarajan, 2017,
Sheppard et al., 2018).

A utilizacdo de um painel de genes pode ser realizada em estudos nos quais
a captura e andlise de regides de interesse sejam restritas a um determinado
conjunto de genes selecionados de acordo com objetivos especificos (Vona et. al.,
2014). A OtoSCOPE (Otological Sequence Capture Of Pathogenic Exons) foi o
primeiro painel de sequenciamento massivo em paralelo que utilizou técnicas de
captura e enriquecimento gendmico para identificacdo de variantes causativas em
genes de surdez (Shearer et al., 2010).

As técnicas de enriquecimento genémico e captura de um grupo especifico de
genes tém a vantagem de aumentar a cobertura das regides sequenciadas em
relacdo ao sequenciamento do exoma completo, além de serem menos custosas e
com tempo de execuc¢do mais curto. Além disso, o foco em determinado subconjunto
do genoma reduz a capacidade de sequenciamento exigida e a infraestrutura
bioinformatica necessaria para analisar, interpretar e estocar a grande quantidade de
dados de sequenciamento que séo gerados. No entanto, ha duas grandes limitacdes
para a utilizacdo de painéis de genes: a selecdo de determinado nimero de genes
especificos pode excluir o gene que de fato explica o quadro; além disso, é
necessaria uma atualizacao constante da lista de genes, uma vez que novos genes
séo descobertos com certa frequéncia (Lin et al., 2012; Dilliot et al., 2018).

Desde a introducdo da primeira tecnologia de sequenciamento de nova
geracdo, em 2004, mais de 1000 artigos sobre NGS foram publicados, e até o
presente momento foram identificadas dezenas de genes novos de surdez por meio
da tecnologia aplicada ao sequenciamento de exomas
(https://www.hereditaryhearingloss.org) (Tabela 1).

As variantes candidatas a explicar os fenétipos sao identificadas durante a
analise bioinformatica, sendo posteriormente interpretadas de acordo com critérios
gerais estabelecidos pelo American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG, 2014). Dentre estes critérios estdo: frequéncias alélicas das variantes em
bancos de dados populacionais, estudos de segregacao das variantes, o tipo da
mutagdo, seu potencial patogénico de acordo com pacotes de previsdo e estudos
funcionais para a compreensdo do papel biolégico das variantes. De acordo com

esses critérios, as variantes sdo classificadas como patogénicas, provavelmente
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patogénicas, variantes de significado incerto (VUS), variantes provavelmente

benignas e variantes benignas (Richards et al., 2015).

Tabela 1: Lista de genes novos e mutagdes correspondentes com perda auditiva que foram identificadas por sequenciamento
de nova geracao (NGS). Dados obtidos no portal www.hereditaryhearingloss.org.

Genes Mutacdes Lécus Referéncias
TSPEAR €.1726G>T+c.1728delC DFNB98 Delmaghani et. al., 2012
ELMOD3 €.794T>C; p.Leu265Ser DFNB88 Jaworek et. al., 2013

KARS €.1129G>A p.Asp377Asn DNB89 Santos-Cortez et. al., 2013

CLPP ¢.433A>C p.Thr145Pro DFNB81 Jenkinson et. al., 2013

LARS2 ¢.1565C>A p.Thr522Asn DFNB81 Pierce et. al., 2013

ADCY €.3112C>T p.Arg1138* DFNB44 Santos-Cortez et. al., 2014
TBC1D24 €.208G>T p.Asp70Tyr DFNB86 Rehman et. al., 2014

EPS8 ¢.88C>T p.GIn30* DFNBB102 Behlouli et. al., 2014
FAM65B €.1021G>A p.Arg_34_Asp86delinsSS DFNB105 Diaz-Horta et. al., 2014

TMEM132E €.1259G>A p.Arg420GIn DFNB99 Liet. al., 2015

DCDC2 €.1271A>C p.GIn424Pro DFNB66 Grati et. al., 2015

NARS2 €.637G>T p.Val213Phe DFNB94 Simon et. al., 2015

MET €.2521T>G p.Phe841Val DFNB97 Mutjaba et. al., 2015
EPS8L2 c.1014delC p.Ser339Alafs*15 DFNB105 Dahmani et. al., 2015
SLC22A4 €.338G>A p.Cys113Tyr DFNB60 Ben Said et. al., 2016

S1PR2 €.323G>C p.Arg108Pro DFNB68 Santos-Cortez et. al., 2016
CDC14A ¢.1126C>T p.Arg376* DFNB105 Delmaghani et. al., 2016

ROR1 €.2207G>C p.Arg736Thr DFNB105 Diaz-Horta et. al., 2016
ESRP1 €.775C>G p.Leu259Val DFNB108 Rohacek et. al., 2017

GAB1 €.347G>A p.Gly116Glu DFNB26 Yousaf et. al., 2018
PPIP5K2 €.2510G>A p.Arg837His DFNB100 Yousaf et. al., 2018
MPZL2 c.72del p.lle24Metfs*22 DFNB108 Wesdorp et. al., 2018
CLDN9 c.86delT p. Leu29ArgfsTer4 DFNB108 Sineni et. al., 2019

GRAP ¢.311A>T p.GIn104Leu DFNB108 Liet. al., 2019
SPNS2 €.1066_1067delCCinsT p.Pro356Cysfs*35  DFNB108 Ingham et. al., 2019

CEACAM16 ¢.418A>C p.Thr140Pro DFNA4B Zheng et. al., 2011

P2RX2 ¢.178G>T p.Val60Leu DFNA41 Yan et. al., 2013

TNC ¢.5317G>A p.Vall773Met DFNA56 Zhao et. al., 2014

TBC1D24 ¢.533C>T p.Serl78Leu DFNA65 Azaiez et. al., 2014

CD164 ¢.574C>T p.Argl192* DFNAG66 Nyegaard et. al., 2015
OBSPL2 c.141_142delTG p.Arg50Alafs*103 DFNAG67 Xing et. al., 2015
HOMER2 €.554G>C; p.Arg185Pro DFNAG8 Azaiez et. al., 2015

KITLG €.286_303delinsT p.Ser96Ter DFNAG69 Zazo Seco et. al., 2015

MCM2 €.130C>T p.Arg44Cys DFNA70 Gao et. al., 2015
DMXL2 C.7250G>A p.Arg2417His DFNA73 Chen et. al., 2016
IFNLR1 €.296G>A p.Arg99His DFENA2C Gao et. al., 2017
PTPRQ €.6881G>A p.Trp2294* DFNA73 Eisenberger et. al., 2017
LMX1A €.721G>C p. Val241Leu DFNA7 Wesdorp et. al., 2018

COL11A1 €.652-2A>C DFNA37 Booth et. al., 2018
PDE1C €.958G>T p.Ala320Ser DFNA73 Wang et. al., 2018
SMPX1 €.214G>T p. Glu72X DFNX4 Schraders et. al., 2011
COL4A6 ¢.1771G>A p.Gly591Ser DFNX6 Rost et. al., 2014
AIFM1 €.1030C>T p.Leu344Phe DFNX5 Zong et. al., 2015
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No entanto, ha algumas dificuldades de aplicacdo das diretrizes estabelecidas
pelo ACMG. A primeira delas séo as diferencas entre laboratérios quanto a utilizacéo
dos critérios de interpretacdo das variantes. Também ha dificuldades na aplicacao
de critérios de filtragem baseados em frequéncia das variantes em bancos de dados
populacionais. Por exemplo, algumas variantes de heranca recessiva podem ter alta
frequéncia em heterozigose em individuos ndo afetados, e mutacdes com baixa
penetrancia podem ser entendidas como alteracdes ndo patogénicas, o que dificulta
a interpretacdo. Apesar destas limitacfes, a utilizacdo de tais diretrizes é eficaz na
medida em que permite a comparacdo da interpretacdo das variantes entre 0s
diferentes laboratérios, e um consenso maior entre tais instituicbes podera ser
estabelecido (Amendola et al., 2016; Yohe & Thyagarajan, 2017).

Recentemente, um trabalho buscou padronizar a classificagdo de variantes
em genes ja conhecidos por explicar o quadro de surdez, sugerindo uma adaptacéo
da classificacdo estabelecida pelo ACMG. Apdés uma avaliacdo de 51 variantes
presentes em nove genes de surdez conhecidos, dezessete destas alteracdes
tiveram suas classificagbes modificadas em relacdo a classificagdo originalmente
proposta de acordo com o0 ACMG (Oza et al., 2018), indicando que essa adaptacao

dos critérios era de fato necesséaria nos casos de surdez.

1.6. Justificativa para a realizacdo do estudo

A necessidade de elucidar a causa da perda auditiva em familias averiguadas
no Laboratdrio de Genética do IBUSP, com vérios individuos afetados por perda
auditiva nao sindrémica de heranca dominante motivou a conducéo dessa pesquisa,
cujo objetivo € identificar novos genes e novos mecanismos mutacionais associados
a perda de audicdo. Além disso, a ocorréncia da mutagcdo no gene MYO3A em
algumas das familias motivou o estudo da sua origem.

A identificacdo de novos genes e mutacOes relacionados a perda auditiva
permite a realizacdo de novas pesquisas sobre a heterogeneidade genética da
surdez e estudos sobre fisiologia molecular da audicdo, o que permite um maior
conhecimento sobre os mecanismos subjacentes a perda de audicdo. Como
consequéncia, o diagnostico molecular da surdez e orientagdes mais precisas no
aconselhamento genético podem ser facilitados e possiveis avancos em terapias
para a perda auditiva poderdo ocorrer no futuro e beneficiar os individuos

acometidos pelo disturbio.
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Capitulo 6

Conclusodes

A deteccdo da mutacdo c.2090T>G p.Leu697Trp no gene MYO3A no
estudo de Dantas (2013) motivou a busca dessa alteracdo em outras familias com
surdez de heranca autossémica dominante. Essa busca permitiu a identificacao
da mutacdo na familia 2 aqui descrita e motivou a triagem da mutacdo em
amostras adicionais de 101 probandos de familias com surdez de heranca
autossOmica dominante. A detec¢ao da mutagcdo em mais trés amostras nos levou
a estimar uma frequéncia de aproximadamente 3% de familias com a mutag&o na
colecdo de 101 pedigrees analisados. Foram realizadas as andlises de identidade
por descendéncia (IBD) entre os individuos afetados das cinco familias com a
mesma mutacgdo, e também analises de determinacdo e estimativas do tamanho
do haplétipo compartilhado, além de estudos sobre e ancestralidade da mutacao.
Esses estudos permitiram concluir que ha uma origem comum para a mutacao
nas cinco familias e a idade da mutacéo (idade do ancestral comum mais recente)
foi estimada em 27,4 geracdes. Foi verificada que a alteragdo ocorreu em um
segmento cromossémico de ancestralidade europeia. No entanto, ndo é possivel
inferir com certeza se tal alteracdo surgiu na Europa e foi posteriormente
introduzida no Brasil durante o periodo de colonizacédo, ou se teve origem em
territdrio brasileiro em algum individuo de origem europeia. Todavia, a presenca
da mutacdo ¢.2090T>G em um individuo com perda auditiva na Holanda
(https://www.lovd.nl) leva a suposicdo da introducdo desta alteracdo no Brasil
durante a ocupacdo holandesa no nordeste brasileiro na primeira metade do
século XVII (1624-1654). Tal possibilidade é condizente com a possivel rota da
mutacdo da regido nordeste até a regido sudeste do Brasil, mais especificamente
passando pelo norte do estado de Minas Gerais e pela Zona da Mata mineira.

O fato de as cinco familias analisadas neste estudo revelarem um evento
mutacional em ancestral comum indica a importancia desse tipo de estudo sobre
a idade e origem de mutacdes causadoras de doencas. Além disso, a frequéncia
de 3% da mutacdo na colecdo de 101 amostras adicionais indica a relevancia de
investigar essa variante causativa de surdez na populagdo brasileira

principalmente nos casos com fenodtipo e mecanismo de transmissao similar, ou
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ao menos, entre familias que residem em regides proximas a de origem das
familias estudadas.

Em relacdo as demais familias em que buscamos identificar a causa
genética responsavel pela perda auditiva ndo sindromica de heranca autossémica
dominante, a analise dos resultados do sequenciamento massivo em paralelo do
exoma permitiu a identificacdo da causa molecular da surdez na Familia 6, que é
a mutacdo c.689C>T p.Ala230Val no gene MYOT7A. A identificacdo da mutacdo
€.689C>T remete a importancia do sequenciamento de nova geracao quanto a
identificacdo de variantes causativas de disturbios geneticamente heterogéneos
como a surdez. Na familia 7, ndo pudemos identificar a variante causativa da
surdez, mas identificamos um haplétipo de variantes candidatas localizadas no
cromossomo 6 que ocorreu em 14 dos 16 individuos afetados. Uma das hipéteses
para explicar o achado é a de que a variante causativa esta localizada neste
cromossomo, préxima a regido em que essas variantes segregam em conjunto. A
nao identificacdo do gene relacionado a perda auditiva na familia 7 evidencia a
possibilidade de a alteracdo causativa estar localizada em uma regido nao
codificadora, por exemplo, promotora ou enhancer. Se este for o caso, o
sequenciamento completo do genoma seréd a melhor alternativa para investigacao
da causa molecular de perda auditiva nesta familia.

Embora nao tenha sido identificada a alteracdo responsavel pela surdez na
familia 7, globalmente, o nosso estudo confirma a importancia do sequenciamento
massivo paralelo na investigacdo molecular de doencas geneticamente

heterogéneas como as perdas auditivas.
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